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NEURONOWA METODA MAKSYMALIZACJI WARTO SCI
WYNIKOW ROWNOCZESNEJ PRODUKCJI ENZYMOW
PRZEZ DROZDZE KLUYVEROMYCES MARXIANUS K-4

Streszczenie

W pracy zaprezentowano zastosowania sztucznychrseconowych do modelowa-
nia zwhzkéw przyczynowo-skutkowych w biotechnologicznyrogesie jednoczesnej
nadprodukcji inulinazy i inwertazy zewtnzkomorkowej przez deaize K.marxianus
w warunkach stresu termicznego i tlenowego. Doiapalanych zastosowano é&ie
0 architekturze warstwowej. Wyniki obliczone przge¢ neuronowy weryfikowano
doswiadczalnie w warunkach wgdnych hodowli wstrgsanych.

Stowa kluczowe sztuczne sieci neuronowe, inulinaza, inwetazapzdie
K.marxianus stres termiczny, stres tlenowy

Wstep

W niektérych procesach biotechnologicznych wpsfe zré&nicowany poziom
produkcji co najmniej dwoch gadanych metabolitéw. Zeli ich stzenie lub
poziom enzymatycznej aktywfm w podicu hodowlanym s zadowalajce,
wowczas z podiza wydziela s i oczyszcza wszystkie metabolity. Jednak ngjcz
sciej w procesie rownoczesnej produkcji metabolitow wysfe istotne zrénico-
wanie ich cech takze wydzielenie tylko jednego z nich znajduje uzasadnienie
ekonomiczne. Dlategm odejmowane prace badawcze anajna celu maksyma-
lizacje wynikéw réwnoczesnego wytwarzania przez mikroorganizrapycéh pro-
duktéw w zakresie najwigzej ich koncentracji lub aktywso w podiazach ho-
dowlanych.

Celem przeprowadzonych badayto zastosowanie sztucznych sieci neuronowych
w modelowaniu relacji i zwizkow przyczynowo skutkowych w biotechnologicz-
nym procesie réwnoczesnej produkcji inulinazy i inwertazy przezegzdradzy
Kluyveromyces marxianu&-4.
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Materiaty i metody

W celu uzyskania wystarczajo duej liczby dédwiadcze jednostkowych do ana-
liz, szczepK.marxianusK-4 hodowano w warunkach wggnych hodowli wstrz-
sanych na cieklych podtach o pH 5 zawieragych: 1,0% (NH),HPO, 0,05%
MgSQ; 0,015% FeSQ 0,3% ekstrakt deaizowy. Zrodio wegla stanowity uprzed-
nio umyte w zimnej wodzie, pokrojone w plastry, wysuszone do statsy ma
w temp. 80°C i nagpnie sproszkowane bulwy topinambudeifusalem ArtichoRe

w ilosci rownowanej 1% inuliny (1) W filtratach pohodowlanych oznaczano
aktywndci inulinazy i inwertazy zewatrzkomérkowej (2). Plan dwiadczenia
zaktadat,ze kada nastpna hodowla zawierata w podio mniejsa lub wieksz

0 50% ilas¢ tylko jednego sktadnika w stosunku do hodowli poprzedniej. W ten
sposo6b uzyskano zmiany waitokazdego sktadnika pod#a na trzech poziomach
wartasci (niski, sredni i wysoki) przy rénych wartdciach temperatury hodowli

Z przedziatu od 25 do 35°C.

W celu znalezienia zataosci przyczynowo skutkowych lub zateosci wystepu-
jacych pomédzy zmiennymi okrédajacymi sklad podiea i temperatur hodowli,

a aktywndciami inulinazy i nwertazy produkowanej przez obydwa szczepy, zasto-
sowano sié neuronow o0 strukturze warstwowej. Do uczenia sieci wykorzystano
czes¢ danych déwiadczalnych. Nasgpnie przeprowadzono rekonfiguracgieci
wprowadzajc na wejcie sieci wartéci aktywngci enzymatycznych zewirzko-
moérkowych i zwhzanych z komérk (sie¢ odwrocona). Na takiej sieci ekspery-
mentowano w ten sposoke na wejcie sieci zadawano okdlena wartas¢ aktyw-
nosci, a poszukiwano parametrow hodowli, ktére pozwolitypwartas¢ oshgnaé.

Do weryfikacji eksperymentu wykorzystanoe&z przypadkéw déwiadczalnych
nie pokazywanych sieci w trakcie uczenia, w ktérych aktyéeinobydwu enzy-
mow byly zadowalajco wysokie (3,4). W obliczeniach wykorzystano program
komputerowy Neuro Shell 2 ver.2 firmy Ward System Group Inc.

Wyniki i omoéwienie wynikow

W procesie réwnoczesnej produkcji inulinazy i inwertazy przezzdiso
K.marxianusK-4 najwigkszy wplyw na formowanie wartoi wyjs¢ wywierata
zawart@¢ siarczanu magnezu i temperatura peatbodowlanego. Trend ten ob-
serwowano w trakcie przeprowadzanigwliadczeé jednostkowych. Wyniki uzy-
skane z déwiadczeér jednostkowych, wykonanych przy zrécowanym skiadzie

i réznych temperaturach podi@ hodowlanego pozwolity na obliczenie przez sie
chemicznego skladu i temperatury padt@apewniajcych maksymalizagjenzy-
matycznych aktywr&ei zewrnytrzkomdrkowych inulinazy i inwertazy wytwarza-
nych réwnoczénie w jednym procesie biotechnologicznym (tab. 1).
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Tabela 1. Skiad podia obliczony przez sie zapewniajcy maksymalizagjwyni-

kéw jednoczesnej produkcji zestrzkomorkowej inulinazy i inwertazy

przez K.marxianus K-4

Table 1. Composition of the substrate calculated by the network, ensuring maxi-
mization of the results of simultaneous production of extracellular inuli-
nase and invertase by K.marxianus K-4

Sktad podtaa

Standardowy

Skiad podtaa

Temperatura podi@

(a/l) skiad podiaa obliczony hodowlanego obliczon
[a/l przez sié przez sié
[9/ [°C]
(NHZH.PO, 10,00 7,75
FeSQ 0,015 0,010
MgSQ, 0,5 0,98 28
Ekstrakt dradzowy 1,5 1,36
Inulina 10
Aktywno $¢ inwertazy zewn atrzkomérkowej (U/ml)
wytwarzanejprzez K.marxianus K-4
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Rys. 1. Wykres rozrzutu dotycy danych na wegiu sieci i predykcji tych da-

nych przez sie neuronow w produkcji inwertazy przez didee
K.marxianus K-4

Fig. 1.

Dispersion diagram for network input data and prediction of the data by
the neural network in production of invertase by yeast K.marxianus K-4
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Rys. 2.

Fig. 2.

inulina, 2.

Rys.3.

Fig. 3.
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Aktywno $¢€ inulinazy zewn atrzkomérkowej (U/ml)
wytwarzanej przez K.marxianus K-4
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N
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Wykres rozrzutu dotycyg danych na wégiu sieci i predykcji tych danych
przez sié neuronow w produkcji inulinazy przez didre K.marxianus K-4
Dispersion diagram for network input data and prediction of the data by
the neural network in production of inulinase by yeast K.marxianus K-4
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ekstrakt dealzowy, 3. MgSQ, 4. FeSQ 5. (NH,).HPO,, 6. temperatura podta hodowlanego

Wzghny udziat wartéci wejé¢ w formowaniu wartéci wyjs¢ sieci
w réwnoczesnym wytwarzaniu zesvmkomorkowej inulinazy i inwertazy
przez K. marxianus K-4

Relative contribution of input values in forming output values of the net
work in simultaneous production of extracellular inulinase and invertase
by K. marxianus K-4
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Powyzsze wyniki obliczé wygenerowane przez sieneuronow weryfikowano
doswiadczalnie metag wgtebnych hodowli wstrzsanych stosag w déwiadcze-
niach jednostkowych wyliczony sktad podéohodowlanego i temperatuiW celu
uniknigcia otrzymania przypadkowych wynikow, @dadczenia weryfikujce
wykonywano réwnoczmie w trzech powtdrzeniach. Otrzymane w ten sposéb
wartasci wynikow dawiadcze usredniano i porownywano z wasiami predyk-

cji tych wynikéw obliczonych przez sieDla otrzymanych wartei doswiadczal-
nych i wart@ci predykcji obliczono wspoétczynniki korelacji. Zestawienie tych
wartasci przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Zestawienie wasim wynikéw déwiadczalnych, wart@i predykcji tych
wynikéw i wspoétczynnikéw korelacji w produkcji inulinazy i inwertazy
przez drédze K.marxianus K-4

Table 2. Comparison of the values of the experimental results, predictiesva
of these results and correlation coefficients in production of inulinase
and invertase by yeast K.marxianus K-4

Szczep Enzym Wynik Wartasé Wspétczynnik
doswiadczalny predykciji korelacji
[U/ml] [U/mi]
 |zewmtrzkomorkowy 44 4q 12,38 0,9014
K.marxianus inulinaza
K-4 zewqtrzkomorkowa 112.17 120,45 0,0312
inwertaza

Zastosowanie techniki sieci neuronowych uhwito maksymalizacy wartasci
wynikow daiwiadczér z udzialem badanego mikroorganizmu w zdefiniowanych
przez sié warunkach hodowli, przy wysokich wspotczynnikach korelacji od
0,9014 do 0,9312, co me swiadczy o dobrym dopasowaniu modelu sieci do
warunkoéw déwiadczenia.
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NEURAL METHOD OF MAXIMIZING THE VALUES
OF THE RESULTS OF THE SIMULTANEOUS PRODUCTION
OF ENZYMES BY YEAST KLUYVEROMYCES MARXIANUS K-4

Summary

The paper presents applications of artificial neural networksoiteling of "if and

when" relations in the biotechnological process of simultaneous overpmdatt
inulinase and extracellular invertase by ydastarxianusunder thermal and oxy-
gen stress conditions. The data were analyzed using a netwakeofdrchitec-

ture. The results calculated by the neural network were \eefiepirically under

immersion conditions of agitated cultures.

Key words: artificial neural networks, inulinase, invertase, filiform fungus
Aspergillus Nigeryeast.marxianus thermal stress, oxygen stress
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