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NEURALNA PREDYKCJA W YNIKOW PROCESU
ROWNOCZESNEJ BIOSYNTEZY INULINAZY | INWERTAZY
PRZEZ ASPERGILLUS NIGER
W WARUNKACH WYBRANYCH STRESOW ABIOTYCZNYCH

Streszczenie

W pracy zaprezentowano zastosowania sztucznychrseconowych do modelowa-
nia zwhzkdw przyczynowo-skutkowych w biotechnologicznynogesie jednoczesnej
nadprodukcji inulinazy i inwertazy zewtnzkomoérkowej przez grzyb nitkowaty
Aspergillus nigerw warunkach stresu termicznego i tlenowego. Ddianaanych
zastosowano steo architekturze warstwowej. Wyniki obliczone prz#a neurono-
wa weryfikowano déwiadczalnie w warunkach wgdnych hodowli wstrgsanych.

Stowa kluczowe sztuczne sieci neuronowe, inulinaza, inwetazaylgmitkowaty
Aspergillus Nigerstresu termiczny, stres tlenowy

Wstep

Procesy biotechnologiczne charakteryzsje wysoky ztozondscia procesu, ze
wzgledu na réwnoczesny wptyw wielu czynnikéw decygdyich o jego powodze-
niu. Szczegolnie dww uwagi péwieca s¢ wgtebnym hodowlom bioreaktorowym
mikroorganizméw wytwarzagych pagadane metabolity. Zastosowanie bioreakto-
row umaliwia kontrole i regulacg wartcici istotnych parametrow procesu biosyn-
tezy jak temperatura i pH podi®, napowietrzanie i intensyw§tomieszania pod-
loza. Obok tych parametrow proces biosyntezy zzaled chemicznego skladu
podiaza hodowlanego i zidentyfikowanych cech genetycznystego producenta
mikrobiologicznego. Procesy réwnoczesnej biosyntezy dwoch lgbeyvimetabo-
litbw zmuszay do przeprowadzenia dej liczby ddwiadczed jednostkowych
w celu znalezienia odpowiednich waito parametrow biosyntezy, nie zawsze
zapewniagcych maksymalizagjkoncowych wynikow. Naley podkréli¢, ze taka
metoda jest niezwykle czasochtonna i kosztowna. W tej sytuaciaje s¢, ze
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alternatyva w stosunku do powgzej metody mze by zastosowanie techniki
sieci neuronowych w szybkim przewidywaniuzpdanych wartéci wynikow pro-
cesu biotechnologicznego prowadzonego przezhumg mikroorganizm.

Celem niniejszej pracy byta proba predykcji wéctovynikdéw jednoczesnej bio-
syntezy inulinazy (E.C.3.2.1.7) i inwertazy (E.C.3.2.1.26), enzymow hydrolitycz-
nych, przez szczefsspergillus nigew warunkach stresu termicznego i tlenowego.
Enzymy te znajduj szerokie zastosowanie w przeieyspaywczym midzy in-
nymi do wytwarzania z naturalnego biopolimerglirmego jakim jest inulina pre-
biotykow, kzdacych sktadnikamizywnosci funkcjonalnej.

Materiaty i metody

W pierwszej czsci doswiadczenia wykorzystano szczep grzyba egtkpwego
Aspergillus nigemwyizolowany zesrodowiska naturalnego. Szczep przetrzymywa-
no na skosach agarowych zawiecgch 2% inuliny w temperaturze 4°C iywa-

no jako materiat posiewowy do zaszczepienia bioreaktora.

W hodowli grzyba strgpkowego A.niger stosowano ptynne podie hodowlane
o pH 5, zawierajce: 0,23% NENO; 0,37% (NH),HPQ,;; 0,1%KHPO;;
0,05% MgSQ@; 0,15% ekstrakt dealzowy, 1% inulina.

Réwnoczesa produkcg inulinazy i inwertazy zewatrzkomorkowej prowadzono
w warunkach wgibnych hodowli bioreaktorowych. W tym celu szcz&miger
hodowano w bioreaktorze Bioflo-2 o pojensnbroboczej 2,5 driy wyprodukowa-
nym przez firme New Brunswick. Bioreaktor wypetniano ptynnym padda do
objetosci 2,5 dmi, sterylizowano, wychtadzano do temperatury otoczenia i za-
szczepiano 24 godzinnym inokulum o gbjci 0,2 dni zawierajcym komorki
mikroorganizmu poddane stresowi termicznemu lub tlenowemu. Tempepatita
loza hodowlanego wynosita 28, wzgkdna rozpuszczalsé tlenu w podiau pO;
30% przy objtosciowym natzeniu powietrza zasilagego bioreaktor
2dn7 powietrza/l dripodiaza x min. i predkosci obrotowej mieszadta turbinowego
350 obr./min. (8).

Stres termiczny wywotywano przez inkubadfolb stakowych zawierajcych
inokulumA.nigerw temperaturze 45, 50, 55 i 60°C w czasie 20, 40 i 60 min. Stres
oksydacyjny wywotywano dodg do kolb z inokulum roztwér nadtlenku wodoru

do osignigcia stzenia 100, 200, 300, 400, 500 i 600 mMalddnT?. Tak przy-
gotowane kultury mikrobiologicznezyuwano kolejno do zaszczepiania bioreakto-
ra. Bioreaktorowe hodowle prowadzono w statych warunkach przez okres 7 déb,
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pobierajc co 24 godz. prokkpodtaza do analiz. W pobranych prébkach oznacza-
no aktywndci enzymatyczne inulinazy i inwertazy zemtrzkomaorkowej (qq).

Plan déwiadczenia zaktadat rowniebadanie wptywu zmian sktadu chemicznego
poditaza na kacowy efekt rownoczesnego wytwarzania zetrrkomorkowej inu-
linazy i inwertazy przeZ\.niger. Zaleznos¢ ta zostata oki&ona w ddwiadcze-
niach jednostkowych w ten sposde, przy zachowaniu statych wastd parame-
trow procesu biosyntezy jak pH i temperatura pgai@Q i predkos¢ obrotowa
mieszadta, kolejno zmienianaz¢nie kadego ze sktadnikow podia o +50% lub
-50% w stosunku do gtenia pierwotnego.

Otrzymane wyniki wszystkich dwiadczé jednostkowych wykorzystano do ana-
lizy przez sié neuronow. Zastosowano steo architekturze warstwowej. \Wseja
sieci reprezentowaly rodzaj stresu abiotycznego, temperatmaa pczebiegu stre-
su termicznego, stenie nadtlenku wodoru w przebiegu stresu tlenowegés ilo
poszczegoélnych skladnikéw podi hodowlanego, rodzaj mikroorganizmuwezst
nie tlenu w podtau podczas hodowli bioreaktorowej, pH pagio czas trwania
hodowli bioreaktorowej. Wygia sieci reprezentowaly aktyw§e enzymatyczne
zewmatrzkomoérkowej inulinazy i inwertazy. Do oceny ggalncci zadawanych
wartasci wyjsciowych zastosowano si@dwrocon.

Metoda modelowania — sieci neuronowe
Dane pomiarowe:

Xi-aktywna¢ enzymatyczna zewitrzkomorkowej inwertazy, x aktywngé
enzymatyczna zevatrzkomorkowej inulinazy, Xtemperatura w przebiegu stresu
termicznego, %-czas przebiegu stresu termiczneggskzenie nadtlenku wodoru,
Xerodzaj mikroorganizmu, Xstzenie (NH),HPQ,, Xg-stzenie MgSQ,
Xg-stezenie FeSQ X,gstzenie ekstraktu dimzowego, Xi-stzenie KHPQ,,
Xio-stezenie NHNO;, X, s-stezenie inuliny

Dane uzyskane z éoiadczé jednostkowych zgrupowano w tabelach w taki spo-
s6b, aby m#iwy byt import tych danych do algorytméw wielowarstwowej sieci
neuronowej w celu wykonania oblidzePrzed importem z tabel do sieci wszystkie
wartasci wejsciowe zostaty odpowiednio zakodowane.

Zasada:

1. to co wiemy stanowi wégie sieci
2. to o co pytamy stanowi W§gie sieci
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Zazwyczaj formutujemy pytania dotyce:

1. zwiazkdw przyczynowo skutkowych w modelowym procesie

2. czynnikbéw procesu zapewnagych paadane wartéci na wygciu (np. mak-
symalizupce jaka¢ procesu)

Implementacja:

1. pytania o zwizki przyczynowo skutkowe implementujemy w ten sposab,
7€ zmienne reprezentige przyczyny stanowiwejscie sieci a skutki wycie
(sie¢ | — pierwotna)

2. pytania o parametry procesu glzg wymagany efekt implementujemy tak,
to co wiemy i czego wymagamy wprowadzamy naseiejsieci, a to o co py-
tamy, na wyjcie (sieé || — odwrécona)

Problem osigalnasci:

1. Pytania kategorii 2 majposta:
Jezeli wiemy, ze <....... > izagdamy aby <....... > to musimy zr@ébx........ >,

2. Zmienne definiujce przestrag danych maj ograniczone zakresy co ozna-
cza,ze to czegaadamy mae by nieosigalne

Sied-11 stuzy do okrélenia wartdci parametrow procesu przy zadanych wymaga-
niach odnénie jego wy§é, asieé-l do sprawdzenia czy to czego wymagamy jest
osiagalne.

Wyniki i omowienie wynikow

Ponizej przedstawiono wykresy rozrzutu dotyce danych déwiadczalnych
i obliczonych przez séewielowarstwow, w rownoczesnej biosyntezie zeatrz-
komorkowej inulinazy i inwertazy przez szczApnigerw warunkach wgibnych
hodowli bioreaktorowych.

W doswiadczeniach z zyciem szczepuA.niger najwigkszy wptyw na wartéci
wyjsciowe sieci wywierata zawardé siarczanu magnezu w podiohodowlanym.
Kolejnym waznym sktadnikiem byt azotan amonu i fosforan diamonowy. Najmniej
istotny wptyw na produkej obydwu enzymow wywierata zawagtojednozasado-
wego fosforanu potasu. Niewielki wptyw na wadbwyjsciowe wykazywaty row-
niez temperatura i czas jej oddziatywania w przebiegu stresucarago. Skiad
podiaza hodowlanego do réwnoczesnej produkcji inulinazy i inwertazy przez
szczepA.niger zapewniagcy maksymalizag wartcici aktywndgci enzymatycz-
nych zostat obliczony przez si@dwrocon (sie¢ I1). Wyniki obliczer przedsta-
wiono w tab. 1.
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Tabela 1. Sklad podia do jednoczesnej produkcji inulinazy i inwertazy przez
A.niger obliczony przez sie

Table 1. Composition of the substrate for simultaneous production of inulinase
and invertase by A.niger calculated by the network

Skitad podtaa Standardowy Skiad podiga
[o/1 sktad podtaa obliczony przez sie
[9/1] [g/1]
NH;NO; 2,3 3,18
(NHZ)H.PO, 3,7 1,15
KH.PO, 1,0 0,50
MgSO, 0,5 1,10
Ekstrakt dradzowy 1,5 1,25
inulina 10 8,7

Aktywno $¢€ inulinazy zewn atrzkomorkowej [U/ml]
wytwarzanej przez A.niger
14
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10 ’ .

v
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dane

predykcja

Rys. 1. Wykres rozrzutu dotycy danych na wegiu sieci - aktywngi
zewmgtrzkomoérkowej inulinazy wytwarzanej przez A. niger wdkd-
czeniach jednostkowych i predykcji tych danych przémgieronovg

Fig. 1. Dispersion diagram for network input data - activity of extracailul
inulinase generated by A. niger in unit experiments and prediction
of these data by the neural network
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Aktywnos¢ inwertazy zewnatrzkomoérkowej [U/ml]
wytwarzanej przez A.niger

predykcja

Rys. 2. Wykres rozrzutu dotycy danych na wegiu sieci - aktywndi
zewmgtrzkomorkowej inwertazy wytwarzanej przez A. niger ywiil-
czeniach jednostkowych i predykcji tych danych przémgieronovg

Fig. 2. Dispersion diagram for network input data - activity of extradail
invertase generated by A. niger in unit experiments and prediction of
these data by the neural network

dane

Wzgledny udziat wartosci wejs¢ w formowaniu wartosci wyjsé
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1. NHUNO;z , 2. MgSQ, 3. KH,PO,, 4. temperatura przebiegu stresu termicznego,
5. ekstrakt dradzowy, 6. (NH),HPO,, 7. czas dziatania temperatury w przebiegu
stresu termicznego, 8¢genie nadtlenku wodoru

Rys. 3. Wzgtny udziat wartéci wejé¢ w formowaniu wartéci wyjsé sieci
w réwnoczesnym wytwarzaniu zesvmkomorkowej inulinazy i inwertazy
przez A. Niger

Fig. 3. Relative contribution of input values in forming output values of the
network in simultaneous production of extracellular inulinase and inver-
tase by A. niger
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Wyniki obliczen dotyczice sktadu podtea hodowlanego zweryfikowano @eiad-

czalnie w warunkach wegbnych hodowli bioreaktorowych szczepi.niger.

Wyniki doswiadczenia porownywano z watoami predykcji tych wynikéw wyli-
czonmi przez siei obliczono wspotczynniki korelacji pordzy tymi danymi.
Wyniki zestawiono w tab.2.

Tabela 2. Przykladowe zestawienie wactovynikéw déwiadczalnych, predykciji
tych wynikéw i wspotczynnikdéw korelacji w biosyntezie inulinazy i inwer-
tazy przez A.niger

Table 2. Sample comparison of the values of the experimental results,ipnedict
values of these results and correlation coefficients in biosyntheisig-of
linase and invertase by A.niger

Szczep Enzym Wynik Wartasé Wspétczynnik
doswiadczalny predykcji korelacji
[U/mi] [U/mi]
| zewmtrzkomorkowa 13,56 11,00 0,8112
A.niger inulinaza
zewn;trzkomorkowa 7.04 8.15 08438
inwertaza

Na podstawie wartei wspotczynnikdéw korelacji nahy stwierdzé, ze otrzymano
wysoka zgodnd¢ wartasci predykcji sieci z danymi dwiadczalnymi, co mze
swiadczyt o dobrym dopasowaniu modelu sieci do warunkéwwitidczenia.
Wartas¢ wspotczynnikdéw korelacji poradzy predykcy sieci a danymi diwiad-
czalnymi zawierata siw przedziale wartei od 0,8112 do 0,8438. Zastosowanie
metody sieci neuronowych w analizie proceséw biotechnologicznycie mray-

czynié sie do znacznego uproszczenia procedur ustalania warunkéw procesu za-
pewniajcych jego maksymalizagjv zakresie biosyntezy pgdanych metabolitow.
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NEURAL PREDICTION OF THE RESULTS OF THE PROCESS
OF SIMULTANEOUS BIOSYNTHESIS OF INULINASE AND IN-
VERTASE BY ASPERGILLUS NIGER UNDER CONDITIONS
OF SELECTED ABIOTIC STRESSES

Summary

The paper presents applications of artificial neural networkitefing of "if and
when" relations in the biotechnological process of simultaneous overpmdatt
inulinase and extracellular invertase by filiform funghspergillus nigerunder
thermal and oxygen stress conditions. The data were analyzed usihgaak of
layer architecture. The results calculated by the neural netwend verified em-
pirically under immersion conditions of agitated cultures.

Key words: neural networks, inulinase, inwertase, filiform fungispergillus
Niger, thermal stress, oxygen stress
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