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Streszczenie

Celem pracy byla préba zastosowania techniki sieci neuronowych o konstrukcjt wielowarstwowej w pre-
dykcji wynikdw i optymalizacji warunkéw jednoczesnej produkeji inulinazy i inwertazy przez grzyb nitkowa-
ty Aspergillus niger i drozdze Kluyveromyces marxiamus w warunkach wglebnych hodowli wstrzasanych.
Wejscia sieci reprezentowaly ilosci poszczegélnych skiadnikow podioza hodowlanego (NH NO;,
(NH,),HPO,, KH,PO,, MgSO, 7H,0, FeS042H,0, ekstrakt drozdzowy, inulina), temperatura procesu bio-
syntezy enzymdw, rodzaj mikroorganizmu i czas trwania hodowli, a wyjscia - aktywnosci inulinazy i inwerta-
zy. Do oceny osiagalnosci zadawanych wartosci wyjsciowych zastosowano sie¢ odwrdécona.

W doswiadczeniach z uzyciem szczepu Aspergillus niger i Kluyveromyces marxianus najwigkszy
wplyw na konicowy efekt produkcji obydwu enzymdéw wywierala zawarto$¢ siarczanu magnezu obok
Zzrodla wegla. Kolejnym waznym skladnikiem podioza byl azotan amonu i fosforan dwuamonowy. Naj-
mniej istotny wplyw na produkcje obydwu enzymdéw wywierata zawarto$¢ siarczanu zelaza i jednozasa-
dowego fosforanu potasu.

Stowa kluczowe: sztuczne sieci neuronowe, predykcja, inulinaza, inwertaza, Aspergillus niger, Kluyve-
romyces marxianus.

Wprowadzenie

Wytwarzanie przez mikroorganizmy o znanych cechach genetycznych metaboli-
16w z najwyzsza wydajnoscia i powtarzalnoscig wymaga poznania i starannego doboru
warunkéw procesu biotechnologicznego. Wysoki stopien ztozonosci kazdego procesu
biotechnologicznego sprawia, ze do osiggnigcia zatozonego celu konieczne staje sig¢
poznanie czynnikéw istotnie wptywajacych na biosyntez¢ pozadanych metabolitéw.
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Czynniki te mozna sklasyfikowaé jako fizyczne: temperatura biosyntezy, pH pod-
foza hodowlanego, szybko$¢ mieszania, poziom natleniania itp. oraz chemiczne: ilo-
$ciowy i jakosciowy skiad podioza.

W celu ustalenia optymalnych warunkéw przebiegu procesu stosuje si¢ poznane
wczesniej statystyczne metody optymalizacji [4]. Polegaja one na wykonaniu wielu
doswiadczen jednostkowych obejmujacych zmiany réznych parametréw procesu.

Jedna z nich jest metoda ,,pelnowymiarowa”, polegajaca na zbadaniu wptywu
réznych kombinacji czynnikéw fizycznych i chemicznych na proces biotechnologiczny
[7]. Przykladem moze by¢ optymalizacja sktadu podtoza hodowlanego. Jezeli w pod-
tozu hodowlanym znajduje sie 6 sktadnikéw, to musimy wykonaé 2° (64) doswiadczen
jednostkowych, a gdy liczba skladnikdéw jest wigksza i wynosi np. 10 to ilo$¢ do-
$wiadczen wzrasta do liczby 2'° (1024). Zwazywszy, ze czas doswiadczenia wynosi od
kilku do kilkunastu déb i kazdy ze sktadnikéw powinien by¢ uzyty na trzech pozio-
mach stezenia (niski, sredni 1 wysoki), to metody te sa czasochtonne, wymagaja duze-
go nakladu pracy i pochlaniaja znaczne srodki finansowe. Powigkszanie skali lub
zmiana warunkéw przebiegu procesu wymaga kazdorazowo powtorzenia procedury
opisanej powyzej.

Wykorzystywane od niedawna metody techniki sztucznych sieci neuronowych
umozliwiaja nie tylko optymalizacj¢ warunkéw przebiegu procesu biotechnologiczne-
go z udziatem okreslonego mikroorganizmu, lecz réwniez predykcje (przewidywanie)
z wysokim prawdopodobienstwem efektow biosyntezy pozadanego metabolitu, bez
koniecznosci powtérnego wykonywania duzej liczby doswiadcezen jednostkowych [10,
5, 8].

Pierwowzorem wszelkich sieci neuronowych jest mézg ludzki. Sie¢ neuronowa
jest bardzo uproszczonym modelem mozgu. Skiada sie ona z duzej liczby (od kilkuset
do kilkudziesieciu tysigcy) elementow przetwarzajacych informacje. Elementy te na-
zywane sg neuronami, chociaz w stosunku do rzeczywistych komoérek nerwowych ich
funkcje sa bardzo uproszczone. Neurony sa powiazane w sie¢ za pomoca polaczen o
parametrach (tzw. wagach) modyfikowanych w trakcie tzw. procesu uczenia. Topolo-
gia polaczen oraz ich parametry stanowig program dzialania sieci, zas sygnaly poja-
wiajace si¢ na jej wyjsciach w odpowiedzi na okres$lone sygnaty wej$ciowe sg rozwia-
zaniami stawianych jej zadan. ‘

Wigkszos¢ wspotczesnie projektowanych i wykorzystywanych sieci neurono-
wych ma budowe warstwowa, przy czym uwzgledniajac dostepnos¢ w trakcie procesu
uczenia wyrdznia sie warstwy: wejsciowa, wyjéciowa oraz tzw. warstwy ukryte [1, 6].
Ze wzgledu na wysoka zlozono$¢ proceséow biotechnologicznych coraz czgsciej do ich
analizy sa uzywane techniki sztucznych sieci neuronowych.
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Wazna zaleta sieci neuronowych, jako urzadzen prognozujacych, jest fakt, ze w
wyniku procesu uczenia sie¢ moze naby¢ zdolnosci przewidywania wartosci wyjscio-
wych sygnatéw wylacznie na podstawie obserwacji tzw. ciagu uczacego, bez koniecz-
nosci stawiania w sposéb jasny hipotez o naturze zwiazku pomigdzy wejsciowymi
danymi a przewidywanymi warto§ciami wynikéw. Innymi stowy sie¢ moze nauczyé
si¢ prognozowaé sygnaly wyjsciowe takze wtedy, gdy korzystajacy z niej badacz nie
wie nic 0 naturze zwiazk6w laczacych przestanki z wnioskami [2]. Realizacja takich
zalozenn w biotechnologii moze przyczyni¢ si¢ do znacznego obnizenia kosztow pro-
dukcji réznych metabolitow przy jednoczesnym zapewnieniu najwyzszych, mozliwych
do osiagnigcia w danych warunkach wydajnosci procesu. Fakt ten nabiera istotnego
znaczenia przy biosyntezie roznych metabolitéw na skale przemyslowa, gdzie mamy
do czynienia z powiekszaniem skali procesu oraz gdy do ich produkcji sa uzywane
drogie komponenty podtozy hodowlanych.

Celem pracy byla proba zastosowania techniki sieci neuronowych o konstrukeji
wielowarstwowej w predykcji wynikéw i optymalizacji warunkéw jednoczesnej pro-
dukeji inulinazy i inwertazy przez grzyb nitkowaty Aspergillus niger i drozdze Kluyve-
romyces marxianus w warunkach wglebnych hodowli wstrzasanych.

Material i metody badan

Drobnoustroje

W doswiadczeniach uzyto wyselekcjonowane wczesniej dwa szczepy pochodzace
z kolekcji Katedry Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego i Przechowalnictwa
Akademii Rolniczej w Lublinie: grzyb nitkowaty z gatunku Aspergillus niger i droz-
dze z gatunku Kluyveromyces marxianus.

Wglebne hodowle wstrzasane szczepu Aspergillus niger

Wglebne hodowle wstrzasane prowadzono w kolbach Erlenmayera o poj. 500 ml,
ktore wypetniono do objetosci 100 ml ptynnym podlozem o skiadzie: NH,NO; —
0,23%, (NH4),HPO, — 0,37%, KH,PO, — 0,1%, MgSO, 7H,O — 0,05%, ekstrakt droz-
dzowy — 0,15%, topinambur w ilodci réwnowaznej 1% inuliny w podtozu. Poczatkowy
odczyn podioza regulowano roztworem kwasu fosforowego do wartosci pH = 5,0.
Nastepnie kolby sterylizowano w autoklawie w temp. 120°C przez 30 min. Po tym
czasie kolby chtodzono i podioza szczepiono 1 ml zawiesiny zawierajacej zarodniki
Aspergillus niger zmyte sterylnie ze skosdéw. Tak przygotowane kolby inkubowano we
wstrzasarce orbitalnej przy 200 obr./min., w temp. 28°C przez 7 dob. Po tym czasie
oddzielano plyn pohodowlany od biomasy metoda saczenia przez saczek z tworzywa
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sztucznego, a nastepnie w filtratach i ekstraktach oznaczano aktywnos$ci inulinazy i
inwertazy zewnatrzkomérkowej i wewnatrzkomérkowe;.

Aktywno$¢ inulinazy (inwertazy) zewngtrzkomorkowej i wewnatrzkomodrkowe;j
oznaczano w ten sposdb, ze do 0,9 ml 0,1 M buforu Mcllvaine’a o pH = 5,0 (pH =
4,0), zawierajacego 1% inuliny (0,1 M sacharozy) dodawano 0,1 ml odpowiednio roz-
cienczonego filtratu. Tak przygotowana mieszaning reagujaca inkubowano w termo-
stacie o temp. 50°C (60°C) przez okres 30 min. [los¢ cukréow redukujacych uwolnio-
nych w czasie reakcji oznaczano metoda Millera [3]. Za jednostke aktywnosci
enzymatycznej przyjeto taka ilo$¢ enzymu, ktora uwalniala z substratu 1 pmol
ekwiwalentu fruktozy (glukozy) w 1 ml mieszaniny reagujacej w ciagu 1 min, w
warunkach oznaczenia [9]. Aktywnos$é enzymatyczna wyrazano w jednostkach
aktywnosci (U/ml) filtratu pohodowlanego.

W innych dos$wiadczeniach uzyto podlozy hodowlanych o zmodyfikowanym
sktadzie tak, ze podioze kazdej nastepnej hodowli zawieralo mniejsza lub wigksza o
50% ilos¢ jednego tylko skladnika w stosunku do hodowli kontrolnej, przy zachowa-
niu zawartosci pozostalych skladnikow.

Wglebne hodowle wstrzqsane drozdzy Kluyveromyces marxianus

Welebne hodowle wstrzasane prowadzono w kolbach Erlenmayera o poj. 500 ml,
ktére wypelniono do objetosci 100 ml ptynnym podiozem o sktadzie: (NH4),HPO, —
1,0%, MgSO, 7H,0 — 0,05%, FeSO,2H,0 — 0,015%, ekstrakt drozdzowy — 0,3%,
topinambur w ilosci réwnowaznej 1% inuliny w podlozu. Poczatkowy odczyn podloza
regulowano do warto$ci pH = 5,0. Nastepnie kolby sterylizowano w autoklawie w
temp. 120°C przez 30 min. Po tym czasie kolby chtodzono i podtoza szczepiono ste-
- rylnie I ml zawiesiny zawierajacej komérki Kluyveromyces marxianus zmyte sterylnie
ze skoséw. Tak przygotowane kolby inkubowano we wstrzasarce orbitalnej przy 200
obr./min, w temp. 28°C przez 7 déb. Po tym czasie oddzielano ptyn pohodowlany od
biomasy komorek metoda wirowania przy 5000xg w temp. 4°C. W filtratach 1 ekstrak-
tach oznaczano aktywno$¢ inulinazy i inwertazy zewnatrzkomoérkowej i wewnatrzko-
moérkowej metodg opisana wyzej.

Podobnie modyfikowano skiad podioza hodowlanego w innych do§wiadczeniach.

Konstrukeja sieci neuronowej

Zastosowano sie¢ o konstrukcji warstwowej. Wejscia sieci reprezentowaly ilosci
poszczegllnych sktadnikéw podloza hodowlanego (NH.NO;, (NH,),HPO4, KH,POy,
MgSO,4 7H,0, FeSO,2H,0, ekstrakt drozdzowy, inulina), temperatura procesu biosyn-
tezy enzyméw, rodzaj mikroorganizmu i c¢zas trwania hodowli, a wyjscia — aktyw-
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nosci inulinazy i inwertazy. Do oceny osiagalnosci zadawanych wartosci wyjsciowych
zastosowano sie¢ odwrdcona.

Metoda modelowania — sieci neuronowe

Zasada:

1) to, co wiemy stanowi wejscie sieci,

2) to, o co pytamy stanowi wyjscie sieci.

Zazwyczaj formulujemy pytania dotyczace:

1) zwiazkdéw przyczynowo-skutkowych w modelowym procesie,

2) czynnikéw procesu zapewniajacych pozadane wartosci na wyjsciu (maksymalizu-
jace jako$¢ procesu).

Implementacja:

1) pytania o zwiazki przyczynowo-skutkowe implementujemy w ten sposob,
ze zmienne reprezentujace przyczyny stanowia wejscie sieci a skutki wyjscie
(sie¢ I — pierwotna),

2) pytania o parametry procesu dajace wymagany efekt implementujemy tak, ze to,
co wiemy i czego wymagamy wprowadzamy na wejscie sieci, a to, o co pytamy,
na wyjscie (sie¢ II — odwrdcona).

Problem osiagalnosci:

1) pytania kategorii 2 maja postaé:

Jezeli wiemy, ze <.......> 1 zadamy, aby <......> to musimy zrobi¢ <........ >,

2) zmienne definiujace przestrzen danych maja ograniczone zakresy, co oznacza, ze
to, czego zadamy moze by¢ nieosiggalne.

Sieé-I1I stuzy do okreslenia wartosci parametrow procesu przy zadanych wymaga-
niach odnos$nie jego wyjs¢, a sie¢-I do sprawdzenia czy to, czego wymagamy jest 0sig-
galne.

W obliczeniach wykorzystano program komputerowy Neuro Shell 2 ver.2 firmy
Ward System Group Inc.

Wiyniki i dyskusja

Wplyw poszczegodlnych skladnikéow podioza hodowlanego na koncowy wynik
doswiadczenia jednoczesnej produkcji inulinazy i inwertazy przez mikroorganizmy
ilustruja wykresy (rys. 1, 2). W obydwu doswiadczeniach, tj. z uzyciem szczepu
Aspergillus niger i Kluyveromyces marxianus najwigkszy wplyw na koncowy efekt
produkcji obydwu enzyméw wywierala zawartos¢ siarczanu(VI) magnezu. Kolejnym
waznym skladnikiem podloza byt azotan(V) amonu i wodoroortofosforan(V) amonu.
Najmniej istotny wplyw na produkcje obydwu enzyméw miala zawarto$é siarcza-
nu(VI) zelaza(Il) i dwuwodoroortofosforanu(V) potasu.
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Fig. 1.

Rys. 2.

Fig. 2.

6. Inulina/ Inulin; 7. Temperatura/ Temperature.
Wzgledny udziat wejsé w formowaniu wartodci wyjs$¢ sieci w produkeji inulinazy i inwertazy
przez Aspergillus niger.
Relative effect of the input values on the output values obtained while producing the inulinase
and invertase by Aspergillus niger.
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Zmienne/Variables

1. (NH,),HPOy; 2. MgSO0,-7H,0; 3. FeSO, 7H,0; 4. Ekstrakt drozdzowy/ Yeast extract;

5. Inulina/ Inulin; 6. Temperatura/ Temperature.
Wzgledny udziatl wej$¢ w formowaniu wartosci wyjs¢ sieci w produkeji inulinazy i inwertazy
przez Kluyveromyces marxianus.
Relative effect of the input values on the output values obtained while producing the inulinase
and invertase by Kluyveromyces marxianus.
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Tabela 1

Optymalny sktad podioza do jednoczesnej produkcji inulinazy i inwertazy przez szczep Aspergilius niger
w warunkach wgiebnej hodowli wstrzasanej, wyliczony przez wielowarstwowg sieé neuronows,
The optimum composition of medium for the purpose of simultaneously producing the inulinase and

invertase by Aspergillus niger in the batch shaken culture, as calculated by a many-layered neural net-
work.

Optymalny sktad podloza.obliczo-
Skladnik podioza Standardowy skh-1d. podioza ‘ ny przez siefi.
. Standard composition of the The optimum composition of the
Component of the medium . .
" medium medium as calculated by the net-
L&/t [/l work
(g
NH,NO, 23 3,18
(NH,)H,PO, 3,7 1,15
KH,PO, 1,0 0,50
MgSO4 7H,0 0,5 1,10
Ekstrakt drozdzowy/ Yeast 1.5 1,25
extract
Inulina/ Inulin 10 8,7
Temperatura/ Temperature [°C] 28 28

Tabela 2

Optymalny skitad podioza do jednoczesnej produkcji inulinazy i inwertazy przez szczep Kluyveromyces
marxianus w warunkach wglebnej hodowli wstrzasanej, wyliczony przez wielowarstwowa sie¢ neurono-
wa.

The optimum composition of the medium for the purpose of simultaneously producing the inulinase and

invertase by Kluyveromyces marxianus in the batch shaken culture, as calculated by a many-layered neural
network.

Optymalny sklad podloza
Skiadnik podioza Standardowy sklad quioza oblxc‘zony przez sw‘c.
. Standard composition The optimum composition
Component of the medium . .
(/1] of the medium of the medium as
[e] calculated by the network
[e/1]
(NH,)H,PO, 10,00 4,75
FeSO,2H,0 0,015 0,010
MgSO, TH,O 0,5 0,95
Ekstrakt drozdzowy
Yeast extract 15 1,36
Inulina/ Inulin 10 9,1
Temperatura/ Temperature[°C] 28 30
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Tabela 3

Zestawienie wynikéw doswiadczalnych, predykcji sieci i wspotczynnikéw korelacji w biosyntezie inulina-
zy 1 inwertazy przez Aspergillus niger i Kluyveromyces marxianus.

The experimental results obtained, the prediction as developed by a neural network, and the coefficients of
correlation under a biosynthesis of the inulinase and invertase by Aspergillus niger and Kluyveromyces
marxianus.

Wynik Predykcja wyniku
doswiadczalny Prediction of the
Experimental result

result [U/ml]

[U/ml]

Wspbtczynnik
korelacji
Correlation
coefficient

Mikroorganizm Enzym
Microorganism Enzyme

inulinaza
zewnatrzkomorkowa
extracellular
inulinase
inulinaza wewnatrzko-
moérkowa
intracellular
Aspergillus inulinase
niger inwertaza zewnatrzko-
moérkowa
extracellular
invertase
inwertaza wewnatrz-
komérkowa
intracellular
invertase

13,56 11,00 0,8112

3,97 4,10 0,9282

31,11 32,56 0,9554

7,04 8,15 0,8438

inulinaza
zewnatrzkomdrkowa
extracellular
inulinase
inulinaza wewngtrzko-
moérkowa
intracellular
Kluyveromyces inulinase
marxianus inwertaza zewnatrzko-
moérkowa
extracellular
invertase
inwertaza wew-
natrzkomoérkowa
intracellular
invertase

11,16 12,38 0,9014

7,60 6,95 0,9144

112,17 120,45 0,9312

98,80 94,12 0,9425
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Optymalny sktad podlozy hodowlanych do jednoczesnej produkcji inulinazy
i inwertazy przez szczepy Aspergillus niger i Kluyveromyces marxianus zostal obli-
czony przez sie¢ odwrdcona (sieé¢ II). Wyniki obliczen przedstawiono w tab. 11 2.

Optymalny sktad podtozy hodowlanych obliczony przez wielowarstwowg sieé
neuronowa, weryfikowano doswiadczalnie w warunkach wglebnych hodowli wstrzasa-
nych szczepow Aspergillus niger i Kluyveromyces marxianus, porownujac wartosci pre-
dykeji tych wynikéw wyliczonych przez sie¢ z wynikami do§wiadczen. Nastepnie obli-
czano wspolczynniki korelacji pomiedzy tymi danymi. Wyniki zestawiono w tab. 3.

Na podstawie wartosci wspotczynnikéw korelacji nalezy stwierdzié, ze otrzyma-
no dobra zgodno$¢ predykeji sieci z danymi doswiadczalnymi, co moze $wiadczy¢ o
dobrym dopasowaniu modelu sieci do warunkéw doswiadczenia. Warto$ci wspot-
czynnikéw korelacji zawieraly si¢ w przedziale od 0,8112 do 0,9554.

Na podstawie rys. 3., 4., 5. 1 6. nalezy stwierdzi¢, ze jezeli zbiér punktéw warto-
sci pomiarowych roztozony jest rownomiernie wokot krzywej trendu lub bezposrednio
na krzywej i krzywa przechodzi w okolicach poczatku wykresu, to sie¢ jest prawidto-
wo wytrenowana i dobrze dopasowana do analizowanego modelu doswiadczenia.

14

12

4 /'
/

4

Predykcja/ Prediction

0 5 10
Dane doswiadczalne/ Experimental data

Rys.3. Aktywnos$é inulinazy zewnatrzkomorkowej [U/ml] produkowanej przez Aspergillus niger
i predykcja tych danych przez sie¢ neuronowa. [U/ml] — jednostka/ml.

Fig. 3. Activity of the extracellular inulinase [U/ml] produced by Aspergillus niger and the prediction
of these data developed by a neural network. [U/ml] — unit/ml.
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Predykeja/ Prediction

1 1
4

0 0,5 1 1.5 2 25 3 3,5 4
Dane eksperymentalne/ Experimental data

Rys. 4. Aktywnosc¢ inulinazy wewnatrzkomoérkowej [U/ml] produkowanej przez Aspergillus niger i
predykcja tych danych przez sie¢ neuronowa. [U/ml] — jednostka/ml.

Fig. 4.  Activity of the imtracellular inulinase [U/ml] produced by Aspergillus niger and the prediction of
these data as developed by a neural network. [U/ml] — unit/ml.
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Rys. 5. Aktywnosci inwertazy zewnatrzkomoérkowej [U/ml] produkowanej przez Kluyveromyces
marxianus i predykcja tych danych przez sie¢ neuronowa. [U/ml] — jednostka/ml.

Fig. 5.  Activity of the extracellular invertase [U/ml] produced by Kluyveromyces marxianus and the
prediction of these data as developed by neural network. {U/ml] — unit/ml.
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Rys. 6.  Aktywnos¢ inwertazy wewnatrzkomorkowej [U/ml] produkowanej przez Kluyveromyces

marxianus i predykcja tych danych przez sie¢ neuronowa. [U/ml] — jednostka/ml.

Fig. 6.  Activity of the intracellular invertase [U/ml] produced by Kluyveromyces marxianus and the

prediction of these data as developed by a neural network. [U/ml] — unit/ml.

‘Whioski

1.

(1]
[2]

Zastosowanie techniki sieci neuronowych o wielowarstwowej architekturze umoz-
liwito: predykcje wynikéw doswiadczenia i okre$lenie wpltywu kazdego ze skiad-
nikéw podloza hodowlanego na efekt koncowy produkeji inulinazy i inwertazy
przez Aspergillus niger i Kluyveromyces marxianus, w warunkach wglebnych ho-
dowli wstrzasanych, w ustalonych wczeéniej zakresach zmian wartos$ci parame-
tréw doswiadczenia.

Na podstawie wynikéw doswiadczen jednostkowych istnieje mozliwosé optymali-
zowania warunkéw hodowli mikroorganizméw w zakresie maksymalizacji efek-
tow koncowych doswiadczenia.

Zastosowanie techniki sieci neuronowych moze przyczynic sie do znacznego obni-

zenia kosztéw 1 czasochlonnodci analizy zlozonych proceséw biotechnologicz-
nych. '
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THE PREDICTION OF RESULTS TO BE OBTAINED WHILE SIMULTANEOUSLY
PRODUCING THE INULINASE AND INVERTASE BY ASPERGILLUS NIGER AND
KLUYVEROMYCES MARXIANUS, WITH APPLICATION OF A NEURAL NETWORKS
TECHNIQUE

Summary

The objective of this paper was to present how a neural networks technique could be applied to predict
the outcomes of a simultaneous production of the inulinase and invertase by Aspergillus niger and Kluy-
veromyces marxianus, as well as to optimize the conditions of he said production using a batch shaken
culture. The inputs of the network represented the quantities of individual components of the medium
(NH,NO;, (NH,),HPO,, KH,PO,, MgSO,-7H,0, yeast extract, inulin), the type of a microorganism, and
the cultivation time, the temperature of enzymes biosynthesis, whereas the outputs represented: the activity
of inulinase and the invertase.

In experiments with Aspergillus niger and Kluyveromyces marxianus, the content of MgSO,-7H,0 and
inulin showed the highest effect on the final production result of the two enzymes. The NH,NO; and the
(NH,),HPO, were the second important components of the medium. The content of FeSO,2H,0 and
KH,PO, had the lowest significant effect on the production of inulinase and invertase.

Key words: artificial neural networks, prediction, inulinase, invertase, Aspergillus niger, Kluyveromyces
; N7
marxianus.



