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1. KIVONAT

Herke Zoltan
Biokatalitikus folyamatok vizsgalata a kornyezeti karmentesitésben

Doktori (PhD) értekezés

A doktori dolgozat célja az enzimatikus lebontasi sebességet befolyasold
szubsztrat specifikus, gatld és aktivald hatasok érzékelhetéségi vizsgalata volt.
Biokatalitikus karmentesitési beavatkozasok hatékony tervezhetdsége, optiméalasa meg-
koveteli komplex szennyezOdés Osszetétel esetén, hogy pontos képet kapjunk a bioké-
miai lebontasi folyamatok sajatossagairol.

Az érzékelhetOségi vizsgalathoz kidolgoztam és teszteltem egy tobbvaltozos li-
nedris regresszios eljarason alapuld, Kinetikai paraméterbecslési modszert. Tovabba
kinetikai adatok regresszios és fokomponens elemzéseit felhasznalva, az enzimek
szubsztrat megkotését és atalakitasat befolyasolé mechanizmusok kimutatasara egy ér-
tékelési eljarast szarmaztattam.

A kinetikai paraméterbecslés pontossagat befolyasolo tényezok hatasat (kiindu-
lasi szubsztrat koncentracio, zaj és inhibicio jelenléte) egy a Michaelis—Menten kineti-
kan alapul6d biodegradacios modell segitségével vizsgaltam. Az eljaras nem igényel bo-
nyolult adatelokészitési 1épéseket és egyszerli felhasznaldi kornyezetben, specidlis
enzimkinetikai kiértékeld szoftver nélkiil is alkalmazhatd. Az enzimaktivitast modosito
hatasok érzékelésére kidolgozott modszereket mind modell, mind kisérleti adatsorok
felhasznalasaval egyarant teszteltem.

A kimunkalt értékelések lehetdséget teremtenek enzimkinetikai adatsorokbol
torténd informéciodszerzéshez, melyek nem csak oktatasi/kutatasi teriileteken, hanem az

alkalmazott biokatalitikus termékek jellemzésére is felhasznalhatova valnak.
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2. ABSTRACT

Zoltan Herke
Investigation of biocatalytic processes in the environmental strategy

Ph.D. thesis

The aim of the doctoral essay was to investigate the detection of substrate inhibi-
tion and activation effects that are capable of influencing the rate of enzymatic degrada-
tion. To carry the biocatalytic environmental strategy into efficient execution, it is nec-
essary to pick up information about the characteristic of biochemical degradation pro-
cesses.

Therefore, | have worked out and tested a method for estimating kinetic parame-
ters based on multivariate linear regression. Furthermore, | have made perceptible the
enzyme activity modifications by using regression and principal component analysis on
the concentration of substrates or contaminants. Effect of the inhibition, noise level and
the initial concentration of substrate on the parameters estimating were investigated
using biodegradation model. The applicability of evaluation strategy was checked suc-
cessfully using model as well as experimental results. The advantages of evaluation are
the following: (a) it does not require difficult data pre-processing, (b) it is applicable
quickly and simply without using specific enzyme kinetics evaluator software.

The presented methods are opening up new opportunities to investigate enzyme
kinetic data series, which can be adaptable not only as a field of education/research, but
also in the biocatalytic environmental strategies.
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3. BEVEZETES

A kornyezetvédelemben fajstlyos szerepet tolt be a bekovetkezett karesemények
tervezhetd mentesitése, amely irant fokoz6do gazdasagi €s tarsadalmi igény jelentkezik.
Az elmult évtizedekben egyre inkabb eldtérbe keriiltek azok a biotechnoldgiai folyama-
tok, melyek soran a talaj-, illetve talajvizszennyezok lebontasa kiillonb6zo €élészerveze-
tek, illetve enzimjeiken keresztiil valosulnak meg. A biokatalitikus vagy bioremediacios
technologidk szamos elénnyel rendelkeznek mas fizikai-kémiai karmentesitésekkel
szemben, mint pl., viszonylagosan koéltséghatékonyak in situ alkalmazasaik a teriilet
eredeti funkciojat nem modositjdk, illetve mas karmentesitési folyamatokkal, eld- és
utokezelésként jol kombinalhatéak. Hatranyuk az idGigényesség, valamint a kornyezeti
tényezoktol, (pl. hémérséklet, pH) valo fliggdség. A szennyezett kozeg és a szennyez6
anyagok sajatossagai a hatékonysagaikat erételjesen befolyasoljak. A bioremediacids
karmentesitési fejlesztések az alkalmazasi nehézségek megoldasaira fokuszalnak. Sza-
mos hazai és nemzetkdzi kornyezetvédelmi vallalkozas erdfeszitéseket tesz a szélesebb
szennyez6 anyag specifitasu és nagyobb lebontasi hatékonysagu in vivo és/vagy in vitro
karmentesit6 termékek eldallitasara.

Bar eléallitasuk eltéré mikrobioldgiai (algak, baktériumok, moszatok) vagy maga-
sabb rendli (gombak) él6lényekbdl torténhet, a szennyez6 anyagok lebontasa enzimfe-
hérjéken keresztiil valosul meg. Eppen ezért a témateriilet vizsgalatahoz elengedhetetle-
niil sziikséges a biokémiai és enzimkinetikai megkozelités. A biokatalitikus lebontasok
hatékonysagarol, a biokémiai reakciok Sebességét befolyasold tényezOkrél az
enzimkinetika paraméterek nyujtanak informaciot és kinalnak lehetdséget a termékek
jellemzésére.

A doktori értekezés a biokatalitikus karmentesitési eljarasok soran alkalmazhato
termékek vizsgalati €s értékelési lehetdségeire egy alternativ, Gjszerli megkdzelitést mu-
tat be. A kidolgozott értékelési eljarasok megértését, illetve kovethetoségét eldsegiten-

do, az enzimkinetika alapismeretei a 4.7—4.10. fejezetekben targyalt.

A téma célkitlizése a kovetkezdképpen foglalhatd dssze:

J Enzimkinetikai reakciok jellemzésére a maximalis reakcio sebesség €s a
Michaelis konstans (Vmax €¢s Ku) paraméterek nyujtanak lehetéséget. Pontos meghataro-
zasukra gyakran csak korlatozott formaban, esetleg koltségesen beszerezhetd kiértékeld
szoftverek (Berkeley Madonna, DynaFit) elérheték. Eppen ezért egyszerti felhasznaloi

kornyezetben kezelhetd kiértékelési modszer kidolgozasa volt az egyik célom.
10
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. Komplex dsszetételii, karmentesitendé rendszerekben — legyen az ex situ
vagy in situ karmentesités — az alkalmazott biokatalitikus termékek lebontd képességét
szamos tényez6 képes befolyasolni. A szennyez6 anyagok spektrum komplexitasa gya-
korta jelentkezik inhibicios hatasként. Igy a biodegradacio sebessége és a beavatkozas
hatékonysaga is lecsokkenhet. Az enzimaktivitast modosité hatasokat a Kinetikai para-
méterek megvaltozdsan tal a kinetikai gorbék vizsgalataval is lehetséges érzékelni. A
kinetikai gorbék monotonitasmértékének valtozasa felhasznalhat6 a lebontas aktivalasa-

nak vagy gatlasanak kimutatasara. Ezen az alapon értékelési eljaras fejleszthetd.

A célkitlizés teljesitéséhez a kovetkez6 vizsgalatokat, fejlesztéseket és értékelé-

seket hajtottam végre:

o Modelleztem a kdrmentesitési beavatkozasok sordn tapasztalhat6 kornye-
zetszennyez6 anyagok lebontasi kinetikajat kiilonboz6 enzimaktivitast modositod hatasok
(inhibicid és aktivalas) jelenlétében.

o Kidolgoztam egy tobbvaltozos linearis megkozelitéssel torténd paramé-
terbecslést, melynek becslési pontossagat dsszehasonlitottam a konvencionalisan alkal-
mazott Lineweaver—Burk-féle kett6sreciprok eljaraséval, modellezett kinetikai adatso-
rok, illetve zaj- és inhibicids hatasok alkalmazasaval.

o Kinetikai adatsorok regresszids és fokomponens-elemzésével gyors és
egyszerti eljarast alkalmaztam a biokatalitikus lebontast befolyasold hatdsok érzékelésé-
re.

. Az értékelési eljarasok validalasat kiilonbozé szennyezd komponensek

biokatalitikus laborkisérleti eredményekkel is elvégeztem.

11
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4. SZAKIRODALMI RESZ
4.1. A remedidcio eljardsai és csoportositasi lehetoségei

Minden egyes olyan eljarast, amelynek a célja az, hogy a szennyezd anyagok ¢és
a kornyezete kolcsonhatasait feliigyelt feltételek mellett modositsa és elinditson egy
ellendrzott lebontasi folyamatot, amelynek eredményeként a szennyezé anyag mennyi-
sége csokken vagy veszélytelen vegyiiletté alakul at, kdrnyezeti karmentesitési beavat-
kozasnak nevezziink. A karmentesitési beavatkozasok csoportositdsa tobbféle nézo-
pontbdl megvaldsithatd, azonban a gyakorlati alkalmazasok kiilonboz6é technoldgiai
miiveletek kombinacioja — leggyakrabban a szennyezett kdzegre a szennyezok nagyfo-
ki heterogenitdsa a jellemz6 — igy nem érdemes €s nem is lehet ket egymastol szigo-
raan elhatarolni.

A kovetkezO felsorolas magaban foglalja azokat a f6 szempontokat, amelyek

alapjan attekinthetévé valnak a kiilonb6z6 modszerek, beavatkozasok:

a. A szennyezett kozeg, azaz a talaj fazisainak karmentesitési modszerei szerint: a
talaj szilard fazisa, talajviz, talajlevegd, elkiiloniilt szennyez6 komponensek fazis, illet-
ve ezek kombinacidjanak tekinthetd két- és haromfazist talaj rendszerek kezelése
(gyorsabban mozg6 illetve idében elnytild szennyezés esetén a rétegvizek tisztitasa is
sziikséges lehet).

b. A szennyezettség-csokkentési technologiak alapulhatnak a szennyezé anyag
mobilizaciojan vagy immobilizacidjan, mely tulajdonsdgokat alapvetden a szennyezd
anyagi minésége hatarozza meg.

C. A remediacio megvaldsulhat a kdvetkezo tisztitasi elvek szerint: fizikai-kémai,
termikus, okomérndki és biologiai eljarasok illetve ezek kombindcidjaként.

d. A beavatkozasok helyszine szerint torténhetnek in situ vagy/és ex situ modon.

€. A szennyezett talaj spontan folyamatokon keresztiil torténd karmentesitése.

f. Tovabbi szempontok lehetnek: a remediacids folyamatok id6- és koltségigénye,
a szennyezett teriilet nagysaga illetve a beavatkozéas soran megengedett majd azt kovetd
teriilethasznalat (GRUIZ, 2003).

A teljesség kedvéért részletesen ismertettem a beavatkozas helyszine szerint tor-
ténd csoportositast is, bar a gyakorlatban igazan nem hasznalatos, mivel a legtobb tech-
nologiafajta egyarant ex situ és in situ kivitelben megoldhato, illetve a miikodési elviik
is azonos. Ez azt jelenti, hogy az eredeti helyérdl kiemelt talajt kiilonb6zd reaktorokba

vagy prizmékba elhelyezve, valamint az eredeti helyén marad6 talajba helyezett beren-
12
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dezésekkel egyarant elvégezhetd a remediacios eljaras. A szakirodalom altalanossagban
az iménti felsorolasbol az a. b. és c. pontokban foglalt szempontokat veszi figyelembe a
technologidk csoportositasakor. Eppen ezért, illetve a konnyebb attekinthetSség érdeké-
ben az alkalmazhato technologiak az 1-4.tdbldzatokban keriilnek bemutatésra.
o in situ eljarasok: Ebbe a korbe tartozik valamennyi olyan eljaras, amikor
a szennyezett foldtani kozeget, beleértve az egyes talaj fazisokat is természetes kifejlo-
désiik kornyezetébdl nem tavolitjuk el. Ide sorolhat6 a remediacié azon esete is, amikor
a kitermelt vizet, a kezelést kovetden vissza szikkasztjuk a munkateriileten beliil.
J ex situ eljarasok: A beavatkozasok nem a szennyezddés eredeti helyén
valosulnak meg, tovabbi két alcsoportba sorolhatjuk:
= ex situ on site eljarasok: A kitermelt szennyezett kozeget nem
szallitjak el a munkateriiletrdl, azon belill torténik a remediacios eljaras. A tisztitast ko-
vetden a kdzeg visszahelyezésre keriil a munkagddorbe.
= ex situ off site eljarasok: Alapveté kiilonbség az el6z6 besorolas-
hoz képest, hogy a szennyezett kdzeg a tisztitas céljabol elszallitasra keriil azaz, nem

helyben torténik a beavatkozas (NEMETH, 2001; BAROTFI, 2003).

4.2. Talaj- és talajviz szennyezok eltavolitasa a szennyezett kizegbdl

A remedialasi technoldgiak miiveleti és artalmatlanitasi folyamata szerint tehat a
kovetkezd négy nagy csoportot kiilonboztethetjiik meg:

a) fizikai-kémiai technologiak: céljuk egyarant iranyulhat a szennyez6 kom-
ponensek immobilizalasara, illetve kozvetlenlil azok mennyiségi csokkentésére. Az
elobbi esetben talajszennyezést feltételezve, az immobilizacio nem sziikségszeriien jar a
szennyez$ anyag eltavolitasaval, de a kornyezeti kockézat jelentds mértékben csokken-
het ez altal. Mas technologiakkal valo kombinacidja meglehetdsen korlatozott, mivel az
eljaras nagy eséllyel teljes mértékben megsziinteti vagy korlatozza a kozeg eredeti

funkcidjat. A leggyakoribb fizikai-kémiai eljarasokat az 1. tablazat tartalmazza.

13
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1. tablazat. Leggyakoribb fizikai és kémia eljarasok a kérnyezeti karmentesités teriiletén

Remedidciés technolégia |

Technolégiai folyamat leirdasa

Szennyezett kozeg: talaj, altalaj, iszap

Szemcsemeéret szerinti
allokacio

A mddszer elvi alapja, hogy a szennyezdk nagy része a finom frakcioban
koncentralodik, mig a nagyobb szemcseméretii frakciokban a szennyezdk
el6fordulasi aranya jelentdsen kisebb.

Talajlemosatas szabalyo-
zott vizszinttel

A szennyez6 oldodasnak fokozasara vizet szivarogtatnak be a talajba, igy
mesterségesen megemelve a szennyezett talajrétegben a vizszintet. Az
igy beoldodott, atszivargott szennyezd anyagok gylijtése ezt kdvetden
torténik meg. Az eljaras soran hasznalt mosovizet mechanikailag és ké-
miailag kezelni és tisztitani sziikséges.

Oldoészeres kémiai
extrakcid

A szennyezett kozeget és az olddszert keverds extrahalo késziilékben
keverik 6ssze, mikozben a szerves anyagokat az oldoszer feloldja. Az igy
keletkezé oldatot szeparaljak, az olddszert regeneraljak a kés6bbi fel-
hasznalas érdekében.

Fémek extrakcidja

Leggyakrabban szerves vagy szervetlen savas mosast alkalmaznak a
fémek talajrészecskék feliiletérol valo eltavolitdsara. Az igy kapott savas
oldatunk tovabbi kezelése meszezéssel torténd kicsapatds, miigyantas,
ioncserés eljaras és egyéb elektrokémiai modszerek segitségével valosul-
hat meg.

Stabilizacid

A szennyez6 anyagok stabilizaldsa egyrészt torténhet a pontos lokaliza-
last kovetden fizikai lehatarolassal illetve ,,bezarassal”.

Masrészt pedig a kémiai eljaras eredményeképpen a szennyezd anyag
mobilitasa fog jelentés mértékben csdkkenni koszonhetden a stabilizald
reagens ¢és a szennyez0dés kozott kialakult kémiai reakcionak koszonhe-
ten.

Kémiai oxidacid vagy
redukcid

Redukcio /oxidacio révén a veszélyes anyag kémiailag atalakul stabilabb,
ill. kisebb mobilitasti vagy inert nem veszélyes, vagy kevésbé toxikus
komponensekké. Az alkalmazott komponensek: 6zon, hidrogén peroxid,
klér, hipokloridok.

Dehalogénezés

A talajban talalhat6é halogénezett szennyezddések artalmatlanitisa érde-
kében két kiilonbdzo vegyiiletet alkalmazunk a gyakorlatban. A kalium-
polietilén-glikolatos kezelés esetén a szennyezé komponens halogén
atomja kicserélddik a polietilén-glikolra, igy jelentésen csokken a toxici-
tas, mig natrium-bikarbonat hasznalatakor a halogén vegyiiletek illékony-
saga megnovekszik, a keletkez6 gazok artalmatlanitasrol kell gondos-
kodni. Mindkét esetben megfeleld reaktorokban végzik a technologiai
eljarast.

Talajleveg6ztetés, talaj-
szelléztetés

Vakuum segitségével a talaj porusaibol elszivjak az illékony szennyezd-
ket tartalmazé talajlevegdt, amelyet a felszinen kiilonb6z6 technologiak
segitségével tisztitanak meg. A talaj atszell6ztetésével spontan megindul
a talaj mikroorganizmusainak aktivalasa.

Szennyezett kozeg: felszin alatti viz

Talajviz UV kezelése

A vizben oldott szerves szennyezOket tartalyban dramoltatva ultraibolya
sugarzas alkalmazasaval bontjak. Novelheté a hatékonysag abban az
esetben, ha az eljarast mas oxidacids technologiakkal is kiegészitik tigy-
mint 6zon vagy hidrogén peroxidos kezelés.

Sztrippelés

Az eljaras illékony szerves komponensek folyadékokbdl torténd eltavoli-
tasara kivalo hatékonysaggal alkalmazhaté, melynek soran 1n.
sztrippeldtornyokban, vakuumban vagy ellenirdnyban aramoltatott leve-
govel torténik a szennyezett vizkezelése.

Aktivszenes adszorpciod

Az aktivszén szlrbsorozaton keresztil vezetett felszin alatti viz, illetve
egyéb eljardsok mosdfolyadékainak szennyez6i adszorbealddnak, megko-
tddnek. A telitddott aktiv szenes szlirdbetétet cserélni vagy regenerdlni
sziikséges.
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b) termikus vagy hokezeléses technologiak: Az el6z6 csoporthoz hasonldan,
els6ként itt is szot kell ejteni a termikus beavatkozasok azon lehetdségeirdl, amikor a
komponensek immobilizalasat vagy éppen ellenkez6leg a mobilizalasat kivanjuk ser-
kenteni az eljarasok alkalmazasaval. A szennyezdket magas hdmérsékleten, vitrifikacios
eljaras segitségével a talaj szilikatjaibol tivegszerli, amorf vagy kristalyos szerkezetli
szilard anyag valik, mikozben a szennyezdk deszorbedlédnak (termikus deszorpcio)
vagy pirolizissel elbomlanak, toxikus fémek esetén pedig immobilizalodnak. Masrészt
viszont egyes komponensek esetén a mozgékonysag ndvelhetd a homérséklet emelésé-
vel (illékony szennyezdk elparologtatasa), a g6zok és a fiistgazok kezelésérél azonban
gondoskodni kell. Termikus eljarasok csoportjaba a kdvetkezé remediacios technologi-

ak sorolhatok (NEMETH, 2001; BAROTFI, 2003):

2. tablazat. Termikus karmentesitési eljardsok és jellemzoik

Remediiciés technolégia | Technoldgiai folyamat leirasa
Szennyezett kozeg: talaj, altalaj, iszap

Alacsony héfoku deszorpcid esetében a homérsékleti tartomany
100-550 °C, ekkor torténik meg a vizgdz és a szerves komponen-
sek gaz fazisba valo atalakulasa.
A veszélyes hulladékok szerves komponenseinek elégetését oxi-
gén jelenlétében magas, 850-1200 °C koriili h6fokon végzik.
Oxigén hidnyaban, illetve magas héfokon lezajlodo termikus
Pirolizis reakcidé eredményeképpen a szerves anyagok kiilonb6zé gazokra
és szilard anyagokra (koksz) bomlanak le.
Az eljaras kovetkeztében a szennyezett talajbol és iszapbdl kis

Alacsony ¢és magas héfoku de-
szorpcid

Egetés

Vitrifikacio ateresztOképességli liveg, illetve kristalyos szerkezetli komponen-
sek képzbédnek.
C) okomérnoki technologidk: Az alkalmazhat6 beavatkozasok koziil — a bio-

l16giai mellett — a legkiméletesebb beavatkozas a szennyezett kdzeg szempontjabol. Az
eljaras lényege, hogy technologiai céllal kialakitott, a szennyezddés specifikumait szem
eldtt tartva in. mezokozmoszt, vagyis tobb fajt tartalmazo vizi, sekélyvizi vagy széaraz-
foldi Okoszisztémat alkalmaznak. Alapvetd kovetelmény a kialakitasakor, hogy a
szennyviz szempontjabol jo tisztitoképességgel rendelkezzen a kozdsség. Ez ugy bizto-
sithatd, hogy tapanyagigénye meghaladja az elérhetd lehetdségeket, igy ennek koszon-
hetden a szerves anyagokkal, tdpanyagokkal terhelt felszini vagy felszin alatti vizek
tisztitasakor nagy hatékonysag érhetd el. Alkalmazasuk rendszerint valamilyen mas

technologiaval kiegészitve (fizikai-kémiai, biologiai) torténik (MOLNAR, 2006).
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. tablazat. Okomérndki technologidk és jellemzdik a karmentesitésben

Remedidacids technologia | Technoldgiai folyamat leirasa

Szennyezett kozeg: talaj, altalaj, iszap, felszini viz

A szennyvizkezelésre alkalmazott ¢légép egy  aktiv
mezokozmosz, mely jol tiiri a szennyezettségbdl adodd koriil-
ményeket, azok kozott miikodni képes é10kozosséget is hordoz.
Eltérden az eleven iszapos eljarashoz képest, itt ndvényeket és
allatokat is alkalmaz a szennyez6dés cs6kkentésének érdekében.

Elégépes szennyviztisztitas (living
machine)

Rogzitett vagy szuszpendalt formédban jelenlévé mikroorganiz-
musokkal aeracios (levegéztetd), medencékben kezelik a szeny-
nyezett talajvizet vagy a mosofolyadékot. Az anaerob bomlas
végeredményeként keletkezik kiililepedve az n. ,.eleven iszap”.

Eleveniszapos szennyviztisztitas

A természetes szennyvizkezelés egyik meghatarozé alkalmaza-
sa, mely a szennyez$ anyagok lebontasan kiviil nagymértékii
immobilizaciora is képes. A gydkérmezdben aerob és anaerob
zonak vannak, ahol a szennyez6 anyag koncentracié csokkenését
a gyOkérmez6 mikroorganizmusai, a mineralizalt tapanyagok
elfogyasztasat a novények végzik.

Gyokér-zonas szennyvizkezelés

A természetes lapra, ill. a mocsarra jellemzé sekélyvizi oko-
szisztéma tagjait tartalmazza, beleértve a ndvényeket és az alla-
tokat.

Epitett 1ap és épitett mocsar
(constructed wetland)

Olyan biotechnoldgiai beavatkozas, mely novények felhasznala-

crer

Alkalmazésara kiilonboz6 lehetdségek kindlkoznak, annak meg-

Fitoremedidcio felelden, hogy milyen mddon torténik a szennyezett teriilet kor-
nyezeti kockazat csokkentése. Megkiilonboztetiink
fitostabilizaciot, fitodegradaciot, fitoextrakciot és rizofiltraciot.

d) biologiai technoldgia: 1de sorolhatok a szennyezé komponensek mobili-

zalasi és immobilizalasi folyamatain kiviil az 6sszes olyan beavatkozés, melynek soran
a szennyezOdés kornyezeti kockazat csokkentése mikroorganizmus(ok) vagy névények
atalakitd, biodegradald vagy bioakkumuldlo tevékenységén keresztiil valosul meg. A
tisztitandd kozeggel szemben kiméletes, viszonylag olcsd, ugyanakkor meglehetdsen
1dbigényes és a kornyezeti koriilményekre érzékeny eljarasok, melyeket az alabbi, 4.

tablazat foglal 6ssze (GRUIZ, 2003; ICSS, (2006):
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4. tablazat. Okomérndoki technolégidk és jellemzéik a karmentesitésben
Remediaciés technologia | Technologiai folyamat leirdsa

Szennyezett kozeg: talaj, altalaj, iszap, felszin alatti viz
Az eljaras soran kiilonds gondot forditanak a nedvességtarta-
lom, a pH, a hémérséklet, a tapanyagellatas és az oxigénellatas
kontrollalasara a bejuttatott mikroorganizmusok optimalis

Bioagyas, prizmas

kezelés miikddése érdekében. Az eljaras talaj és iszap esetében is kivi-
telezhetd.
Amennyiben a talajban 1év6 szennyez6 anyag lebomlésa spon-
Természetes szennyez6 anyag tan modon megindul, a megfelelé monitoring rendszer alkal-
csokkenés mazasaval, koltséges beavatkozasok nélkiill megtorténhet a
kérelharitas.

A szennyezett kdzeg természetes mikroorganizmusok aktivita-
sanak novelése érdekében vizben oldhato tdpanyagokat és
oxigént juttatnak be a rendszerbe. Az adalékok lehetnek tap-
Természetes biodegradacio fokoza- | anyag-kiegészitok, amelyek a biodegradaciot segitik elé vagy
sa lehetnek tenzidek, kelatképzok, amelyek a szennyezé anyag
biologiai hozzaférhetdségét segitik eld. Amennyiben a termé-
szetes mikroflora sériilt, mikrobialis talajolt6 anyag injektalasa
is kivitelezhetd.
A felszinen szétteritett szennyezett talajt periodikus atforgatas-
Talajkezelés agrotechnikai modsze- | sal, boronalassal, szantassal levegdztetik, nedvesitik, és tovab-
rekkel bi adalékanyagokkal latjak el, hogy a bontast végzé mikroor-
ganizmusok szamara optimalis kériilmények keletkezzenek.

Kometabolikus eljarasok: . o . s .
ometabotikus cijara Oldott oxigén, metan és nitrat tartalmi viz besajtolasa a felszin

-oxigén . . . . N g
-me%én alatti szennyezett vizbe, aminek kdszonhetéen a fokozodik a
-nitrat természetes mikroorganizmusok biologiai aktivitasa, illetve

.12 1 egyii 1 6k lasa.
tartalom névelése ezzel egyiitt gyorsul a szerves szennyezOk bomlésa

A gaz fazisu szennyezéket mikroflora megtelepedésére alkal-
mas tolteten (talajagy, gyapju, fahancs) vezetik at, ahol elsd

Bioszlir6k alkalmazasa 1épésként megkotddnek majd az ott 1évé mikroorganizmusok
lebontjak azokat.
4.3. Biotechnologiai alkalmazasok a karmentesitésben

A témavalasztas szempontjabol a biologia karmentesitések, sziikebben fogal-
mazva a mikroorganizmusok segitségével katalizalt szennyezé komponensek lebontasa-
nak a vizsgalata keriil a fokuszpontba.

Biodegradacié alatt a mikroszervezetek biokémiai anyagcsere-folyamatain ke-
resztiil megvaldosulo, lebontasi (katabolitikus), illetve atalakitasi (transzforméacios) fo-
lyamatokat értjiik, melyek szerves és szervetlen szennyezok széles korére kiterjedhet-
nek. A bioldgiai alapon végezhetd degradacios eljarasok eldnyei, hogy jelentds kiterje-
dést teriiletekre és a szennyezett teriilet minimalis atalakitasaval alkalmazhatoak. A
tobbi karmentesitési beavatkozashoz képest kisebb a koltségigény, mig a teriilet eredeti
¢élovilagaval, mikroba kozosségével kiméletesebbek. (SZOBOSZLAY & KRISZT,
2010; ICSS, 2006).
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A bioremediacios eljarasokban a mikroorganizmusok enzimjei altal katalizalt re-
akciokon keresztiil tudjak lebontani a Szerves anyagokat. Energetikai szempontbol a
biodegradacio olyan elektronatadasi folyamat, melyben a szerves szennyezé anyagok
tap- és energiaforrasként hasznosulhatnak, az oxidaciojukbol nyert energia pedig a sej-
tek felépitéséhez ¢és azok fennmaradasahoz jarul hozza, azaz a szennyezédés minerali-
zacidja a reakcio végeredménye (SZOBOSZLAY et al., 1995). Ha az oxidacios folya-
mat nem teljes, akkor szerves anyagcseretermékek vagy melléktermékek maradnak
vissza. Ezek az anyagok tovabbi lehetséges primer szubsztratok lehetnek mas mikrobak
szamdra, ezt a folyamatot nevezziik biotranszformacionak. Azok a vegyiiletek, melyek
nagy ellenalld képességiick ezekkel a folyamatokkal szemben, erételjes enzimes reakci-
ok hatasara beépiilhetnek a talajmatrixba, humifikélodnak. Az emlitett harom folyamat-
nak kozos jellemzdje, hogy a mikrobioldgiai atalakulas eredményeképpen a talaj szer-
ves anyag-, illetve humusztartalma gyarapodni fog.

A mikrobioldgiai lebontasnak egy sajatos specifikuma a kometabolizmus folya-
mata, amely soran abban az esetben is végbe mehet bizonyos szennyezok enzimes le-
bontasa, ha ebbdl a folyamatbol kézvetleniil a mikroorganizmus taplalék- vagy energia-
forrashoz nem jut hozza. Ennek feltétele az, hogy a reakciokozeg tartalmazzon olyan a
mikroba szamara tapanyagot jelentd vegyiiletet, aminek térszerkezete nagymértéki ,,ha-
sonlosdgot” mutat a szennyezd komponensével. Erre a katalitikus reakciora az ad lehe-
tdséget, hogy a lebontést végzd enzim aktiv centruma nem teljes mértékben vegyiilet
specifikus, igy a kotéhelyen a szennyez6 komponens is rogziilhet, illetve szerkezete
atalakulhat és degradalodhat. Tovabbi jellemzdje a kometabolikus reakcidknak, hogy a
szennyez6 komponens teljes asvanyositasat (mineralizaciojat) nem, csak az atalakitasat
ahol gyorsan csokken a specifikus lebomlasi reakciokban a tapanyag mennyisége, ennél
a reakcio tipusnal a céltapanyag (szennyez4) mennyisége csak lassabb ilitemben csok-
ken, mivel a masik tdpanyag versenyez a szennyezd anyaggal a katabolikus enzimért,
azaz kompetitiv gatolhatja annak lebomlasat (HUGHES et al., 2002).

A lebont6 szervezeteknek sziikségiik van elegendd mennyiségli tdpanyagokra is
a teljes anyagcsere fenntartdsahoz akkor, amikor a szennyezé anyag els6dleges
szubsztratként hasznosul. Ezek az egy€b tdpanyagok koz¢ tartoznak pl.: (a) a termindlis
elektron akceptorok (oxigén, nitrat, vas, mangan, szulfat, széndioxid); (b) a
makrotapanyagok (pl. nitrogén, foszfor); (c¢) a mikrotapanyagok (pl. nyomelemek, anio-

nok, kationok). Szerves szennyezé anyagok biodegradacidjakor gyakran a szennyezd
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crer

organizmusok végzik, és a lebontédsi folyamat végterméke CO;,, H,O és biomassza.
Egyes anaerob mikroorganizmusok képesek O,-t felhasznalni elektron-akceptorként, ha
az jelen van, vagy képesek alternativ elektron-akceptort is hasznalni, illetve fermentalni
is. Anaerob koriilmények kozott a biodegradacio sebessége jelentdsen lassabb az aero-
béhoz képest, a bomlastermékek szerves savak, CO,, H,, CHy4, Hz, N; és biomassza
(NEMETH, 2001; NEMETH, 2003; ICSS, 2006).

A lebontasi folyamatokban élészervezetek is részt vehetnek, ezért ennek a
mikrobidlis lebontési tipusnak a sajatossdga, hogy hatékonysaga tobb tényezo6tdl és
egymastol egyaltalan nem fliggetlen modon befolyasolhatd. A mikroorganizmusok mi-
ndsége és mennyisége, illetve a kdrnyezeti paraméterek jelentdsen befolydsolhatjak a
biodegradacid sebességét ¢és hatasfokat, a kdvetkezdkben ezek a tényezdk szerepének

targyalasara keril sor.

4.4, Biodegraddcios folyamatokat befolyasolo tényezok

o A leghatékonyabb szerves szennyezd bontoképességgel azon mikroorga-
nizmusok rendelkeznek, melyek jelentds oxigenadz enzimaktivitassal jellemezhetok,
tehat a kornyezet oxigén ellatottsaga jelentds limitdlo tényezd. A talaj tipusa, vizzel
val6 telitettsége, illetve egyéb szubsztratok hatarozzak meg a mikroorganizmusok hoz-
zaférhetdségét az oxigénhez. Telitetlen talajban a 1égzés forrasa egyértelmiien az oxi-
gén, ennek hidnyaban vagy telitett talajban értékelddik fel a nitrat- vagy szulfatlégzés
jelenléte, de ezek hidnyaban a vas és mangan is betdltheti az elektronakceptor szerepét.
Itt érdemes megemliteni, hogy a talajok viztartalma szintén befolyasolhatja a lebontés
hatékonysagat, a magas viztartalom okozta oxigén hianyrol a fentiekben mar esett sz0,
viszont az alacsony nedvességtartalmu talajok esetén is tapasztalhato hatékonysag csok-
kenés. Idedlisnak mondhatd, amikor a maximalisan felvehetd vizmennyiségnek a
40—60%-Kal rendelkezik a talaj a telitetlen zondban (REVESZ, 2009).

. A mikroorganizmusok hozzaférhetoségének a hianya a szennyezok-
hoz tobb tényezd eredménye is lehet pl.: alacsony vizoldhatdsag, erds szorpcids képes-
ség a talaj szemcsékhez, illetve diffuzid a szilard porusokban, azaz erésen fiigg a talaj
tipusatol (ALEXANDER, 1999). A bioldgiai hozzaférhetdséget a szennyez6 anyag fizi-
kai-kémiai tulajdonsagai és az 6t felvenni szandékozo szervezet tipusa egylittesen hata-
rozza meg. A hozzaférhetéség novekedését eldsegithetik a mikrobak altal termelt

detergensek, az Un. biotenzidek, ezek hidnyaban a szennyezddés hosszutavon fennma-
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radhat a kornyezetben. A mikrobidlis feliiletaktiv anyagok éltaldban poliszacharidok,
poliszacharid-fehérje komplexek, vagy glikolipidek (ROSENBERG, 1986). Ezen feliil
természetesen a mikroorganizmusok degradald hatékonysaga fiigg a vegyi anyag szer-
kezetétol, osszetételétdl (LIN, 1996).

. A homérséklet a biodegradacios folyamatok mindkét ,,szerepléjére” ha-
tassal van, azaz alapvetGen maghatarozza a biokémiai reakcidik sebességét és hatassal
van a szennyez6 komponensek fizikai-kémiai tulajdonsagaira. Alacsony hémérsékleti
kornyezetben novekszik a szénhidrogén tipust szennyezdk viszkozitdsa, vizben valo
oldékonysaguk, illetve illékonysaguk csokken. Altaldnossagban a mikrobialis lebontas
optimalis hémérsékleti tartomanya 30—35°C, azonban a szennyezett teriileteket ettdl
jelentésen eltérd értékek jellemzik. Szamos tanulmény ismertet extrém hémérsékleti
tartomanyban megvalosulé szénhidrogén lebontast (BEJ et al., 2000; KLUG &
MARKOVETZ, 1967). Atlas (1981) arra is ramutatott, hogy az évszakos homérséklet-
valtozas hatassal van a kornyezetben €16 mikrobialis kozosség Osszetételére, ami pedig
érzékenyen befolyasolja a lebontés sebességét. Ugyanebben a tanulmanyaban részletezi,
hogy a hdmérséklet hogyan képes befolyasolni a szennyez6 anyagok fizikai-kémiai sa-
jatossagain keresztiil a biodegradalhatosagat. Magasabb homérsékleten az illékonyabb,
de a mikroorganizmusok szempontjabol toxikusabb olaj 6sszetevéknek a kisebb kon-
centracioban valo jelenléte gyorsitja a lebontast. Ugyanennek a mintanak alacsony ho-
mérsékleten torténd vizsgalatakor a magasabb koncentracioban jelenlévd toxikus kom-
ponensek inhibicids hatdsat bizonyitottak.

. Az el6z6 paraméterhez hasonldan a reakciokozeg kémhatasarol is koz-
ismert, hogy jelentdés mértékben képes befolydsolni a biokémiai reakciok sebességét,
esetlinkben ez a szennyezd anyagok lebontasanak a hatékonysagat jelenti. A talajok pH-
ja széles savban mozoghat, a biodegradacios eljarasok szamara az optimalis tartomany a
semleges kozeli kémbhatas.

J Talajok és talajvizek esetében is szot kell ejteni az elektromos vezetoké-
pességrol, vagyis az ionerésségrol. Amennyiben magas sotartalom jellemzi a szennye-
zett teriiletet, a biokémiai reakciok lassabban fognak végbe menni, potencialis inhibi-
torként tekinthetiink erre a kdrnyezeti paraméterre (LEDERBERG, 2000; NEMETH,
2001; ICSS, 2006).
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4.5. Biodegraddcios eljardasok tipusai

A biodegradacids eljarasok legelterjedtebb csoportositasa a gyakorlati karmente-
sités esetében a beavatkozas mértéke alapjan torténik, azaz a szennyezett teriilet, mint
reakcio kozeg illetve felhasznalandd mikroszervezetek intenzifikalasa alapjan. Ezen
csoportositast felhasznalva a kiillonb6z6é mértékli beavatkozéasokat dsszefoglaldan az 1.
abra mutatja be. Itt kell megjegyezni, hogy 6nmagaban a legintenzivebb beavatkozast
igényld biodegradacios modszer sem érheti el a tokéletes hatékonysagot, vagyis szeny-
nyezO6tol teljes mértékben megtisztitott kozeget nem eredményezhet, Szemben bizonyos

fizikai-kémiai eljarasokkal.

==
=
=

1. abra. Beavatkozas mértékétél fiiggéen megkiilonboztethetd biodegraddcios eljardsok
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4.5.1. Természetes szennyezo anyag csokkenés, ,,ontisztulas”

A Kkarteriileten a szennyezddés kovetkeztében megjelend tobblet szénforrashoz
adaptalodva, illetve azt felhasznalva megjelennek a mikroszervezetek és felszaporod-
nak. Az ilyen folyamatokon keresztiil megvalosuld természetes szennyez6 anyag csok-
kenést (natural attenuation) spontan biodegradacionak is nevezhetjiik. Ez a jelenség nem
uj keletli, mar tobb évtizeddel ezeldtt megfigyelték a folyamatot mas természetes szer-
ves anyagok esetén is (KLUYVER & van NIEL, 1956; LEISINGER & BRUNNER,
1986; ALEXANDER, 1994; van der MEER, 1994). Azota protokollokat, szabvanyokat,
is kidolgoztak a technoldgiai alkalmazasuk érdekében (KORDA et al., 1997; SINKE,
2001; MARGESIN & SCHINNER, 2001; ALVAREZ & ILLMAN, 2005). Jellemz6 a
folyamatra, hogy a szénhidrogén komponensek csak nagyon lassan és rossz hatasfokkal
degradalodnak. Heterogén vegyiiletek esetén gyakran hosszu id6 elteltével is visszama-
radnak olyan komponensek, mellyel a talaj természetes, ,,bennsziilott” mikroba k6zos-
ség enzimrendszere nem képes megkiizdeni, degradalni azokat. Természetesen, ahogy
arr6l mar korabban is sz6 volt, befolyasold tényezd lehet még a reakciokhoz sziikséges
egy¢b tapanyagok ¢és elektron akceptorok jelenléte. Annak érdekében, hogy a szennye-
zet teriiletr6l mindig naprakész és pontos adatokkal rendelkezzenek, — igy feliigyelve a
természetes folyamatokat — a szakemberek gyakran monitor tevékenységet is végeznek
a terlileten. Bar hosszas elokészitd munkat igényel az allapot és a szennyezddésterjedés
felmérés, a monitorozott természetes szennyezé anyag-csokkenés (monitored natural
attenuation) alkalmazhatdsaga, koltségkimélé megoldast kinal (MULLIGAN & YONG,
2003, US EPA, 1999a; US EPA, 1999b).

45.2. Biostimulacio

Osszefoglaloan biostimulacionak hivjuk azokat az eljarasokat, amikor az el6zé
pontban mar emlitett, talajban 1év6 bennsziilott, szénhidrogénbontdé mikroba kozdsség
életfeltételei mikro tapanyaggal (P, N, K), elektron akceptorokkal (O, NO3, SO,%, CO,,
Fe3+) vagy egyéb limitald tényezOok (pH, nedvesség, ionerdsség) kedvezd iranyba torté-
nd megvaltoztatasaval befolyasolhatod, a mikrobidlis lebontasi sebesség novelhetd. To-
vabbi adalékanyagok, detergensek, feliiletaktiv anyagok adagolésa is kedvezden befo-
lyasolhatja az eljaras hatékonysagat, azaltal, hogy megnovekszik a szennyezdk biologiai
hozzaférhetésége. Ugyanakkor figyelembe kell venni, hogy bizonyos esetekben pl. a

legtobb in situ eljaras esetében alkalmazasuk nagy kornyezeti kockazattal jarhat. Talzott
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mennyiségben valé alkalmazasuk kdrosan befolydsolhatja a teriilet mikroba kozdsségét
vagy az eredetinél toxikusabb, illetve nehezebben eltavolithatd, biodegradalhatdo kom-
ponensek jelennek meg. A bioldgiai hozzaférhetéség novelésére kinal kedvezobb alter-
nativat a baktériumok altal szintetizalt feliiletaktiv anyagok, azaz a biotenzidek alkal-
mazasa (LIN, 1996). A mikroorganizmusok a fazishatar attérésének érdekében szinteti-
zaljak ezeket az anyagokat, olyan modon, hogy hidrofil feliiletiik érintkezésbe keriil a
viztaszitd molekulaval. A sejtmembrannal érintkezésbe 1€pd szennyezddésen ezt kove-
téen mar megvalosulhat az oxigendz enzimek altal katalizalt els6 degradacios 1épés. A
szintetikus feliiletaktiv anyagokhoz képest a biotenzidek, konnyebben és biztonsago-
sabban lebonthatdk, illetve kevésbé toxikusak a kornyezetiikre (MAIER, 2000; NE-
METH, 2001; ANTON et al., 2006; TYAGI et al., 2011).

4.5.3. Osztonos talaj-, illetve talajvizoltas

A beavatkozas soran a szennyezet kozegben megtalalhatd, a feltételekhez mar
alkalmazkodott mikroszervezeteket kiemelik ¢és lombikokban, majd taptalajokon
fermentorokban felszaporitjak. Fontos megjegyezni, hogy a targyalt eljaras soran nem
torekednek az organizmusok pontos, torzsek szerinti identifikalasara, csak a leghatéko-
nyabb degradacidés tulajdonsagokkal rendelkezé allomanyokat szelektaljak ki. A nagy
mennyiségben eldallitott oltdéanyagot ontozéssel vagy injektalassal visszajuttatjak, a
szennyezet kozegbe. Terepi kisérletekkel igazoltdk, hogy régota fennallo, de nem ext-
rém magas szennyez0 koncentracioval illetve jelentds heterogenitassal rendelkezd kar-
események esetén, ahol mar kialakult egy jol miikodé mikroba k6zosség a talajoltassal
nem lehet jelentds javulast elérni. Fontos az oltdéanyag és talaj eredeti mikroflorajanak
komplex vizsgélata, mivel tilzott adagolds esetén az injektalt ,,idegen” organizmusok
hattérbe szorithatjak, elnyomhatjak az dshonos mikroflora tagokat illetve elhasznaljak
az életmiikodéstikhoz sziikséges tapanyagokat. Az alkalmazasuknak humaén egészség-
igyi szempontjai is vannak, hiszen komoly kockazatot jelenthet, amennyiben genetikai-
lag modositott, specialis képességti mikroorganizmusok kijutnak a kornyezetbe (VAN
DER MEER et al. 1998, MAIER, 2000).
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4.5.4. Bioaugmentacié — Faj szinten identifikalt mikroba kozosségekkel

A fentiekben eddig ismertetésre keriil¢ bioremediécios eljarasokon kiviil élesen
elhatarolhato a kovetkezd ketté beavatkozas. Bioaugmentacio soran a talaj vagy talaj-
vizoltashoz hasznalt mikroba kozosségeket faji szinten identifikaljak, felmérik az egyes
szennyezok esetében elvarhatd degradacios sebességeket illetve kornyezeti hatasokkal
szembeni érzékenységiiket, tehat a gyakorlati alkalmazasuk teljes mértékben tudatosan,
megtervezetten torténik. Az ilyen fajta talajoltashoz tehat teljes korii informacioszerzés
sziikséges, ami a mikroorganizmusok alapos vizsgalatan kiviil ki kell, hogy terjedjen a
szennyezet kozeg fizikai-kémiai sajatossagain til, a szennyezd anyagok mennyiségi €s
mindségi jellemzdinek a felderitésére is. Erre azért is van sziikség, mert nem elegendd
egy jo hatékonysaggal miikodo szervezetet alkalmazni, arra is kelld figyelmet kell fordi-
tani, hogy az alkalmazott mikrobakozosségek életképesek maradjanak, illetve egyed-
szamuk folyamatosan novekedjen. Annak érdekében, hogy minél szélesebb szennyez6
spektrumban valosuljon meg a biodegradacio tobbféle mikroorganizmusnak az alkal-
mazésa ajanlott. Altalanosan megfigyelt jelenség, hogy a gyakorlati, in situ alkalmazas
soran a laboratoriumi koriilményekhez képest nagysagrendekkel lassabb iitemben csok-
ken a szennyez6 anyagok lebontasa. Ennek magyarazata egyrészt a mar emlitett alacso-
nyabb szaporodasi rataval, illetve a ,,bennsziilott” mikrobakozosség és az oltdbanyag
kozott kialakuldo kompeticioval magyardzhatd. A bioremedidcidval foglalkozé tanulma-
nyok mélyrehatoan feltérképezték a karmentesitési beavatkozasok soran alkalmazhatd
mikroorganizmusokat, melyek mostanara mar a legkiilonb6zébb kornyezeti kockazattal
rendelkez6 szennyez$ anyagoknak a biokatalitikus lebontasara megoldast jelenthetnek.
A szénhidrogénbontd képeséggel rendelkezd baktériumok szama bdven meghaladja a
250-t, ezek koziil a leggyakrabban alkalmazott fajokat az 5. tabldzat ismerteti (TYAGI
etal., 2011).
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5. tablazat. Leggyakoribb baktérium tdrzsek, melyek szénhidrogén szarmazékok bontasara képesek
Szénhidrogén szarmazékok

és biokatalitikus degradélasukra hasznialhaté baktérium torzsek, ill. fajok

Pseudomonas putida; P. maltophilia; Acinetobacter sp.;

Alifas szénhidrogének Burkholderica cepacia; Nocardiodes sp.;Rhodococcus sp.;

Alcanivorax sp.;

Pseudomonas sp.; Thauera sp.; Azoarcus sp.; Geobacter

metallireducens; Desulfobacula toluolica; Desulfobacterium

cetonium; Thearea aromatica;

Pseudomonas sp.; Comamonas testosteroni; Ralstonia sp.;

Rhodococcus sp.; Burkholderia  sp.; Mycobacterium sp.;

Rhodococcus sp.; Terrabacter sp.;

Arthrobacter ilicis Methylobacterium mesophilium; Pseudomonas

Oxigén tartalmt szénhidrogének | aeruginosa; Rhodococcus sp.;  Mycobacterium  vaccae;

Mycobacterium austroafricanum; Nocardia sp.

Xanthobacter autotrophicus; Rhodococcus eryhtropolis;

Acetobacterium dehalogenans; Sphingomonas paucimobilis;

Dehalococcoides sp;.Dehalobacterium

fromicoaceticum;Desulfitobacterium sp.;

Monoaromas szénhidrogének
(BTEX- vegyiiletek)

Poliaromas szénhidrogének
(PAH-vegyiiletek)

Halogénezett szénhidrogének

Biodegradacios karmentesitések esetén a szénhidrogén vegyliletek eltavolitasara
az oltdanyagok szerepét baktériumok mellett gombafajok is betolthetik. A legszélesebb
korben kutatott és alkalmazottak a kovetkezé nemzetségek: Aspergillus, Rhisopos,
Mucor, Graphium. Rendszertanilag fejlettebb, ligninbont6 enzimrendszerrel rendelkezd,
pl. fehérkorhaszt6-gombak vagy bazidiumos gombak alkalmazhatok klorozott szénhid-
rogének, klor fenolok, DDT, TNT kometabolikus bontasara (FRITSCHE, 1998). Az
ujabb bioremediacios fejlesztések éppen ezeket az enzim rendszerek altal katalizalt bio-
kémiai alaptl lebontési reakcidkat kivanjak a lehetd legpontosabban feltérképezni €s a
kornyezetvédelem szolgalataba allitani (SUTHERLAND et al; 2004; RAO et al., 2010;
SAJBEN-NAGY et al., 2013).

4.6. Enzimkészitmények alkalmazdsa a bioremedidciora

Szadmos kiilonb6z6é mikroorganizmusbol (baktérium, élesztdgombak, moszatok)
izolalt enzimet hasznositanak az ipar legkiilonbozébb teriiletein. Ugymint az élelmiszer-
iparban (tejfehérjék alkalmazasa), a mososzergyartasban (zsir- és olajbont6 enzimek), a
gyogyszeriparban (enzimek segitségével torténd antibiotikum eldallitdsa), valamint a
bioremediacioban (AEHLE, 2003; AHUJA et al., 2004; SUTHERLAND et al.; 2004).

Az elmult években jelentds erdfeszitések torténtek a szennyezett teriiletek meg-
tisztitasara kiilonb6z6 modon eldallitott enzim vagy enzimkészitmények felhasznalasa-
val. A beavatkozas alapjat a megfelelé enzimkészlettel és atalakitd képességgel rendel-

kezé organizmusok, illetve k6zosségeik kivalasztasa adja, amelyeket a késébbiekben in
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situ és ex situ karmentesitések alkalmaval egyarant alkalmaznak. Az enzimkatalizalt
biokémiai reakciok miikodésének ismeretében belathato, hogy szamos tényez6 befolya-
solhatja a bioremediacios kutatasok sikerességét. A talajban természetes allapotukban
alapvetdn kétféle modon lehetnek jelen az enzimek. Egyrészt az éldlények szervezeté-
ben vagy a talajkolloidokhoz kotddve ugynevezett extra cellularis (sejten kiviil funkcio-
nald) formaban, illetve elpusztult sejtekbdl kiszabadulva. A mikrobidlis kdzosségek
alkalmazasi elvéhez hasonloan, az enzimkészitmények esetében is alapvetd tényezd az
alkalmazott enzim aktivitasanak hatasidé-tartama, vagyis az, hogy mennyi ideig képes a
szennyez$ anyagOK lebontasara. Kozismert az enzimmiikodés hatékonysaganak pH és
hémérséklet fiiggése, mindkét esetben beszélhetiink egy optimum tartomanyrol, ahol az
aktivitas a leghatékonyabb. Az enzimek hatasid6-tartama, fligg az enzim, a talaj és/vagy
talajviz tulajdonsagaitol. Néhany enzim akér tobb éven keresztiil is mitkoddképes ma-
radhat.

Szamos publikacio foglalkozik az enzimek és mikrobak felhasznalasaval torténd
bioremediacios eljarasok Osszehasonlitasaval, pro és kontra érvek megfogalmazasaval
(GIANFREDA & BOLLAG, 2002; GIANFREDA & RAO, 2004; AHUJA et al., 2004,;
PIEPER et al., 2004; ALCALDE et al., 2006;). Azokban az esetekben, ahol a
mikrobialis lebontasok hatasosnak bizonyultak, jo eséllyel szamithatunk az enzimatikus
lebontas hatékonysagara is, hiszen az é16 szervezetekben is az enzimek katalizise altal
megy végbe az adott lebontasi reakcio. Az enzimkivonatok mikrobékat helyettesito al-
kalmazasanak hangsulyos eldnye, hogy az enzimek joval ellendllobbak, vagyis szélso-
séges feltételek mellett is miikodoképesek maradhatnak. Szintén kevésbé érzékenyek a
mikrobialis ragadozok és lebontasi folyamatok inhibitorai, illetve a szennyez6 anyagok
drasztikus koncentracid valtozasaival szemben.

Természetesen mind a mikrobialis és mind az enzimes eljarasok esetében hang-
sulyozni sziikséges, hogy az egyes készitmények, termékek haszndlhatosaga korlatozott.
Alkalmazhatosdguknak a szennyezd anyagok heterogenitasa valos korlatot jelent, azaz
minél bonyolultabb, sokrétiibb a kérnyezetszennyezés, annal kisebb hatékonysaggal fog
miikddni biodegradacio a teljes szennyezd anyag spektrumra. Ugyanakkor bizonyos
specialis komponensek pl.: xenobiotikumok esetében elképzelhetd, hogy az enzimek
hasznalata jelentés elonyokkel jarhat, az enzimkatalitikus biokémiai reakcio végered-
ményeként egyaltalan nem vagy csak kevésbé toxikus komponensek keletkeznek. Ezt a
megallapitast a tobbi, nem mikrobialis, hanem fizikai-kémiai karmentesitési eljaras ese-

tében is szdmos tanulmany megerdsiti, mint jelentés szempontot (GIANFREDA &
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RAO, 2004; AHUJA et al., 2004; ALCALDE et al., 2006). Indokolt lehet tovabba,
olyan szitudciokban is az enzimkészitmények haszndlata, amikor a mérgez6 vegyiilete-
ket rosszul 0ldodo vagy nagy molekulatomegii termékekké sziikséges oxidalni, amelyek
aztan egyéb beavatkozas segitségével eltavolithatok a talajbol vagy talajvizbal.

Az enzimes technologidk alkalmazhatosaganak tovabbi hatranyat jelentheti,
hogy a megfeleld kezelés nélkiil meglehetésen korlatozott ideig hasznalhatok fel a Ki-
vonatok, illetve a készitmények. Az eltarthatosag problémajara jelenthet megoldast t6b-
bek kozott a liofilizalas is, azonban minden ilyen folyamatnak jelentds a koltségvonzata,
amely akar az egyes karmentesitési technologiak elétérbe keriilését is korlatozhatjak.
Mindenesetre az enzimekkel torténd in situ karmentesitési eljarasok a beavatkozasi
koltség tekintetében jo eséllyel felveszik a versenyt az ex situ beavatkozasokkal szem-
ben (TROMBLY, 1995).

4.7. Enzimkatalitikus kdrmentesitések enzimcsoportjai

A Nemzetkozi Biokémiai Egyesiilet Enzim Bizottsaga altal bevezetett, a katali-
zalt reakciokat alapul vevo csoportositas szerint a kdvetkezé csoportok egyes enzimjei
tolthetnek be jelentés szerepet a katalitikus biodegradacios folyamatokban: hidrolazok,
oxireduktdzok, transzferdzok. Ezeknek az enzimcsoportoknak, illetve izoenzimjeinek
izolalasa és eldallitdsa egyarant torténhet baktériumok, gombak, legtobbjiik fehérkor-
haszté gombak és novények felhaszndlasaval. Szadmos enzim esetében sikeriilt laborato-
riumi vagy kisérleti koriilmények kozott a xenobiotikum lebont6 képességiiket igazolni,
illetve reagenseiket és aktivitasmérési protokolljaikat kimunkalni és alkalmazni.
(WHITELEY & LEE, 2006).

A hidroldz enzimcsoportba tartoznak tobbek kozott a protedzok, amilézok,
cellulazok, észterazok és amidazok. Az altaluk katalizalt reakcidtipusokra jellemzo,
hogy szubsztratjaik kovalens kotéseit viz segitségével reverzibilis reakciokban bontjak
foként, tehat a lebontasi folyamatokban vesznek részt. Bakterialis hidrolazok alkalma-
zasaval szamos szennyez6 komponens, ugymint: karbofuran, Karbaril, diazinon,
paration és egyéb novényvéddszerek atalakitasat leirtak (MULBRY & EATON 1991;
SUTHERLAND et al., 2004). Kiilonleges ¢s érdekes alcsoportjat alkotja a
hidrolazoknak a nitrilcsoport atalakito képességgel rendelkez6 nitrilaz (EC 3.5.5.1.). A
kiilonb6z6 szervetlen nitril csoportot tartalmazo vegyltiletek, mas néven a cianid szar-
mazékok minden €161ény szamdra nagymértékben toxikusak, ezért nagy jelentdsége van

a gombakbdl és baktériumokbdl szarmazo nitrilazzal torténd biodegradacios vizsgala-
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toknak (SINGH et al., 2006; MARTINKOVA et al,. 2009; RAO et al., 2010; SHARMA
& PHILIP 2014).

A transzferdz enzimeknek az alapveté funkcidja a kiilonb6zé molekula-, illetve
funkciés csoportok vagy atomok eltavolitasanak/atvitelének az elGsegitése a donor
szubsztratrol egy masik akceptor molekulara. A biokatalitikus folyamatok soran leg-
tobbszor valamilyen koztitermék tovabbi atalakitasat végzi. Ez azt jelenti, hogy megfe-
lel6 hatékonysaggal csak mas, egyéb enzimes lebontas eredményeként képes mitkédni.
Példaul a benzol orto utvonalon keresztiili bomlasakor a KoA-transzferaz csak az utolso
1épésben vesz részt, nélkiile nem képzddne a kdrnyezetre artalmatlan végtermék —
szukcinat és acetat (MECKENSTOCK et al., 2004; ABU LABAN et al. 2010). A cianid
szarmazékok atalakitasaban is szerepet jatszhatnak a transzferaz enzimek. Cipollone és
munkatarsai (2006) E. coli baktériumbdl kivont Pseudomonas aeruginosa rhodanese (r-
RhdA) enzim felhasznalasaval sikeresen alakitottak at cianid vegyiiletet kevésbé toxikus
tiocianatta.

A biodegradacios karmentesitési beavatkozasokban nagyon fontos enzim cso-
portot képeznek az oxireduktazok, amelyek hidrogén- vagy elektronatvitelt és oxigén-
bevitelt katalizalé6 enzimek. Els6sorban energia felszabadito folyamatokban vesznek
részt. A katalitikus eljarasokban leggyakrabban alkalmazott alcsoportjaik a kovetkezok:
mono- vagy dioxigenazok, reduktazok, dehalogenazok, fenoloxidazok (pl.: lakkaz,
tirozinaz), peroxidazok (RAO et al.,, 2010). A kornyezeti karmentesitésekhez az
oxireduktaz enzimek forrasat a fehérkorhaszté6 gombak jelentik, mivel magas degrada-
cios hatékonysaggal ¢és ellenalldo képességgel rendelkeznek a szennyezd anyagokkal
szemben, mint a baktériumok (ASGHER et al., 2008; RUBILAR et al., 2008 ). Az
extracellularis enzimekkel megvaldsuld degradacionak két f6 1épése a hidrolizis és azt
kovetden, az oxigénatomoknak a szubsztratba épitése. A hidrolizis szakaszban a
makromolekularis szubsztratok ,,feldarabolédnak” az oxidativ reakciolépésekben a
szubsztrat szénatomjai oxidalodnak (RAO et al., 2010). Szamos kutatd érdeklédését
felkeltette a lakkaz (EC 1.10.3.2) enzim. Kilonosképpen a gombaeredeti,
extracellularis valtozata valt érdekessé, amely a réztartalmt polifenol-oxiddzok, az un.
»Multicopper” oxidazok (négy darab réz iont tartalmaz) kdz¢é tartozik. A lakkaz enzimet
prokariotakbol, gombakbol (elsdsorban bazidiumos gombakbol) és magasabb rendii
novényekbdl irtak le. A felsorolt fajokban elsésorban extra-cellularis enzimekként van-

~~~~~~

triklorfenol — szarmazékok, alkének, herbicidek vagy peszticidek valamint
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xenobiotikumok degradaciojara (RAO et al., 2014; SAJBEN-NAGY et al., 2013,
STRONG & CLAUS 2011; SANCHEZ, 2009)

4.8. Enzimatikus lebontdsi folyamatok elméleti hattere

Ebben a fejezetben a biokatalitikus karmentesités alapjait képezd elengedhetet-
len enzimkinetikai alapismereteket foglalom Ossze, szem el6tt tartva a dolgozat egyik
alapveto célkitlizését, hogy az a késobbiekben oktatasi, gyakorlati céllal is felhasznalha-
to legyen. Ennek érdekében a témakor részletes és 6sszefoglalo forrasaira hagyatkozom
tigymint KELETI 1978; ELODI 1980; SEVELLA 2012; HEGYI et al., 2013.

A 20. szazad kezdetére nyilvanvalova valt, hogy bar a bioldgiai rendszerek ki-
netikai torvényszeriiségei a kémiai reakciokinetikara timaszkodnak, de att6l nagyon sok
esetben eltérnek. ElBszervezetekben a reakcidkat enzimek katalizaljak. Az anyagcsers-
nek a biokatalizisre azért van sziikség, mivel a legtobb reakcid az él8szervezet altal biz-
tositott koriilmények kozott nem, vagy csak extrém lassan menne végbe. A mikroorga-
nizmusok vagy azok enzimjei altal katalizalt folyamat akar tizszer-szazszor-ezerszer is
gyorsabb lehet, mint a nem enzimkatalizalt folyamat ugyanazon kortilmények kozott,
tovabba jelentOs tényezO az is, hogy a legtobb biokatalitikus reakcio befejeztével az
enzimek regeneralédnak, vagyis Gjabb reakciokban felhasznalhatok (POPPE & NO-
VAK, 1992). Az enzimreakciok kinetikajanak ismerete elengedhetetlen a novényi és
allati szerveket és szoveteket feldolgozo technologiak iranyitasahoz (gyogyszer, élelmi-
szer). A fermentaciés miveleteknél és természetesen a kornyezeti karmentesitési be-
avatkozasok esetén is sziikséges ezen ismereteket szem el6tt tartani. A kdvetkezd pon-
tok rogzitik az enzimkatalizalt reakciok alapveté sajatsagait:

e Az enzimek csak termodinamikailag lehetséges, szabadentalpia csokkenéssel ja-
r6 reakciodkat katalizélnak és az 4talakitott molekuldk szamahoz képest elenyé-
sz6 mennyiségben is hatékonyan mikodni képesek.

e Azenzimek a reakciok egyensulyi allapotat nem véltoztatjak meg, csak ennek az
egyensulyi allapotnak az elérését siettetik.

e Az enzim reakcio specifikus katalizator azaz, csak egyféle biokémiai reakciot
képes katalizalni.

A legkiilonfélébb térszerkezeti strukturat eredményezi az enzimeket felépitd bo-
nyolult fehérjemolekuldknak aminosav sorrendjei, amelynek kdszonhetéen olyan mole-
kula feliilet alakul ki, amely specifikus, meghatarozott térszerkezettel és toltéseloszlas-

sal rendelkezik. A térszerkezet specifikussaganak koszonhetéen, csak bizonyos
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szubsztratok atalakitasaban vesznek részt az enzimek. Az enzimkatalizalt reakciok sza-
balyozasa elsGsorban aktivitasanak szabalyozasan vagy éppen gatlasan keresztiil valosul

meg.

4.9. Michaelis—Menten kinetikai modell

Az enzimek altal katalizalt reakciok kinetikdjanak elso, teljes kori magyardzata
Leonor Michaelis és Maud Menten nevéhez fiizodik 1913-bol. Abbol indultak ki, hogy
az enzim (E) a szubsztrattal (S) egy intermedier komplexet képez. Ez az
enzimszubsztrat komplex (ES) alakul at azutan a reakcié végtermékévé (P), mikézben
az enzim regeneralodik. Ez a folyamat a kovetkezé séma szerint alakul (MICHAELIS &
MENTEN, 1913):

ky ks
- -
E+S ES ~ E+P (1)
«— «—
k_q k_p

A kinetikai modell értelmezéséhez, tobb feltételt is rogziteni sziikséges. A masodik re-
akcio irreverzibilis, vagyis (k,=0) illetve, az els6 reakcio rendkiviil gyorsan végbe-
megy, azaz kialakul az egyensulyi allapot, innen szarmaztathatd a rapid ekvilibrium
kinetika elnevezés is. Feltételezziik tovabba, hogy a rendszerben a teljes enzimkoncent-
racio allando, azaz:
(Ev) = (Eo) + (ES), )

ahol (Et) = a teljes enzimkoncentracio,

(Eo) = a szabad allapotban lev6 enzimkoncentracio,

(ES) = az (ES) komplexben levé enzimkoncentracio.
Michaelis és Menten tovabbi egyszerisitéseket ¢és feltételezéseket tettek ugymint:

e Az enzim koncentracidja legyen 1ényegesen kisebb a szubsztraténal, vagyis
S>>E,

e Az enzim-szubsztrat komplex kinetikai értelemben legyen stabil, d(ES)*dt™= 0
e Az enzim egy-egy aktiv centrumahoz csak egy szubsztrat kotodhet.

Az (1) egyenletben szereplé tagok a kdovetkezd Kinetika differencialegyenletekkel is

kifejezhetSk.
V= % = k- (ES) (3.1)

d(ff) = kiq - (E) - (S) — (k_qy + k) - (ES) (3.2)

% = —ky1 (E) - (S) +k_y - (ES) + k- (ES) (3.3)
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T = —ker () ($) + ko (ES) (3.4)

Visszatérve az (1)-es sztochiometriai egyenlethez, illetve az elsé reakcidlépés rapid

ekvilibriumra felirhato 6sszefliggéshez:

ki -[ES] = k_1-[ES], 4)
amibdl, a kovetkezOképpen fejezhetjiik Ki az enzim-szubsztrat komplex disszocidciods
egylitthatojat:

_ES_kn
Ks = ES ki ()

A (3.1) egyenletet [Eg]-lal a kovetkez6képpen elosztva:

14 ky[ES]

= = ©)

[Eol — [EI+[ES]
A (4)-bdl [ES]-t kifejezve és az (5) egyenletbe helyettesitve az enzim-szubsztrat komp-

lex koncentracidja kikiiszobolheto:
vy ke

= o U

[Eo] [E]+%[E]

E-vel egyszertisitve, majd atrendezve kovetkezo kifejezést kapjuk:
[5]

v__ Kk __ Bl 8
k2Eo 1% Ks+[S] (8)

A (3.1)-es egyenletet figyelembe véve, akkor kapunk maximalis reakciésebességet, ha

minden enzim komplexben kotott alakban van jelen:

Vmax = k2" Ep 9)
Ezt a (8)-be behelyettesitve kapjuk a Michaelis-Menten kinetika egyenletét:
_ k2 [Et][S]
KsHS] (10)
4.10. Steady-state dllapot, a Michaelis-konstans szdarmaztatisa

Briggs és Haldane (1925) modelljiikben azt feltételezték, hogy az enzim és a
szubsztrat oldat keveredésekor nem egy dinamikus egyensuly, hanem egy stacionarius
allapot (steady state) jon létre igen gyorsan. Eszerint egy gyors, bar rovid ideig tarto
felfutasi szakaszt kovetden, viszonylag hosszu idén keresztiil az enzimszubsztrat komp-
lex koncentracidja nem, vagy csak minimalisan valtozik, csokken. Ennek az Un. stacio-
narius allapot létrejottének feltételei ugyanazok, mint a Michaelis—Menten kinetikali
esetében, ugyanakkor a komplex képzodési sebessége 1ényegesebben nagyobb kell,
hogy legyen a bomlasénal:

ky - [ES] > k_; " [ES], ¢ ky - [ES] > ky - [ES] (11.1)
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Vagyis a kovetkez6t irhatjuk fel:
ebbdl ES komplexet kifejezve:

_ _ki[ES]
[ES] = Giths) (11.3)

A reakcidsebességi allandokat egy csoportba gytijtve bevezetheté a Michaelis konstans,

melynek altalanosan elfogadott jelolése Ky.

_ (k_1tky

K
M P

(12)

A Michaelis allando segitségével az enzim-szubsztrat komplex bomlékonysagarol ka-
punk informdciét, mivel egyarant megjeleniti a kétiranyu bomlasanak és egyiranyu ke-
letkezésének utemét. A Ky értéke formalisan annak a szubsztrat koncentracionak felel
meg, amelynél a maximalis reakciosebesség felét mérhetjiik. Természetesen a Briggs-
Haldane-féle megkozelités alkalmazasakor is megkapjuk a Michaelis—Menten Gssze-
fliggést, csak azzal a kiilonbséggel, hogy itt a bevezetett Michaelis-konstans szerepel a

nevezdben, vagyis a kétféle megkozelités formailag azonos.

_ 8]
V - vmax KM+[S] (13)

A szubsztrat koncentracio értéke a Michaelis konstanshoz viszonyitva jelent6s hatassal

van az enzimkinetikai folyamatok sebességére, ezt a hatast a 2. abra mutatja be.

VvV §
) .
S<<KM
Elsérendd
tartomany .’
_' : S>>KM
Vmax 5 Zérusrend(i
— T :  tartomany
2 | :
1
1
1
|
I -
Km [S]

2. abra. Enzim kinetikai reakciok rendiisége, a reakciosebesség fiiggése a szubsztrat kezdeti meny-

nyiségétol

Abban az esetben, ha (S) >» K, a nevezében Ky elhanyagolhato, igy:
V =k, " [E] = Vpmax (14)
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Nagy szubsztrat koncentracid esetén az enzim teljes mennyisége az (ES)-

komplexben talalhato, igy a reakciosebesség maximalis. Ekkor az enzim kinetikai reak-

cionk a zérusrendii tartomanyban zajlik. Ha (S) = K, akkor V = % azaz K, azzal a

Vmax

szubsztatkoncentracioval egyenld, amelynél reakciosebességet mérhetliink. A

szubsztrat koncentracido nagyon kis értékénél, amikor S < Kj,, a nevez6ben (S) elha-

nyagolhato, és ekkor:

v = Ymax 1) = ks, (15)

Km

Ez azt jelenti, hogy kis szubsztrat koncentracional, a reakcidsebesség egyenesen ara-
nyos a szubsztrat koncentracidval és ekkor a reakcid az elsérendii kinetikai torvénysze-
riség szerint zajlik. Az enzim miikodésérdl informaciot szolgaltatd adatok, agymint Ky
€s Vmax paraméterek pontos becslése a kisérleti adatok gorbéhez vald illesztésével (lasd
2. abra) nehézkes és pontatlan eredményt ad, ezért tobb féle eljarast is kidolgoztak a
probléma megoldasara. A legelterjedtebb abrazolasi modszer a Lineweaver-Burk, ami-
kor a kinetikai valtozok reciprokjat képezziikk (LINEWEAVER & BURK, 1934):

1 Ky 1 1

14 Vimax [s] Umax

(16)

A Lineweaver—Burk-féle kettds reciprok a 3. abran bemutatott:
1/V

meredekség = K,/ V.

max

[S]=0,5K,,:

[SI=5K,,

1K, 0 1/[S]

3. abra. A Michaelis—Menten-egyenlet Lineweaver—-Burk-féle linearizdaldsa (Hegyi et al., 2013)
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4.11. Enzimmoduldcio, inhibicios és aktivdldsi hatas az enzimaktivitasdra

Azokat a kémiai anyagokat, amelyek az enzimekhez kdtédve megvaltoztatjak az
enzim aktivitdsat, enzimmodulatoroknak nevezziik. Ez egyarant jelentheti az aktivitas
novekedését és csokkenését. Az elébbi esetben a modulatort (effektort) aktivatoroknak,
mig az utobbiban inhibitoroknak nevezziik. Az aktivator, illetve inhibitor hatékonysagat

a valtozasnak az eredeti allapot sebességére vonatkoztatva fejezhet;jiik ki:

S Va-V,
Aktivalasi hatds mértéke: g4 = %
0
C 4 e, , foarY . Vo—V1
Az inhibicios hatas mértéke: & ==
0

Amikor az enzim inhibitor molekulakkal kapcsolodik Gssze, enzim-inhibitor
komplex (EI) alakul ki, Az El-komplex keletkezése reverzibilis vagy irreverzibilis lehet.
Irreverzibilis inhibicid esetén ténylegesen csokkenhet az aktiv enzim mennyisége. lrre-
verzibilis inhibitorok lehetnek a kiilonb6z6 enzimmérgek ugymint, nehézfémek és cia-
nid ionok. A reverzibilis inhibitorok dinamikus komplexeket képeznek az enzimmel, és
e komplexek katalitikus aktivitasa eltér a szabad enzimekétdl. A reverzibilis inhibicio
fajtait megkiilonboztethetjiik aszerint, hogy milyen latszélagos hatast fejtenek ki a
VUmax €8 @ Ky, kinetikai paraméterekre. Ha az inhibitor noveli a K,, értéket, de nem be-
folyasolja a v,4,-0t, akkor kompetitiv inhibiciordl beszéliink, ha csokkenti v,4,-0t, de
nem befolyasolja K, értékét, akkor tiszta nemkompetitiv inhibiciordl beszéliink. Ha
Vmax €8 Ky egy alland6é aranyban csokken, akkor az ugynevezett unkompetitiv inhibi-
c10, mig ha ezen hatasok bizonyos kombinaciodja jelentkezik, akkor kevert tipust inhibi-

c10rol beszélunk.

411.1 Kompetitiv inhibicio

Kompetitiv inhibicié ismérve az, hogy az inhibitor az enzim szubsztratkté aktiv
centrumhoz vagy annak kdzelében kapcsolodik és ezaltal ott konformacio valtozast idéz
el6. A szubsztrat és az inhibitor kolcsonosen akadalyozzak az enzimhez vald kotédést.
Amennyiben mar 1étrejott az ES komplex, az inhibitor nem tudja befolyasolni az enzim-
aktivitast, de ez a kapcsolat forditva is igaz, az inhibitor kapcsolodasat kdvetéen az en-
zim mar nem lesz képes az aktiv centrumaban tovabbi szubsztrat megkdtésére és atala-
kitasara. Tehat a szubsztrat és az inhibitor kozott valodi versengés alakul ki, ez magya-
razza a kompetitiv inhibicio elnevezést. Altalanossagban elmondhato, hogy a kompeti-

tiv inhibitorok az enzim valoédi szubsztratjdhoz kémiai felépitésben hasonlo
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szubsztratanalogok, alternativ szubsztratok, illetve termékek lehetnek. Ez utobbi eset
igen jelentds a biokémiai folyamatokban, ugyanis a végtermékgatlason keresztiil valo-
sulhat meg az élettanilag fontos, enzimek altal 6sszekapcsolt folyamatok gatlasa, szaba-
lyozasa. A kompetitiv inhibicid sematikus folyamat &braja a 4. dbran lathatod, amibdl a
Michaelis—Menten kinetika esetén mar ismertetett modon, rapid ekvilibrium feltételezé-
sével, — de akar steady state allapot esetén is — felirhatd a kovetkezd kinetikai 6sszefiig-

gés a két komplexre.

K¢ k,
E+S o ES - E+P
+
I

0
El }g’”’EHJ’

4. abra. Kompetitiv inhibicio sematikus kinetikai abraja

Ha kg, = 0 akkor az | az enzim valodi (dead end) inhibitora. Amennyiben
ksp # 0, azaz | is atalakul, akkor ez a molekula az enzim alternativ szubsztratja, amely
a katalizis soran egy masik, P’ alternativ terméket eredményez, igy annak jelenléte is
lassitja a reakciot. Az 5. dbrdn a kompetitiv inhibiciora jellemz6 S—Vnay, illetve a kineti-
kai paraméterck grafikus meghatarozasahoz alkalmazhato Lineweaver—Burk grafikon
lathato, mig a maximalis reakcidsebesség analitikus megoldasa a kovetkez6 modon fe-
jezhetd ki:

Vinax ki = Vmag[cl][S] (17.2)
- KM(1+K—)+ [S]

i
Az analitikus és a grafikus megoldasbol egyarant megallapithat6, hogy kompeti-
tiv inhibici6 esetén az (I) novelésével a Vg valtozatlan marad, a gatlasi hatas csak a Ky

értékét valtoztatja, noveli meg.
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Vi 1IN 4

Inhibitor
Vmax _— e —— nélkil
Inhibitor
nélkiil
Vmax Kompetitiv
T O inhibicié
. : : Kompetitiv
inhibicio
: 5 > -3
K K 1 1
W [S] N 118

5. dbra. Kompetitiv inhibicié Michaelis—Menten és Lineweaver—Burk dbrdzoldsa
4.11.2 Nemkompetitiv inhibici6

Nemkompetitiv inhibici6 esetén a szubsztrat és az inhibitor véletlenszertien, re-
verzibilisen és egymadstdl fliggetleniil az enzim kiilonbozd koétdhelyeire kapcsolddnak,
tehat az inhibitor nem valtoztatja meg az enzimnek a szubsztrathoz valo affinitasat. A
keletkez6 EIl és ESI komplex egyarant inaktiv, vagyis nem keletkezik beldliik termék. A
4. dabrahoz hasonldan a komplex képzddési folyamatok sematikus adbrazolasa itt is be-

mutatott:

K kp
E+x S<>EBES — E + P

+ +
i I
I &; 1 k;

Kg
EI+ S o ESI

6. abra. Nemkompetitiv inhibicié sematikus kinetikai dbrdja

Nemkompetitiv inhibicio esetén az enzimatikus maximalis reakciosebesség a kovetke-

zOképpen fejezhetd ki:

Vmax’ [5](%)
Vinax nki = KM—+[I;+I (17.2)

A nemkompetitiv inhibicidé esetén az inhibitor komponens csak a latszolagos
Vmax értéket valtoztatja meg, mig a Ky értékét nem befolyasolja. Ez azt jelenti, hogy az
inhibitor az enzimnek egy masik aktiv helyéhez kotédik, mint a szubsztrat, és ez nem
valtoztatja meg az enzimnek a szubsztrathoz valé affinitasat. Fontos megjegyezni, hogy

a klasszikus nemkompetitiv inhibicié csak a rapid ekvilibrium koriilményei kozott 1éte-
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zik, vagyis amikor igaz lesz, hogy Ks=Ku. A 7. dbran a nemkompetitiv inhibicio

Michaelis—Menten és Lineweaver—Burk abrazolasa lathato.

Nem-kompetitiv

Vi 'y
N inhibicio
e 1o e e e e Inhibitor Inhibitor
nélkiil nélkiil

vaax ——————— &

"21'“ """ Nem-kompetitiv Vmax
Vmax inhibicié 1

: Vmax

K .
I K 5] = 1S

7. abra. Nemkompetitiv inhibicio Michaelis — Menten és Lineweaver — Burk-dbrdzoldsa
4113 Unkompetitiv inhibicio

Ebben az esetben az inhibitor komponens mar csak a kialakult enzim-szubsztrat
komplexhez képes kotddni, ennek eredményeképpen jon 1étre egy inaktiv ESI komplex.
A folyamatra az adhat magyarazatot, hogy a kiindulasi enzim nem rendelkezik, olyan
kotohellyel ahol az inhibitor megkotddhetne, erre csak a szubsztrat kapcsolodast kovetd

konformaciovaltozas adhat lehetdséget. A mechanizmus sematikus abraja az alabbi:

Kg ky
E+S<SES > E + P
+

I

1 &;
ESI ; é
8. dbra. Unkompetitiv inhibicio Sematikus kinetikai abrdja

a kinetikai egyenletét pedig a kovetkez6képpen fejezhetjiik ki:

_ v [S]
_ mwf - (17.3)
Ky +[S] (1+K_i)

Vmax_uk

Az unkompetitiv inhibitor mind Ky-et, mind pedig Vmax-0t ugyanolyan mérték-

ben csokkenti, ahogy ez az abrazolasbol is lathat6 (9. abra), ugyanakkor az is elmond-
hatd, hogy ellentétben a kompetitiv inhibicioval az inhibitorok hatasat nem befolyasolja

a szubsztratkoncentraci6 emelése, ennek kdszonhetd nagyfoka hatékonysaguk.
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v 4 Unkompetitiv
Inhibitor inhibicié
o 7——'nélkﬁl
B s 1 Inhibitor
Unkompetitiv N nélkiil
inhibicié
P / Vmax
- > >
Fank [5] ol ot 11

9. abra. Unkompetitiv inhibicié Michaelis—Menten és Lineweaver—Burk-dbrdzolasa

4114 Kevert tipusu inhibicio

A gyakorlatban nem minden esetben kiilonitik el ezt a fajta inhibicid tipust, mi-
vel valojaban a nemkompetitiv inhibici6 egy specialis esetérdl van itt szo6. Az inhibitor
komplexnek a szubsztrattal valo kapcsolodasakor a Ks disszociacios faktor helyett aKs
jelolés hasznalt az alabbi sematikus abrazolaskor. Ugyanez érvényes az ESI disszociaci-
60s allandojara is, vagyis az aK; lesz, a kevert tipust inhibicié sémaja a 10. dbrdn megje-

lenitett.

Kg kp
E+ S BES — E <+ P

+ +
I I
1 ki { ak;

aKg
EI+ S & ESI

10. abra. Kevert tipusu inhibicio Kinetikdajdanak sematikus abrazoldsa

A fenti sémabdl az el6z6ekben mar alkalmazott mddon levezethetdvé valik a kevert
tipusu inhibicié sebességi egyenlete:

S

1 I
KS'(1+K—i>+S'(1+a—Ki)

(17.4)

Umaxye = Vmax °

A Michaelis—Menten, illetve a Lineweaver—Burk abrazolasbol (11. dbra) tisztan latszik,
hogy mind a Ky mind a vpax értékek modosulnak az inhibitor koncentraciok fliggvényé-
ben.
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v A Kevert

Inhibitor
nélkal

[S]

11. abra. Linearis kevert tipusu inhibicio
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5. ANYAG ES MODSZER
5.1 Biokatalitikus lebontasi folyamatok modellezése

Az alkalmazott lebontasi modell elméleti alapjait az el6z6 fejezetben ismertetett
Michaelis—Menten enzimkinetika szolgaltatja. A Kinetikai paraméterek értékeinek
(Michaelis konstans, maximalis reakcidosebesség, kompetitiv inhibicios faktor) és a
szennyezett teriiletek koncentracidtartomanyainak behatarolasaihoz a szakirodalomban
fellelheté adatokra tdmaszkodtam. A lebontasi folyamat modellezése megkotésként az
alabbi kritériumi feltételekkel kiegészitett:

e A lebontas mechanizmusa Michaelis—Menten tipustnak feltételezhet6. A kiindulasi
termék koncentracié (P) valtozasaval, amelyet a (18) differencialegyenlet egyértel-

miien kifejezésre jutat.

Lo (- = kg L (18)

dt dt 0 Kpr+[S]

,ahol S — szennyez6 komponens, mint kiindulasi szubsztrat koncentracioja,
k — enzimatikus degradacio sebességi egyiitthatoja,
Eo — lebontasban résztvevo enzim koncentracioja,

Kwm —lebontasi folyamatot végz6 enzim Michaelis konstansa,

e A szennyezést tartalmazo reakciokozeg Osszetevoi, kémiai sajatossagai (termék il-
letve szubsztrat inhibicid, pH, ionerésség), inhibitor szerepet tolthetnek be. Gatol-
hatjak, lassithatjak a szubsztratok lebontasi sebességét. A szakirodalom az alkalma-
zott szennyez6 anyagok (benzaldehid, toluol, benzol) esetében tobbségében a hason-
16 térszerkezeten alapuld gatlasi hatasok lehetséges jelenlétét vizsgaljak
(REARDON et al., 2000; HAMED et al., 2003; LIN et al., 2007). Ez az inhibicios
hatas a kovetkezSképpen definidlt a lebontasi modelloen (HERKE & NEMETH,

2011):

d[s] k-[Eo][S]
bl 19
dt KM-<1+%>+[S] (19)

,ahol I — inhibitor komponens koncentracioja,
K| —kompetitiv inhibicios faktor.
e Enzim kofaktorok, mediatorok jelenléte (fém ionok, szerves molekulak) a lebon-
tas sebességét jelentdsen novelhetik, tehat aktivator szerepet tolthetnek be a

biodegradacids reakciok soran.
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A SCILAB® miiszaki programozas ODE, differencialegyenlet megoldo algorit-
musaval generaltam a szubsztratok S = S(t) adatsorait, amelyekhez utélag — az analitikai
mérések véletlenhibait modellezendéen — az atlagos modellszennyezOk koncentracio
értékeihez viszonyitva eltéré amplitadoja (0, 0,5, 1, 2, 3, 6, 9, és 12% kozotti) zajt
szuperponaltam. A kezdeti szubsztrat koncentraciokat — Gsszesen tizenegy tartomany-
ban — gy valasztottam meg, hogy azok a laboratoriumi kisérletekkel 6sszhangban le-
gyenek, illetve mind az els6érendii és mind a zérusrendii enzimkinetikai tartomanyt le-
fedjem. A primér adatokat — a lebontasi kinetikai adatsorokat — matrixokba (az oszlo-
pok a modellezett szubsztratokat, mig a sorok az adott idépontokhoz tartozé koncentra-
cidértékeiket tartalmazza) rendeztem. A modell adatbazis (input matrix) méretét a le-
bontési idStartam, az id6koz és a komponensek szama hatarozza meg. Ertékeiket a kiér-
tékelési modszerek szerint optimaltam. A primér adatmatrixon komponensek (oszlopok)
szerinti relativizalast (oszlopmaximumra stlyozast), mint adatel6készitést alkalmaztam.

A modell, illetve kisérleti eredmények hatékony Osszehasonlithatésagahoz, a
biokatalitikus tesztekbdl tapasztalati Giton Szerzett informaciokat, eredményeket a mo-
dell beallitdsokhoz visszacsatoltam. Abban az esetben, amikor a modell és a kisérlet
Osszehangoldsara nem nyilt lehetdség, (pl. konkrét enzim mennyiség meghatarozas) a
modellfuttatasoknal a szakirodalmi adatokat (Ky €s Vmax értékek) hasznaltam fel refe-
rencianként. Benzaldehid lebontasa esetén, egyrészt egy a toluol altal kifejtett lehetsé-
ges inhibicids hatast, méasrészt pedig a K -ion aktivalasi hatdsat modellezendéen az ere-
deti modell egyenleteket modositottam. A komplex lebontasi modellben a toluol
szubsztratként és inhibitorként is szerepel, igy keresztkorrelacios hatas miatt a toluol-
nak, mint inhibitornak koncentracioja idében valtozod, csokkend.

A modellfuttatasokhoz alkalmazott inhibicionak, aktivalasnak, illetve ezektdl a
hat4soktdl mentes programja az 11.1 mellékletben kozolt. A lebontasi modell generalt
adatsorainak egyik reprezentansat szemlélteti a 12. dbra, amelyen az inhibicios hatas
altal, illetve attol mentes szubsztratok kinetikai gorbéi szerepelnek, (az aktualis kezdeti

paramétereket lasd a 6. tabldzatban).
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12. abra. A kinetikai adatsorok alapjat képzé modell adatok egyik reprezentinsa, ahol a benzaldehid és
toluol kozott inhibicios hatas feltételezett. BENZAL= Benzaldehid inhibiciomentes adatsora, TOL= toluol
lebontasi adatsora. BENZAL _INH1-2-3=Benzaldehid lebontdsra a toluol dltal kifejtett novekvd erdsségii
inhibiciés hatds. BENZAL_AKT1-2-3=Benzaldehid lebontdsra a K'ion dltal kifejtett névekvé erdsségii
aktivalasi hatas

6. tablazat. A benzaldehid-foluol modellezett lebontdsokhoz tartozé kiinduldsi kinetikai paraméterek,
aktivalasi hatas modellezése esetén a Vg értékei 0,055, 0,065 és 0,075

Modell szubsztratok Vmax (UM*h) So (uM) Ku (uM) Ki (uM)
BENZALDEHID 45,0 3627,0 1817,0 -
TOLUOL 20,0 2300,0 1150,0 -
BENZAL_INH1 45,0 3627,0 1817,0 9,5
BENZAL_INH2 45,0 3627,0 1817,0 47 1
BENZAL_INH3 45,0 3627,0 1817,0 90,0

5.2 Enzimaktivitast modosito hatdsok indikdldsi lehetdségei

5.2.1 Inhibitor hatasok érzékelése kinetikai paraméterek valtozasaval

Visszatérve a (18) oOsszefiiggéshez, ami formailag egy elsérendii differencial-
egyenlet és t = 0, S = Sy kezdeti értékfeltételhez tartozo analitikus megoldasat (20) imp-

licit egyenlet szemlélteti:

Ko -0 (i5) + [S1 = [So] = Ve - ¢ (20)

A (18) illetve a fenti (20) egyenlet alapjan, az S szubsztrat kinetikai, mérési-modellezési
eredményeibdl lehetséges a lebontasi paraméterek, Ky és Vmax értékeit megbecsiilni. Eh-
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hez a (18) egyenlet Lineweaver—Burk-féle linearizalasa sziikséges, mivel a dt/dS=1/V és
az 1/S mennyiségek linearisan korrelalhatnak egymassal. A reciprok mennyiségek reg-
resszios egyenesének meredekségébdl és tengelymetszeteibdl szarmaztathatok Ky és
Vmax parameéterek.

Ennek érdekében az S = S(t) kinetikai gorbe diszkrét adatsorat numerikusan
differencialni sziikséges. A tovabbiakban ezt a megkdzelitést Lineweaver—Burk-féle
becslésként fogom jelolni. A linearis regresszios egyenes illesztés eredményeit Excel
kornyezetben is megkaphatjuk viszonylag gyorsan, a szoftverbe beépitett ,,LIN.ILL”
fliggvény szintaxis hasznalataval, amely a legkisebb négyzetek modszerével kiszamolja
az 1/S és 1/V adatokra legjobban illeszked6 egyenes egyenletét. Eredményként az egye-

nest és annak paramétereit leird tombot adja vissza a kdvetkezOképpen:

-(KM/Vmax) értéke -1/Vmax értéke

-(Ku/Vimax) Sz0résa -1/max SzOrésa

ahol, az illesztet y=m*x+b alaki egyenes meredekségét a -(Km/Vmax), illetve az Y-
tengely metszéspontjat, pedig a -1/Vmax érték adja meg. Ezen értékekbdl szarmaztathatok
az adatsorok kinetikai paraméterei, mely becslésekhez tartoznak a kovetkezd sorban
1évo szorasértékek, standard hibak.

A (20) Osszefliggés becslésének felhasznalasahoz az egyenlet S implicit tagjai

szerint kvazi tobbvaltozos linearis Osszefliggéssé alakithatok. Az Y = ln% s X =S
0

valtozok bevezetésével kapjuk:

Ky Y +X—1[So] = —Vnax 't (20.1)
,amely egy haromdimenziés (Y=Y (X,t)) sikot hataroz meg. Az (20.1) egyenlet tobbval-
tozos regressziojanak egyiitthatoi a keresett biokémiai atalakulds paramétereinek koz-
vetett, alternativ becslései és hasonloan a Lineweaver—Burk becslés esetén itt is alkal-
mazhato ,,LIN.ILL” fiiggvény, azonban a valtozok szamanak novekedése miatt az ered-

mény tomb modosulni fog a kovetkezdképpen:

-(KM/Vmax) értéke -1/Vmax értéke SolVmax értéke

-(Kw/Vmax) sz6résa -1/Nmax Sz0résa So/Vmax Sz0rasa

A harmadik oszlopban a becslés eredményeként egy So/Vmax €rtéket és a hozza
tartozo szorast kapjuk meg kiegészitésként, mely tovabbi megerdsitésként szolgalhat a
predikcio helyességét illetOleg. A teljesség igénye végett meg kell emlitenem, hogy

természetesen az alkalmazott szintaxis eredmény tombje tovabbi, az illesztéssel kapcso-
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latos informaciot (determinacids egyiitthatd, becslés standard hibaja, F-proba eredmé-
nye, szabadsagi fok, regresszids €s maradék négyzetosszegek) tartalmaz, de vizsgalatuk

nem tartozik szorosan a dolgozat targykorébe.

5.2.2 Enzimaktivitast befolyasolo hatasok érzékelése kinetikai gorbék kor-

relaltatasaval

A 12. abran is szembetlind, hogy a modellben generalt eltérd erdsségli aktivalasi
¢s inhibicids hatas jelentds mdédon megvaltoztatja az adott szubsztrat kinetikai gorbéjé-
nek az alakjat. A kinetikai gérbe meredeksége, monotonitasanak mértéke a referencia-
nak tekintheté enzimaktivitas modositd hatastol mentes kinetikai gérbéhez viszonyitva
jelentdsen megvaltozik. Hasonlé6 mechanizmussal lebomld szubsztratok koncentracioi-
nak id6beli adatsorai linearisan korrelalnak, korrelalhatnak egymassal. A komponensek
korrelacioi és linearis kapcsolatukat megjelenitd regresszios paraméterei (meredekség
és tengelymetszet) potencialis enzimaktivitas valtozast visszatiikr6z6 informacioforra-
sok lehetnek. Az adatsorok egymassal valo linearis korrelaltatasaval a pontokra illesztett
egyenes meredekségének és tengelymetszetének a valtozasabol is tudunk kovetkeztetni
enzimaktivitas modosito hatas jelenlétére.

Ez a megkdzelités abban az esetben is hasznalhato, ha kiilonb6z6 szubsztratok
adatsorait korrelaltatjuk egymassal. Modell adataim esetében ez a komponens a toluol
bicids gatlasa. Itt ki kell, hogy hangstlyozzam: a korrelaciobol szarmaztatott gérbére és
az arra illesztett egyenesek alkalmazasaval nem a legjobban illeszkedd regresszios
figgvénykapcsolat megkeresése volt a célom. Annal is inkébb, hogy a lehetd legegysze-
ribben és leggyorsabban tudjam érzékeltetni a kinetikai gorbék meredekségben beko-
vetkez6 valtozast, amely lehetséges inhibicios és aktivalasi hatasok jelenlétére utalhat-
nak. A korrelaltatott adatok regresszids egyeneseinek egymastol valé megkiilonbozteté-
sére kovariancia analizist (ANCOVA) hasznaltam, melyet a Statsdirect statisztikai

szoftvercsomaggal végeztem el.

5.2.3 Kinetikai lebontasi gorbék fokomponens-elemzése

A fékomponens-elemzés (PCA) alkalmazdsa tovabbi Ilehetdséget kindl
enzimkinetikai adatsorok jellemzésére. A PCA elemzésnél a modell komponensek, il-
letve a lebontand6 szennyezdk az objektumok, az objektum tulajdonsagok pedig a kom-

ponensek lebontasainak az id6fiiggd koncentracio értékei. A PCA felbontas input matri-
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xanak a sorai a lebontandé szubsztratokat (szennyezések) jelképezik, az oszlopai az
adott lebontasi id6khoz tartoz6 koncentracid értékeket tartalmazzak. Ha a PCA értéke-
1ést a komponensek adatsorai kozotti korrelacios kapcsolatok feltarasara kivanjuk fel-
hasznalni, akkor a primér adatmatrixot transzponalni sziikséges. A transzponalas ered-
ménye a kinetikai paraméterbecslés primer adatmatrixaval megegyez6 matrixot (D)
eredményez, amelyen adateldkészitésként az oszlopok szerinti relativizalas a kiilonboz6
kiindulasi szubsztrat koncentraciok felbontasra gyakorolt hatasat kikiiszoboli. (Kiindu-
lasi objektum matrix PCA felbontdshoz lasd 11.2 melléklet). A kiindulasi adatmatrix
(21) egyenlet szerinti felbontasat ,.score” (T) és ,loading” matrixokra (P) a
,»,Chemometrics-Add-In" Microsoft Excel bovitmény alkalmazasaval végeztem el.
D=T-PT (21)
maciotartalom csak a P ,Jloading”, masnéven a projekcios transzformadcios matrixra
korlatozodik, amelynek oszlopait korreldltatva kapjuk meg az ugynevezett fékompo-
nens-egylitthatd abrakat. Ezeken vagy masnéven a ,,loading plotokon” a szubsztratok
kinetikai adatsorat megjelenité pontok az elsé és masodik (PC1 és PC2) komponensek
altal kifeszitett térben helyezkednek el. A fékomponens-egyiitthaté abrakon a
szubsztratok kinetikai sorat megjelenité pontok elhelyezkedését az enzimatikus lebonta-

sukra kifejtett inhibicios és aktivalasi hatasok befolyasoljak.

5.3 Kisérletes kinetikai adatsorok elidllitisa. Kisérlettervezési szempontok

A lehetséges inhibicios €s aktivalasi hatasok érzékelésére kidolgozott értékelési
modszert a modellezett kinetikai adatokon tal, valds, kisérleti adatsorokra is alkalmaz-
tam. A GC-MS elvalasztasok kivitelezhetdségéhez az alkalmazott modell” szennyezd-
desek kivalasztasakor, a kovetkezo tervezési szempontok alapjan valasztottam ki a le-
bontando6 szubsztratokat:

A GC-MS elvalasztasok esetében alkalmazott “modell” szennyezddések kiva-
lasztasakor a kovetkezd szempontok keriiltek elétérbe:

e A szénhidrogén bazisii komponensek, mint potencialis szennyez6 anyagok Szé-
leskdrii (aromas és klorozott szénhidrogén, észter-, illetve ketonszdrmazékok)
Kivalasztasa.

e A komponensek fizikai-kémiai tulajdonsagainak (oldhatosag, illékonysag) kom-

patibilitasa a GC-MS elvalasztashoz.
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e A kezdeti koncentraciok értékek megvalasztasaval a lebontas egzakt nyomon
kovethet6sége, illetve a kiindulasi anyagok és a bomlasi szarmazékok anyagmi-
néségei kozotti szignifikans eltérés biztositasa.

A biokatalitikus szennyez6 anyag lebontas kisérleteihez a fentiek alapjan a 7.

tablazatban szerepl6 vegylileteket és kiindulasi koncentracidikat hasznaltam fel.

7. tablazat. Tesztszennyezdk és néhdny tulajdonsdgaik, illetve kezdeti koncentrdcio értékei a Kinetikali
vizsgdlatokhoz

M°de;'e';‘;mp°' Aceton  Benzaldehid Ciklohexanol Diklérmetan  Etil-acetat Toluol
CAS szam 67-64-1 100-52-7 108-93-0 75-09-2 141-78-6 108-88-3
Oldhatoésag .
vizhon (gi00 mi) | leovedic 0,695 36 13 8,3 0,053
Géznyomas 24 46 0,13 0,131 47 13,3 2,93
(kPa)
Forzéz?ont 56,3 178,1 160,84 39,6 771 110,6
Kiindulasikon- | 0) 10 1600 7089314203 151264382 1023£391  24850+1115 11204143
centracié [puM]

A referencia adatsorokat a modellszennyezék kiilon-kiilon, csak nyers enzim
extraktummal (foldigiliszta extraktum) vald reagaltatasai szolgaltattak. A feltételezett
inhibicios, illetve aktivacios hatasok vizsgalatahoz a komponensek keverékével, illetve
egyéb adalék anyag hozzaadasaval (KCI) hajtottam végre a lebontasi kisérleteket. A
reakciokozegbe mért koncentracio értékek, illetve a biokatalizisekhez felhasznalt ext-
raktum mennyisége mindegyik kisérletben azonos értékiire beallitott volt. Gazkroma-
tografias kromatogramokbol, adott mintavételi iddpontokban tortént a komponensek

koncentraci6 értékekeinek meghatarozasa (lasd 13. dbra).
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13. abra. Vilasztott szennyezé anyagok foldigiliszta extraktum dltali biokatalitikus lebontds vizsgadlatd-
nak egyik reprezentdans GC-MS kromatogramja komponensek kozotti lehetséges inhibicios hatasok érze-
kelése érdekében.

A gazkromatografids-spektrofotometrias elvalasztas paraméterei a kovetkezok
voltak. A szennyez6é komponensek koncentracidértékeinek meghatarozasa egy GC-

QP2010-MS és AOC-5000 automata mintaadagol6 (Shimadzu Co., Japan) alkalmazasa-

val tortént. A szennyezOk, illetve a bomlastermékek elvalasztasa Supelco SLB-5ms ka-
pillaris oszloppal, (minta injektalasi mennyisége 1 ul, split arany 1:80, injektalasi ho-
mérséklet 250°C, a hdmérsékleti program kezdeti értéke 35°C, majd ezt kovetden 20°C-
kal emelkedett harom percenként a hémérséklet a 250°C-os fiitési végpontig) Kivitelez-
tem. A detektalas a program elsé 5 percében SIM (szelektalt ion monitorozo), majd azt
kovetéen TIC (total ionkromatogram) tizemmodban tizemelt. A komponensek mennyi-

ségi meghatarozasa 7 pontos kalibracion alapult.

5.3.1 Bioldgiai extraktum eldallitasa szennyez6 anyagok lebontasahoz

A szennyezé komponensek lebontasahoz a foldigiliszta-félék csaladjaba tartozo
gilisztakbol (Lumbricina) eldallitott biologiai kivonatot hasznaltam fel. A kivonat alap-
anyagat a soproni egyetem botanikus kertjének teriiletér6l, sajat keziileg gyiijtttem be.
A giliszta kivonat készitésekor enzim, illetve baktérium osszetételének szeparalasa nem
tartozott a célkitiizések kozé, mivel a vizsgalatok célja a szennyez6 anyag lebontasakor
jelentkezd enzimaktivalasi mechanizmusok érzékelésére iranyult. A biologiai kivonat

elkészitésének pontos menetét a 11.4 melléklet tartalmazza.
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5.3.2 Szennyez6 anyag bontd termék alkalmazasa

A németorszagi, Helmholtz Intézetben (UFZ, Lipcse) végzett kutatasi munkdm
soran lehetdségem volt egy kifejezetten kornyezetvédelmi célokra fejlesztett szénhidro-
génbonto termék alkalmazésara (tovabbiakban biokatalitikus termék), amely jo lehetd-
séget kinalt a giliszta kivonatokkal szerzett tapasztalatok és eredmények megerdsitésére,
visszaigazolasara, illetve a kidolgozott modszer tovabbi tesztelésére. A termék pontos
Osszetételét nem allt médomban kideriteni, illetve megismerni, azonban a vizsgalatok —
a bioldgiai Kivonattal végzett mérésekhez hasonléan — célja itt is az inhibicios vagy ak-
tivalasi hatas érzékelésére, kimutatasara iranyultak.

A korabbiakban mar felhasznalt modell komponenseket bonyolultabb, jellegze-
tes kdolaj eredetii aromds szénhidrogénekre, a BTEX vegyiiletek koz¢ tartozo benzol és
toluol komponensekre cseréltem. A valasztott vegyiiletek alkalmazasanak tovabbi oka
pedig az volt, hogy a két komponens kozotti inhibicids kapcsolatot mar szamos irodalmi
forras bizonyitotta (BIELEFELDT et al., 1999; REARDON et al., 2000; DEEB et al.,
2001). Feltételezve, hogy a biokatalitikus termék képes a szennyez6 anyagokat bontani,
egyarant mértem koncentraciovaltozasukat kiilon-kiilon 6nallo, illetve egymas jelenlét-
ében, azaz kevert szubsztratként. A termék baktérium torzseinek dsszetételébdl kovet-
kezik, hogy eltéré benzol, illetve toluol bontoképességgel jellemezhetdk, vagyis az in-
hibicids hatds eredményeként a komponensek egyidejii jelenléte a reakcidkdzegben a
lebontoképesség modosulasat eredményezheti, ami az altalam kidolgozott értékelési
eljarassal érzékelhet6vé valik.

A biokatalitikus termékrél (Ativa Biosciensis, Bioclean Septic TM®) a forgalma-
z0 gyartoi titoktartasi szerzodésre hivatkozva meglehetdsen kevés informaciot szolgal-
tattak. A szilard halmazallapota minta kiilonboz6 talaj-mikroorganizmusok és enzimek
keverékét, illetve a gyors szaporodasukhoz sziikséges tapanyagokat tartalmazza. A
szennyez6 komponensekkel valé homogenizalasuk eldtt 48 oran keresztiil 37°C-on fo-
lyamatos keverés mellet inkubaltam desztillalt vizes oldatukat. A benzol, illetve toluol
hozzaadasat kovetden kiilonbozd idokozonként tortént a mintavételezés. A vizsgalt
szennyezOk jelentds illékonysaggal rendelkeznek, ezért az egyes mintavételi idépontok-
hoz kiilon-kiilén reakciotér, reakciokozeg (kiindulasi oldat osztott sorozata) tartozott
minimalizaland6 a mintavételbdl szarmazo hibalehetoségét.

A benzol és a toluol kiindulasi koncentracioi 368,48 + 13,89 illetve 379,16 +
8,89 mg/l voltak. A szennyezOk koncentracid meghatarozasa, egy Agilent GC 6890
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gazkromatograf és egy G1888 gbéztér mintaadagoloval, tovabba egy OPTIMA delta 3
(60 mx0,32 mmx0,1 um) kapillaris oszloppal tortént. Az analizis fobb homérsékleti
paraméter beallitasai a kovetkezok voltak: a fiitési program 50°C-r6l indult és 15°C/perc
sebességgel emelkedett 200°C-ig. Az elvalasztasi program ideje 12 perc volt. A mintata-
rolok gozterébol 20 perces 135°C-0s razatast kovetden, 95°C-os fecskenddvel tortént a
mintavétel. A mintavivogaz nitrogén, a split arany 1:10 volt az analizis soran. A meny-
nyiségi meghatarozas érdekében a mintdkban 1évé komponensekkel hét pontos kalibra-

ci0s sor készult.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1 Modellezett biokatalitikus lebontdsok eredményei és értékelésiik

6.1.1 Enzim kinetikai paraméterek becslési lehetoségei és korlatai

A generalt adatsorokbol a biokatalitikus lebontasi folyamatok modellezése feje-
zetben ismertetett értékelési stratégia alkalmazasaval érzékelhetdvé valnak a
biokatalitikus reakciok lebontasanak koriilményei, a potencialis enzimaktivitast befo-
lyasold hatasok. Jelen fejezetben bemutatom a kinetikai paraméterek becslésén keresz-
tiil az inhibicids és aktivalasi hatasok érzékelési lehetdségeit, illetve az azokat befolya-
sold tényezdket. A paraméterbecslésekhez hasznalt regressziés modellek kiindulasi
egyenletein hibaanalizist hajtottam végre. Az eredmények kozvetve felfedik a zaj ampli-
tudonak és a kiindulasi szubsztrat koncentracionak a Ky és Vmax becslési josagara gyako-
rolt hatasat. Az elméleti Giton szarmaztatott tendenciakat a zajjal, illetve inhibicios hata-

sokkal terhelt adatsorok regresszids modellszamitasai is alatamasztjak.

6.1.2 Regresszios modellek elméleti, illetve modellezett hibaanalizise

Az alabbiakban az (18) és (20) modellegyenletekre alkalmazott hibaanalizis
eredményeit foglalom ssze. A levezetés részletes ismertetése (HERKE & NEMETH.
2011) az 11.3 mellékletben talalhato.

Az (18) egyenlet zérusrendil tartomanyaban (l.a.: S >> Ky) a maximalis reakcio-
sebesség becslési hibaja (Avmax) egyenesen aranyos a szubsztrat koncentracio hibajaval
(Ahg), és forditottan aranyos a numerikus differencialas 1épéskozével (At). Ugyanakkor
az elsérendii (1.b.: Ky >> S) szubsztrat koncentracidtartomanyaban a maximalis reak-
cidsebesség és a Michaelis konstans hanyadosanak abszolat hibaja (Am) egyenesen ara-
nyos a szubsztrat koncentracio relativ hibajaval (), ahogy ez az alabbi sszefiiggés is

visszatikrozi:

2 Vv
0. | ——- |~ +Am. 22
) (At KM] )

A numerikus differencialas 1épéskoze (At) forditottan aranyosan befolyasolja a
V.. | Ky, becslés josagat.
A (20) implicit sszefiiggés hibaclemzése mar At figyelembe vételét kikertili. A

maximalis reakciosebesség reciprokanak hibaja a kovetkezdképpen fejezhetd ki:
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Arv = Ah, - ZZ" J{SK-EO + Z}” +S%]-Ahs +§—Z"- n(SS_OJAK_lf/V (23)
, ahol Ah; az id6becslés abszolut hibaja és Ahg a szubsztrat koncentracio abszolut hibaja.

A (23) egyenlet a hibaterjedés I.a és 1.b elemzések eredményeinek megerdsitése
mellett kihangsulyozza a maximalis reakciosebesség becslésének kiinduldsi szubsztrat
koncentraciotdl vald fiiggését is.

Az elméleti hibaanalizissel parhuzamosan modelleztem a hiba nagysaganak és a
szubsztrat koncentracioknak az (18) és (20) modell egyenletek regresszidjara, illetve
paraméter (-1/Vmax, -(Km/Vmax)) becsléseire gyakorolt hatasat. A modell a szennyezék
lebontédsanal a kiindulasi koncentracionak és a ,,mérési/modellezési” hibanak (zajnak) -
IWNmax, illetve -(Ku/Vmax) értékek szorasaira gyakorolt hatasait a 14.a. és 14.b. abrdik
szemléltetik. A modellszamitassal szarmaztatott szorasérték valtozasi tendencidk a (22)
¢és (23) hiba osszefiiggések aranyossagi kapcsolataival harmonizalnak. A Lineweaver—
Burk becslés esetén ezt a linearis kapcsolatot a zajhatas nagysaga, illetve a szorasérté-
kek kozott felfedezhetd, bar a becslés esetén véletlenszertien adodo kiugro értékek erd-
teljesen torzitjak, befolyasoljak (ennek tovabbi ismertetésérdl a késdbbiekben lesz sz0).
A 14.a. és 14.b. abrak megfelel6 abrazolasa a Lineweaver—Burk becslés esetén a mel-
Iékletben (M11.3.1.a. és M11.3.1.b. dbra) megjelenitett.

0,01
0,009 2
0,008
0,007 A . # S0=325 esetén a -1/Vmax
0,006 - ¢ szorés értékek
0,005
0,004
0,003 4 2
0,002 - -
o an

0 5 10 15
Zaj (%)

] M S0=11400 esetén a -1/Vmax
[} szoras értékek

IV, SZOras értékek

14.a. abra. Zajhatdsa a benzaldehid -1/ szordsértékeire elsd,- illetve zérusrendii tartomdanyban
(tobbvaltozos linedris becslés)
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14.b. abra. Zajhatasa a benzaldehid -(Ky/Vimax) szordsértékeire elsé,- illetve zérusrendii tartomanyban
(tobbvaltozos lineadris becslés)

A kiindulasi koncentracié-tartomanytol fiiggetleniil mindkét paraméter becslési
pontossaga természetesen egyenesen aranyosan valtozik az alkalmazott zajhatds mérté-
kével. Jelentds eltérés a két paraméter szorasértekei kozott jelentkezik, ugyanis az a -
(Km/Vmax) €setén tobb nagysagrenddel nagyobb. Ennél a paraméternél az is megallapit-
hatd, hogy a modellezett koncentracié tartomany hatarainal szamottevé kiilonbség je-
lentkezik. Az 11400 uM szubsztrat koncentracié értéknél a szorasértékek megkozelits-
leg két nagysagrenddel nagyobbak, mint 325 uM esetén. A -1/Vpax tobbvaltozos linearis
becslése esetén kiinduldsi koncentraciotdl fiiggetleniil a szorasértékek hasonloak. A két
becslési eljaras altal becsiilt -1/Vmax €s -(Km/Vmax) szoras- és atlag értékeit kiilonbozo
koncentraciok esetén a mellékletben talalhato M11.3.2.a és M11.3.2.b tdbldzarok mutat-
jak be. A numerikus differencialast kovetd 1/S vs. 1/V regresszios analizissel megvalosi-
tott paraméterbecslésnél tapasztalhatd, hogy ez az eljaras igen érzékeny a differencialasi
1épéskozre, —hiszen mar a zajmentes adatsor esetén is pontatlanabb becslést kapunk,
foleg alacsony koncentracid esetén— és az eltéré amplituddja zajhatasara. Ehhez képest
a tobbvaltozos linearis megkozelités magasabb zajhatas esetén is viszonylag pontosabb
becslést szolgaltat. Eredményként a becsléseket és a hozzajuk tartozo jelentdsen magas
szoOrasértékeket valamint a szamitott paramétereket az alabbi 15.a-b., illetve 16.a-b.

abrdk mutatjak be a legmagasabb modellezett benzaldehid koncentracioban.
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15.a. dbra. 4 t6bbvaltozos becslés -1Npqy értékei és a hozzdajuk tartozo szérdsértékek kiilonbozd zajha-
tas és 11400 uM kiinduldsi koncentracio esetén
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15.b. abra. 4 tobbvdltozds becslés -(KyulVmax) értékei és a hozzdjuk tartozé szorasértékek kiilonbozé zaj-
hatas és 11400 uM kiindulasi koncentracio esetén
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16.a. abra. A Lineweaver—Burk-féle becslés -1Nnay értékei és a hozzdajuk tartozo szérdsértékek kiilon-
boz6 zajhatds és 11400 uM kiinduldsi koncentracio esetén

Zajhatas (%)
0 1 : 2 : 3 6 9 12
L 50| 1 7000 I %
£
| : 1 6000 : g
| | 150 8
1old I . 8
| 7] 4 4000 | 2
1 2 1 600 x
: { 3000 | $
10 140 5
I I 2
—0:__~1000|>/ 200§
1 7 g
* ’~ 1OI ’ 410 I‘ ’ 0 \>§
"4
120l 1000 | 200
| [
30| - -2000| 1 400
40 I 600
| |
- # Szamitott -(KM/vmax) paraméter: -11,44809

16.b. abra. A Lineweaver—Burk-féle becsiés -(Kyl/Vimax) €rtékei és a hozzdjuk tartozo szordsértékek kii-
l6nbéz6 zajhatas és 11400 uM kiindulasi koncentrdcio esetén

Az elméleti hibaanalizis kovetkeztetései a -1/Vpmay, illetve a -(Ky/Vmax) paraméte-
rek szoraseértékei vs. benzaldehid kiindulasi koncentraciok abrakbol is megerdsithetok,

illetve visszaigazolhatok (17.a. és 17.b. dbrak) Ennek érdekében azonban az eredeti
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modellezési beallitasokat, illetve zaj definiciot modositani sziikséges. Az azonos mérté-
ki1 zajhatas biztositdsdhoz a zajhatast a kiindulési koncentracidk atlaganak 5%-ként alli-
tottam be, illetve szuperponaltam a lebontasi adatsoraimra. A standardizalt zajjal médo-
sitott adatsorok paraméterbecslését kovetden a 17.a. dbran lathatd hiperbolikus Ossze-
fiiggést kaptam a -1/vmax szorasértékek esetében, kisebb koncentracié értékeknél a ma-
ximalis reakcid sebesség — vagyis helyesebb itt kezdeti sebesség értékrol (Vo) beszélni —
pontatlanabb becslés, magasabb szorasértékek jellemzik. Ennek oka, hogy alacsony
szubsztrat koncentracid esetében és az eredeti kiindulasi beallitasokat (Vmax, Ky, lebonta-
si id6tartam) nem valtoztatva a Szubsztrat koncentracié csokkenése a Vo csokkenését
vonja maga utan, ami a modellezett zajszintre szuperponaldodva joval magasabb tényle-
ges zajhatast, ezaltal magasabb szorasértékeket fog eredményezni. Ez a szubsztrat kon-
centracié emelkedésével csokken. Esetemben — példaként véve egy realis kornyezeti
karmentesitést — a gyakori magas szennyez6 és egyben lehetséges szubsztrat koncentra-

ci6 a jellemzo.
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17.a. abra. A benzaldehid kiinduldsi koncentracioinak hatasa a -1Nmay becsiilt paraméter szordasértékeire
5%-o0s zaj esetén (tobbvdltozos linedris modellbecslés)

A -(Km/Vmax) paraméter hasonld abrazolasa esetén-vagyis az elméleti hibaanalizis
(23) egyenletének modelladatokkal vald alatamasztasahoz, figyelembe kellett venni a
becsléshez felhasznalt kinetikai gorbe értelmezési tartomanyat is. Ugyanis az elsérendi
tartomany kozelében az alkalmazott lebontasi idGintervallum és az 5 %-0s zajdefinicio
hatdsara a kinetikai adatsorom mérete mdodosulni fog, igy a becslésbe bevonni kivant
tartomanyt értelemszertien a legkisebb koncentracidt figyelembe véve standardizalni
szlikséges. A regresszios egyenes Pearson R értéke, illetve figyelembe véve a Bevington

kritérium értékét 0,602 (11, 95%) a gorbe szignifikansan egyenesnek tekinthetd (17.b.
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abra). Megjegyezendd, hogy ebben az esetben a pontok egyenesen valo elhelyezkedé-
sének statisztikai valosziniiségére voltam kivancsi, hanem arra, hogy statisztikailag fel-
tételezhetd-e — figyelembe véve az aktudlis elemszamot illetve a linearis regresszio
Pearson R értékét — , hogy a pontok elhelyezkedése egyenes trendet kovet. Ezt a
Bevington kritérium Pearson féle korrelacios koefficiens értékével lehetséges visszaiga-

zolni (BEVINGTON, 1969).
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17.b. abra. A benzaldehid kiinduldsi koncentrdcioinak hatasa a -(KylNmay) becsiilt paraméter szérdsérté-
keire 5%-0s zaj esetén (tobbvaltozos linearis modellbecsiés)

Ezzel szemben az Lineweaver—Burk regresszidos modell esetében ezt a linearis
Osszefliggést erdteljesen torzitja az alkalmazott zajdefinicio, illetve a differencialasi
1épéskoz, amelyek eredményeként az 1/V adatsorunkban minden alkalommal, véletlen-
szertien el6fordulhatnak kiugré értékek, melyek az 1/V vs. 1/S linearis regresszio para-
méterbecslés pontossagat jelentdsen befolyasoljak, az értékek szorasat megnovelik.
(lasd melléklet M11.3.3.a és M11.3.3.b dbrai). A két becslési eljaras pontossagat egy-
massal Osszehasonlitva mindkét paraméter esetében hatarozottan jelentés az eltérés
(8.a-b. tablazarok). A Lineweaver—Burk becslés esetében szignifikansan nagyobbak a

szorasértékek.
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8.a. tablazat. -1Vna 65 -(Km/Vmax) szérdsértékek valtozasa a két kiilonbozé becslési eljdrds esetén
5 %-0s zajjal terhelve

. ez Lineweaver-Burk- .. . , Lineweaver-Burk-
.y Tobbvaltozos féle regresszids Tobbvaltozos féle regresszids
Koncentracié | linearis becslés ! linearis becslés ,
becslés becslés
(Hmol)
(-1)/vmax szoras ~(Kwivmax) szoras
11400 0,00078 0,10795 1066,46 3337,31
10000 0,00074 0,04230 785,24 4698,50
8500 0,00056 0,11489 492,61 1900,39
6500 0,00046 0,03087 305,87 10391,88
5407 0,00042 0,02716 24483 3538,43
4000 0,00068 0,05677 185,13 209,50
2703 0,00154 0,04316 85,27 176,76
1200 0,00463 0,03925 4427 306,54
650 0,01198 0,07955 17,27 50,97
520 0,03579 0,04440 8,90 18,11
325 0,04393 0,04715 7,51 6,42

8.b. tablazat. -1/vy. és -(KM/Vmax) becsiilt értékek valtozdsa a két kiilonbozd becslési eljdrds ese-
tén 5 %-0s zajjal terhelve, kinetikai paraméterek szamitott értéke: -0,01761 és -11,44809

b 2tz Lineweaver- b 2l Lineweaver-Burk-
L. Tobbvaltozés Burk-féle re- Tobbvaltozés . -
Koncentracio |  |iyearis becslés gresszios linearis becslés féle regresszios
(4mol) becslés becslés
(~1)/Vmax €rtékek ~(Km/vmax) értékek

11400 -0,01707 -0,00938 -16,53630 -236,59154
10000 -0,01727 0,02169 -13,53218 -305,65053
8500 -0,01745 -0,13211 -11,70622 308,51377
6500 -0,01791 -0,04789 -10,49662 41,72901
5407 -0,01781 -0,02943 -10,75329 -16,73756
4000 -0,01862 -0,01399 -9,88384 -17,26228
2703 -0,01959 -0,04789 -9,37539 -1,33881
1200 -0,04161 -0,04111 -2,51127 2,54837

650 -0,05356 -0,03582 -1,96632 0,17315

520 -0,07257 -0,03482 -0,61173 5,17969

325 -0,01074 -0,05655 -7,21863 4,99532

Osszegezve a modellezett adatsorokon végrehajtott hibaanalizist, megéllapitha-

to, hogy az enzimkinetikai adatsorokbdl torténd kinetikai paraméterek becslése az alta-

lunk elvégzett mindkét eljaras esetében egyszerii szoftveres kdrnyezetben (pl. Microsoft

Office Excel) megvalésithatok. Ugyanakkor a becslés josagat jelent6sen és eltéré mo-

don befolyasolja a ,,mérési-modellezési” adatsorokra szuperponalt zajhatas, relativ szo-

ras. A Lineweaver—Burk-féle 1/V vs. 1/S becslés esetén a derivalas felerdsiti a zaj hata-

sat, aminek kovetkeztében a paraméterek szorasértékei jelentésen megnovekednek. To-

vabba, a modellszamitas esetén alkalmazott At = 2h differencialasi 1épés rendkiviil le-
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rontotta a becslés josagat, ezért a At érték megvalasztasa kiilonos koriiltekintést igényel.
Kiilondsen nehézkessé, vagy értékelhetetlenné valik az adatsor az alkalmazott zaj ,,vé-
letlenszerii” definicioja végett, ami a differencialhanyados képzésekor az adatsorban
extrém kiugro értékek formajaban jelenik meg. A kiindulasi paraméterck (Eo, Sp) helyes
optimalizalasa azért is fontos, mivel az eljaras alkalmazhatosagat, pontossagat befolya-
solja a rendelkezésiinkre all6 adatmennyiség.

Ezzel szemben a tobbvaltozos linearis becslési eljaras joval pontosabb predikciot
szolgaltatott, amelynek magyarazata, hogy az kompenzalja a zaj hatasat, illetve az adat-
elokészités soran mell6zi a differencialhanyados értékeinek szarmaztatasat. Bar itt is
igaz, és a modszer hatranyaként emlithet6, hogy az adatsor mérete befolyasolja a becs-
1és josagat. Azonban Osszehasonlitva az el6bbi modszerrel az adatok szorasértékei hata-
rozottan kisebbek, valamint a derivalasbdl illetve zajdefiniciobol fakado kiugréd értékek
sem rontjak a becslés pontossagat.

A Lineweaver—Burk-féle becslés esetén tapasztalt hatranyok természetesen a
modern szamitogépes elemzé szoftverek hasznalatival mar kikiiszobolhetok
(SEVELLA 2012; HEGYI et al., 2013) és ennek érdekében a legtobb program nemline-
aris  regressziot  alkalmazva becsli a  paramétereket (MOTULSKY &
CHRISTOPOULOQS, 2004; BEVC et al., 2011), amely természetesen mar joval meg-
bizhatobb eredményeket szolgaltat. Ugyanakkor a legtobb ilyen szamitdsi modszer saja-
tossaga, hogy igényli egy kezdeti Ky és Vmax paraméter megadasat a becslés elso 1épése-
ként. Abban az esetben, amikor ez irany(i empirikus ismereteink korlatozottak, a mod-
szer altal kapott lehetséges lokalis eredmények koziil problematikus lehet helyes para-
méterek kivalasztasa. Az altalam kidolgozott eljarassal tehat ez a hibaforras kikiiszobol-

hetévé valik.

6.1.3 Inhibici6 érzékelése kinetikai paraméterek megvaltozasan keresztiil

Az 5.2.1 fejezetben ismertetett becslési eljarasokkal, illetve a kinetikai paraméte-
rek megvaltozasabodl, az enzimek miikodését befolyasolod gatlasi hatasok l1étezésére va-
lamint hianyara lehet kdvetkeztetni. A referencidnak tekintett, aktivalasi hatastol mentes
adatsorokbdl szamitott paraméterekhez viszonyithatjuk a feltételezett, modositd hatés
alatti kinetikai paramétereink értékét. A kisérleti eredményekbdl feltételezett, toluol
altal indukalt inhibicios hatast épitettem be a benzaldehid lebontasi algoritmus modell-
jébe, amely annak id6beli koncentraciocsokkentését gatolja, lassitja. A modositott mo-

dellegyenlet az alabbiakban 1athato:
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d[SB]

dt

[s7]

Kﬁ-(1+%)+[53],

= —Vmax (24)
ahol, B és T indexek a benzaldehid, illetve a toluol modellszubsztratok kiindulési para-
métereit jeloli, mig K; a kompetitiv inhibicios faktorként definialt. Sziikséges hangsu-
lyozni, hogy a (24) 6sszefiiggés esetén kapott kinetikai paraméterek megvaltozasa nem
a klasszikus kompetitiv inhibicio szerint fog torténni, mivel a komponensek kdzott az
idében valtozd koncentracid miatt, keresztinhibicids hatas definialt. Ennek az a kovet-
kezménye, hogy a -1/Vna paraméter a gatlohatas miatt megvaltozik, csokkenni fog. Igy
becslésének pontossagat is befolyasolja az inhibicioval terhelt adatsorok esetén.
Amennyiben kompetitiv inhibicios hatast kivanunk modellezni — amikor a -
1Vmax értéke allando marad, illetve a -(Kwu/Vmax) értéke novekedni fog — az inhibitor ér-
tékét konstansként kell rogziteni. Ha az inhibicios hatds szimulaciés céljanak azt tekint-
jik, hogy a biokatalitikus karmentesitések esetén lejatsz6do enzim-szubsztrat kdlcson-
hatasok (gatlasi, aktivalasi hatdsok) miikddésérdl a legrealisztikusabb képet kapjuk,
akkor a komponensek id6ébeni valtozasat is figyelembe kell venni. Ugyanakkor a gya-
korlatban tapasztalt extrém magas, vagy gyakorta allandonak tekinthetd szennyez6dés
koncentraciok, illetve egyes fizikai-kémiai paraméterek (pH, ionerdsség) esetén indo-
kolt lehet a modellben 4llando inhibitor koncentracio (ST) szerepeltetése. A paraméterek
megvaltozasan alapuld inhibicio érzékelés esetén felértékelddik a becslés pontossaga,
illetve az adatok szorasértékeinek lehetséges minimalizalasa. A 9.a. és 9.b. alabbi tabla-
zatok az inhibiciomentes, illetve azzal terhelt adatsorokbol torténd -1/Vmax és -(Km/Vmax)

paraméterbecslés szorasértékeit mutatja be.
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9.a. tablazat. -1/V,o paraméterek szordsértékei a kétféle becslési eljards kiilonbozd kiinduldsi kon-
centrdcio és zajmentes inhibiciomentes és inhibicioval terhelt adatsorai esetén

Tébbvaltozés lineéris becslés “"ewea"er‘%”""ff"e regresszios

0 % zaj S — _____ becslés ___
Inhibiciémentes Inhibicios Inhibiciémentes Inhibiciés

adatsor adatsor adatsor adatsor

K°“iﬁ'|u‘)r aclo (~1)/Vmax Sz6rasértékek (~1)/Vmax Sz6rasértékek

11400 4,399E-09 5,630E-10 2,425E-07 2,979E-07
10000 2,362E-09 5,560E-11 4,269E-07 4,916E-07
8500 3,115E-09 8,338E-10 9,018E-07 9,336E-07
6500 1,977E-09 1,163E-09 3,672E-06 2,781E-06
5407 2,044E-09 1,092E-09 1,020E-05 5,696E-06
4000 1,511E-09 1,794E-09 3,226E-05 1,387E-05
2703 1,721E-09 5,080E-10 4,951E-05 2,24TE-05
1200 2,865E-09 3,006E-09 1,180E-04 2,165E-05
650 4,891E-09 1,455E-08 1,750E-03 9,318E-05
520 1,180E-08 1,767E-08 4,342E-03 6,284E-05
325 1,645E-08 7,618E-08 1,997E-02 1,810E-04

9.b. tablazat. -Ky/Vima paraméterek szorasértékei a kétféle becslési eljarads kiilonbozd kiindulasi kon-

centrdcio és zajmentes inhibiciomentes és inhibicioval terhelt adatsorai esetén

Tébbvaltozés lineéris becslés Lineweaver-Burk-fele regresszios
0 % zaj S S ____ becslés ___
Inhibiciémentes Inhibiciés Inhibiciémentes Inhibiciés
adatsor adatsor adatsor adatsor
Kon((::rl:;;’ aclo -Kwlvmax szorasértékek -Kmlvmax szorasértékek
11400 3,49320E-05 4,54790E-06 1,85613E-03 2,32709E-03
10000 1,54362E-05 3,72548E-07 2,64067E-03 3,13621E-03
8500 1,56742E-05 4,36666E-06 4,13248E-03 4,51559E-03
6500 6,02831E-06 3,88916E-06 8,73200E-03 7,75052E-03
5407 4,14644E-06 2,60179E-06 1,22669E-02 9,81630E-03
4000 1,49441E-06 2,38847E-06 7,29033E-03 8,80303E-03
2703 7,59875E-07 3,33067E-07 1,18301E-03 3,79113E-03
1200 7,94791E-07 5,97240E-07 1,25855E-04 3,47243E-04
650 5,88609E-07 1,35367E-06 4,34080E-04 1,85959E-05
520 1,03757E-06 1,26854E-06 7,05574E-04 1,78630E-05
325 9,67519E-07 3,23199E-06 1,50295E-03 1,00163E-04

Az eredményekbdl megallapithatd, hogy az inhibicié hatasa sem a tobbvaltozos
linearis és sem a Lineweaver—Burk-féle becslési eljaras esetén nem befolyasolja annak
pontossagat, annak ellenére, hogy a kinetikai gorbék meredekségét erdteljesen modosit-
ja. Azonban a két eljaras szorasértékei tekintetében jelentkezd kiilonbségek az el6z6
fejezetben leirtakhoz hasonldan itt is vilagosan kirajzolddnak, vagyis aktivitas modosito
hatastol fiiggetleniil a derivalast is magéba foglald becslés pontossaga legalabbb két
nagysagrenddel kisebb lesz a tobbvaltozos becsléséhez viszonyitva (9.a és 9.b tdblazat).

Ennek a megallapitasnak az inhibicio érzékelés szempontjabol akkor lesz — a gyakorlat-
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ban is — jelentds szerepe, amikor zajjal terhelt adatsorokbol torténik a kinetikai paramé-
terek becslése. A becslés josaga mar viszonylag alacsony zajhatas esetén lecsokkenhet,

ami a szorasértékek jelents novekedéséhez vezethet (10.a. és 10.b. tablazat).

10.a. tablazat. -1/ paraméterek szorasértékei a kétféle becsiési eljaras kiilonbozd kiinduldsi kon-
centracio és 3%-0S zajhatds inhibiciomentes és inhibiciéval terhelt adatsorai esetén

Tébbvéltozés linearis becslés "i"e""ea"e"%”rk'f,é'e regresszios
3% Zaj — i _____becslés
Inhibiciémentes Inhibiciés Inhibiciémentes Inhibiciés
adatsor adatsor adatsor adatsor
K°“iﬁ'|u‘)r aclo (-1)/Vmax Sz6rasértékek (~1)/Vmax Sz6rasértékek

11400 9,10351E-04 1,03020E-03 8,68176E-02 2,58805E-01
10000 6,44267E-04 1,10573E-04 4,12786E-02 4,20543E-02
8500 3,99471E-04 5,01489E-04 3,01702E-02 1,11338E-01
6500 2,06095E-04 2,88906E-04 1,31756E-02 1,28212E-02
5407 1,46591E-04 1,87853E-04 6,19593E-03 6,36178E-03
4000 2,32122E-04 2,14366E-04 3,02158E+00 1,66728E-01
2703 3,54595E-04 3,66838E-04 3,98218E-02 3,88838E-02
1200 1,89719E-03 1,69923E-03 1,64743E+00 1,29805E-01
650 1,12509E-03 5,48152E-03 1,94697E-01 1,32318E+00
520 2,57480E-03 8,28533E-03 6,42471E+00 7,45102E-01
325 3,03978E-03 1,01379E-02 8,27251E-01 5,87281E+00

10.b. tablazat. -Ky/NVyma paraméterek szorasértékei a kétféle becslési eljards kiilonbozd kiindulasi kon-
centracio és zajmentes inhibiciomentes és inhibicioval terhelt adatsorai esetén

Tébbvaltozés linedris becslés Lineweaver—Burk-flt;aélz regresszios becs-
3% Zaj Inhibiciémentes adat- Inhibiciés Inhibiciémentes Inhibicios
sor adatsor adatsor adatsor
K°“‘(’3’Iu)r aclo -Knlvmax szrasértékek -Knivmax szérasértékek

11400 7,22220E+00 8,30229E+00 6,64069E+02 2,01608E+03
10000 4,20731E+00 7,40613E-01 2,54768E+02 2,65592E+02
8500 2,01682E+00 2,61761E+00 1,38519E+02 5,36618E+02
6500 6,27344E-01 9,69966E-01 3,49443E+01 3,58613E+01
5407 2,99346E-01 4,46779E-01 7,55938E+00 1,09089E+01
4000 2,30178E-01 2,85322E-01 7,05301E+02 1,06683E+02
2703 2,10006E-01 2,37260E-01 1,86392E-01 6,37795E+00
1200 3,01810E-01 3,43432E-01 3,44411E+00 2,16936E+00
650 1,34551E-01 4,90900E-01 2,32285E+00 2,98773E+00

520 2,09339E-01 5,50676E-01 1,66250E+01 4,21054E-01
325 1,77635E-01 4,13948E-01 4,60423E+00 5,85178E+00

A két eljaras becslési pontossagara, a 11.a. és 11.b. tablazatban szereplé adatok-

ra vonatkozoan, a zajmentes becslés esetén tapasztalt megallapitasok szintén érvénye-
sek. Azonban fontos kihangsulyozni, hogy mar 3%-os zajterhelésnél a Linveaweaver-

Burk becslés pontatlansaga olyan mértékii lesz, hogy ezzel az eljarassal a paraméterek
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megvaltozasabol nem tudunk megbizhatdan az inhibicio jelenlétére kovetkeztetni. Ezzel
szemben a tobbvaltozos linearis becslésnél, annak ellenére, hogy a zajhatasara torzul a
paraméterbecslés, mégis a kinetikai paraméterek pontosabb becslését teszi lehetové. Ezt
szemlélteti az alabbi adatsor, amely az inhibicioval terhelt adatsorokbol a két kiillonb6zo
modellel becsiilt -1/Vmax és -Ku/Vmax paramétereket tartalmazza. Az adatokbol a kompe-
titiv inhibicionak torvényszeriiségei is felismerhetdk, miszerint a maximalis reakciose-
besség értéke allandd marad, amig az inhibicio mértékével aranyosan a Michaelis kons-

tans értéke novekedik.
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11.a. tablazat. Kinetikai paraméterek becsiilt értékei kiilonbozo kiindulasi koncentracio esetén, zajmentes
inhibicioval terhelt adatsorok esetén. A szamitott paraméter értékek a kiinduldsi értékekbdl: -1Npqy =-
0,01761245;-Ky/Vpmax = -11,448

0 % zaj Tobbvaltozés linearis becslés Lineveawer-Burk féle regressziés becslés

Koncentracio (M) | -1/vmax értékek | -Kw/vmax értékek -1/Vmax értékek -Kmivmax értékek
11400 -0,017612454 -17,41639459 -0,017599458 -17,63549051
10000 -0,017612456 -17,41636943 -0,017593917 -17,67697782
8500 -0,017612448 -17,41643869 -0,017582959 -17,74311042
6500 -0,017612473 -17,41632022 -0,017545283 -17,90110793
5407 -0,017612473 -17,41632192 -0,017492861 -18,04703867
4000 -0,017612454 -17,41636514 -0,017347895 -18,27493221
2703 -0,017612451 -17,41637123 -0,017144917 -18,39746949
1200 -0,017612455 -17,41636971 -0,016853633 -18,43365374
650 -0,01761244 -17,41637245 -0,016752783 -18,43510104
520 -0,017612454 -17,41637011 -0,016717085 -18,43538322
325 -0,017612437 -17,41637159 -0,016696046 -18,43536685

11.b. tablazat. Kinetikai paraméterek becsiilt értékei kiilonbozd kiinduldsi koncentracio esetén, 3 %-0S
zajhatassal inhibiciéval terhelt adatsorok esetén. A szamitott paraméter értékek a kiinduldsi értékekbdl: -

1Vmax =-0,01761245;-Ku/Vimax = -11,448

3 % zaj Tobbvaltozos linearis becslés Lineveawer-Burk fﬁg: regresszios becs-
Koncentracié (M) | (-1)/Vmax értékek -Km/vmax értékek (~1)/vmax értékek -Km/vmax értékek
11400 -0,01733739 -19,30679706 0,06697776 -325,01182324
10000 -0,01779564 -16,17943902 0,06475610 -308,38815526
8500 -0,01838175 -12,62589773 -0,05018729 194,99624709
6500 -0,01714658 -19,10367440 0,03669941 -15,39878055
5407 -0,01776703 -16,90250727 0,02086316 27,35136330
4000 -0,01759386 -17,37589723 -0,08448987 80,89884421
2703 -0,01847747 -16,64002348 0,06698316 -3,91215312
1200 -0,01680526 -17,81758802 0,18451537 -6,95817586
650 -0,02927882 -15,77006154 0,37662634 -2,25956548
520 -0,04559813 -14,40030815 0,25724709 0,95702675
325 -0,04301993 -15,83137468 5,98507303 -1,70502696

6.1.4 Inhibicié érzékelése a variaciés koefficiens (CV %) vizsgalataval

A biokatalitikus modellezés adatsorainak informaciotartalma alternativ értékelé-

sekkel is felszinre hozhat6. Az enzimaktivitast modositd hatasok indikalasara egy ilyen

egyszerl eljaras lehet — amikor a nyers adatsorunk (S(t)) atlag- és szoérasértékein keresz-

till szarmaztatott — variacios koefficienst (CV) hasznaljuk fel. A CV, mint dimenzid

nélkiili statisztikai mutatd, az atlagértékkel sulyozza a szorasértékeket, igy a kiilonbozo

mérési skalan végrehajtott mérések szorasértékei 0sszehasonlithatok lesznek. Szamita-

sanak képlete:
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CV (%) = = X 100, (25)

Az adatsorokbol képzett variacids koefficiens alkalmazésara az ad lehetdséget,
hogy a lebontasi gorbe meredekségét a gatlohatas, a referencianak (inhibicids hatastol
mentes) tekintett gérbéhez viszonyitva modositja, megvaltoztatja. Ez a mdodosulas az
adatsor atlag- és szorasértékeinek megvaltozasaban is tapasztalhat6. A gatlohatas ered-
ményeként az atlag ndvekszik, mig a hozza tartozé szords csokken, aminek eredménye-
ként a variacios koefficiens értéke szintén csokkenni fog a vizsgalt adatsoron. Ezeket a

megallapitasokat erdsiti meg az 12. tdbldzat adatai is.

12. tablazat. 4 varidcids koefficiens értékének vdltozdsa inhibiciés hatdssal, illetve attél mentes
adatsorok esetén kiilonbozé kiinduldsi koncentracio tartomdanyokban. INHM & ZAJM = inhibi-
cio- és zajmentes adatsorok; INH & ZAIM = inhibicids és zajmentes adatsorok

Kiindulasi szubsztrat koncentracié tartomanyok (M)
CV (%) 11400 | 10000 | 8500 | 6500 | 5407 | 4000 | 2703 | 1200 | 650 | 520 | 325

INHM & ZAJM 22,67 | 26,74 | 32,96 | 46,76 | 58,78 | 80,08 | 105,75 | 148,65 | 171,67 | 178,10 | 188,69

INH & ZAJM 19,01 | 22,82 | 2543 | 32,57 | 49,72 | 47,12 | 94,80 | 73,94 | 128,94 | 139,87 | 159,69

6.1.5 Inhibicio és aktivalas érzékelése a kinetikai adatsorok korrelaltata-

saval

A biokatalitikus reakciokban résztvevé szubsztrat komponensek kinetikai adat-
sorainak korreldltatdsaval inhibicids vagy aktivalasi hatdsok jelenlétére kovetkeztethe-
tiink. Ha egy szubsztrat vagy a kisérletek esetében is alkalmazott szennyez6 anyag azo-
nos koriilmények, pl. inhibiciomentes lebontas melletti adatsorait korrelaltatjuk
(autokorreldcic), akkor sziikségszerli, hogy a regresszié hatarozottsagi foka (R?) igen

magas értékkel rendelkezzen.
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Benzaldehid relativizalt inhibicios és inhibiciomentes

adatsora
18. abra. Modell szubsztrat (benzaldehid) relativizalt adatsorainak korreldltatisa

A 18. abradn, az autokorrelacios regresszio egyenes meredeksége és tengelymet-
szete eltér az autokorrelacid 1-es és zérus elméleti értékeitol. Az eltérésnek az az oka,
hogy a modell adatsorokra szuperponaltatott véletlen zajhatas mindig Gjra eléallitott. A
modell ,,autokorrelacios” adatsor ,,erds” korrelacids kapcsolatat szemlélteti a 18. dbra.
Az alkalmazott inhibicié hatasara a modell komponens lebontasi sebessége csokken, a
Kinetikai gorbéje modosul. Az inhibicids kinetikai adatsor meredeksége az inhibicio-
mentes adatsorétol eltérd lesz. A monotonitasmértékének valtozasat, az adatsorok korre-
laltatasaval érzékeltetni lehetséges. Korrelaltatva a benzaldehid inhibiciomentes és inhi-
bicidt magaban foglalo kinetikai adatsorat egymassal, azt tapasztaljuk az
autokorrelacios (referencia) regresszios egyeneshez képest, hogy a kapott paraméterek
megvaltoznak, a meredekség novekszik, mig a tengelymetszet és a regresszio hataro-
zottsagi foka csokkeni fog (ldsd 18. dbra inhibiciés adatsor).

Kiilonb6z6 szubsztratok adatsorainak regresszidiban is leképzddik az enzimakti-
vitds modosulésa. Az el6zé gondolatmenetet két kiilonb6zd szubsztrat adatsor korrelé-
cidjara kiterjesztve az értékelés alapjat itt is az képezi, hogy referencianak az inhibicids
¢és aktivalasi hatasoktol mentes adatsorok regressziojat tekintjikk és ehhez viszonyitjuk
az inhibicionak vagy az aktivalasnak a regresszios paramétereket modositod hatésait.

A modellben megjelend kompetitiv inhibicionak az érzékeléséhez tehat, referen-
ciaként képezni kell a benzaldehid és toluol aktivitas modositd hatastol mentes, illetve

azzal terhelt adatsorainak linearis regresszidjat. A 19. dbran lathato, hogy az alkalma-
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zott inhibicid szerepe szembetling a regresszids paraméterek valtoztatasaban. A gatloha-
tasnak a novekvo mértéke 0sszhangban van a regresszids egyenesek meredekségének a
novekedésével, illetve a tengelymetszet csokkenésével. A kiillonboz6 inhibiciomértékkel
terhelt regresszios egyenesek kovariancia analizissel szignifikansan megkiilonboztethe-

tok egymastol (lasd 11.7 melléklet).
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Benzaldehid relativizalt inhibicios és inhibicidmentes adatsora

19. abra. Kiilonbozé erdsségii inhibicios hatds indikdlasa a szubsztrdtok relativizalt adatsorainak korre-
laltatasaval

Az alkalmazas kiterjeszthetd az aktivalasi hatasok érzékelésére is. Ha egy
aktivator komponens kovetkeztében a lebontédsi reakcid nagyobb sebességgel megy
végbe, akkor a fentiekhez hasonlé modon, de ellentétes iranyban modosul a kinetikai
gorbe alakja. Az algoritmusban ezt a hatdst a Vs paraméter novelésével modelleztem.
A regressziOs egyenes paraméterei az inhibicids esethez képest ellenkezd iranyba mo-
dosulnak. Aktivalas esetén a meredekség csokken, a tengelymetszet pedig novekedik
(20. dbra).
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Benzaldehid relativizalt aktivalasi hatassal terhelt és mentes adatsora

20. abra. Kiilonbozd erdsségii aktivaldsi hatds indikdlasa a szubsztrdtok relativizalt adatsorainak korre-
laltatasaval

6.1.6 Enzimaktivitast modosito hatas mértékének szarmaztatasa

Az inhibicios és aktivalasi adatsorok korrelaltatdsakor kapott linearis regresszios
paraméterek tovabbi értékelési lehetdségeket kinalnak. Amennyiben az enzimaktivitas
valtozasaért a szennyezett kozeg egy konkrét komponense (szenny6 anyag) a felelds és
ennek a komponensnek a koncentracié valtozasat kelld pontossadggal és megbizhatdsag-
gal mérni tudjuk, ebben az esetben a modositd hatas mértékének, erésségének becslése
is lehetséges. A tengelymetszet, illetve meredekség paraméterek, illetve a befolyasolod
komponensek koncentracioi abszolut értékeit egymassal korrelaltatva és a pontokra ex-
ponencialis gorbét illesztve vizualizalhatova tehetjiik az inhibicidés hatast. A gorbe
egyenletét felhasznalva empirikus megallapitasokat tehetiink a cél szennyezdanyag le-
bontasanak gatlasarol/aktivalasarol. A megallapitasnak a karmentesitési beavatkozasok
gyakorlati alkalmazasa soran lehet fontos jelentdsége, mivel ezen ismeretek birtokaban
az egyes folyamatok iddigénye megbecsiilhetévé, hatékonysaguk tervezhetévé valnak.
A biodegradacios modell esetén alkalmazott kiilonb6z6 toluol, — mint inhibitor — kon-
centraciok felhasznalasdval mutatja be a 2/. abra a korelaltatott adatpontokra illesztett

exponencialis gorbéket.
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21. abra. Inhibitor koncentraciok és a regresszios paraméterek kozotti kapcsolat exponencialis fiigQ-
vennyel kozelitve

elemzésével

6.1.7 Inhibicié és aktivalas érzékelése a kinetikai adatsorok fokomponens-

A fékomponens-elemzés modell adatainak egyik objektummatrixa (D) a 13. tdb-

lazathan lathato. A PCA alkalmazasa lehetséget teremt arra, hogy a kinetikai gorbék-

hez tartozo szubsztrat pontokat a ,,loading plot” abrak vizualizaljak.

13. tablazat. Modell komponensek referencia és inhibicios adatsorainak elrendezése PCA objektummat-

rixban
TOLUOL BENZALDEHID BENZAL_INH3 BENZAL_INH2  BENZAL_INH1
1 1 1 1 1 1
2 0,94117 0,90234 0,98494 0,99381 0,99911
3 0,90333 0,84183 0,97465 0,98919 0,99844
33 0,21109 0,09586 0,39661 0,66577 0,93566
34 0,19993 0,08892 0,37234 0,64707 0,93091
35 0,18926 0,08221 0,34869 0,62829 0,92586

A PCA felbontas eredményeként kapott ,,loading” matrixokbol, az els6 két f6-

komponens terében abrazolt modell komponensek pontjaink elhelyezkedése leképezi a

kinetikai gorbék alaki, monotonitasbeli valtozasanak sajatossagait. Kozos ,,loading-

plot”-on ébrazolva az inhibicioés és aktivalasi modell komponensek pontjait, azok elhe-

lyezkedésébdl néhany torvényszertiség korvonalazodik.
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22. abra. Modell szubsztrdtok elhelyezkedése inhibicio és aktivdlasi hatas eredményeképpen az elsd kettd
fékomponens-egyiitthato sikjaban abrazolva

A modellben alkalmazott kiilonb6z¢ erdsségli inhibicios- és aktivalasi hatdsok
alatti szubsztratok pontjai jol elkiilonithetd a referencianak tekinthetd, modositd hatastol
mentes ,,BENZAL” ponttdl. Az inhibiciés hatassal terhelt szubsztrat pontok
(BENZAL_INH1-3) az els6, mig az aktivalasi hatassal moddositott pontok
(BENZAL_AKT1-3) a negyedik térnegyedben helyezkednek el. A referencia ponthoz
viszonyitott tavolsaguk az ellentétes iranyban, az aktivitismodosito hatas erdsségével
aranyosan nd. A pontok elkiiloniilése sokkal inkabb a méasodik fékomponens egytitthato
esetében jelentkezik, mig a pontok elhelyezkedéséhez vald hozzajarulasa az elsdé f6-

komponens-egyiitthatonak joval diszkrétebb (ldsd 22. abra).

6.2 Biokatalitikus szennyezd anyag lebontdas laborkisérletei és eredményei

Foldigiliszta extraktummal végzett biokatalitikus lebontasi kisérleteink soran
szignifikans koncentraciocsokkenést nem minden egyes szennyez6 komponens esetében
tapasztaltam. Az extraktum csekély diklormetan, toluol és aceton bontoképességgel
rendelkezett, azonban jelentés volt a koncentracidcsokkenés benzaldehid, ciklohexanol,
¢s etilacetat esetében. A lehetséges inhibicios vagy aktivalasi hatasok észlelése, kizaro-
lag az utobbi szennyezdok esetén valt lehetségessé. A GC-MS elvalasztasok jelentds ido-
igénye miatt, viszonylag korlatozott szamt primér kinetikai adat (mintavételi pont) volt
tervezhetd, illetve elérhetd. Ezért az értékelési eljarasokhoz sziikséges adatmennyiséget,

az egyes szennyezOk primér kinetikai mérési pontjaira exponencialis gorbét illesztve és
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az illesztett fiiggvényt felhasznalva ,kvdzi mérési” adatok szolgaltattak az értékelések
kinetikai adatsorait. A tovabbi regresszios és fokomponens elemzéshez, a benzaldehid
kiilonbozo lebontasi feltételek mellett végrehajtott kisérleteit valasztottam ki az értéke-
1és gondolatmenetének szemléltetéséhez. A giliszta extraktummal végzett benzaldehid

kisérletek eredményei a 23. abran lathato.
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23. abra. Giliszta extraktummal végzett benzaldehid biokatalitikus lebontdsa. Az egyes pontok az abran a
relativizalt kisérleti koncentracio adatokat jeloli, mig a vonalak pontokra illesztett exponencialis fiigg-
vénnyel nyert ,, kvazi” mérési kinetikai adatsorokat jeloli.

A Kkisérletekben modellezendd inhibicids és aktivalasi hatasokhoz képeztem a
szennyezOk és egyéb komponensek keverékét, illetve vizsgaltam a benzaldehid lebom-
lasat onalld szubsztratként is. A feltételezett inhibicidos adatsort a tovabbiakban
»BENZAL MIXED”, az aktivalasit ,BENZAL AKT”, mig a mintdban csak 6nmaga-
ban jelenlévd szennyezOnek az adatsorat ,BENZAL SINGLE” feliratok jelolik.
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24. abra. Eltérd dsszetételii benzaldehid mintdk giliszta extraktummal végzett kisérleti adatsorainak kor-
relaltatisa. A ,,BENZAL MIXED” a vizsgalt szennyezok keverékét, a ,, BENZ AKT” benzaldehid és KCI
keverékét jeloli, mig a ,, BENZAL SINGLE” esetében csak benzaldehid szerepelt a mintaban.

A 24. abran mindharom lebontasi kinetikai adatsor abrazolt. Az aktivitas modo-
sitd hatas nélkiili adatsoranak (BENZAL_SINGLE) autokorrelaciojat tekinthetjiik refe-
rencia adatsornak, amelynek egységnyi meredekségéhez és zérus tengelymetszetéhez
viszonyithatjuk a regresszids paraméterek valtozasat a tobbi gorbe esetén. A reakcidoko-
zegbe kalium-kloridot juttatva, a benzaldehid-koncentracido csokkenése egységnyi id6
alatt gyorsabb volt (lasd 23. abra), azaz az extraktum specifikus szennyez6 anyag le-
bontd képessége novekedett. Az igy kapott adatsort a referenciaval korrelaltatva, a mo-
delladatoknal is tapasztalt regresszios paraméter valtozasi trendet kapjuk. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a K ion aktivalja a benzaldehid lebontasat. Ezt a megallapitast
alatamasztja Livingstone és Fewson (1972) munkaja is, akik benzaldehid dehidrogenaz
(EC.: 1.2.1.28) aktivitasnovekedést tapasztaltak egyszeresen pozitiv kationok — tobbek
kozott K™ ion — jelenléte mellett. Az is szembetiing az abrabol, hogy ha a benzaldehid
mellett mas komponensek is jelen voltak a mintdban, az aldehid lebontasi sebessége
csokkent. Ennek megfelelden a regresszids egyenes meredeksége novekedett, tengely-
metszete pedig csokkent, ami a modellezett adatok regresszids paramétervaltozasi tor-

vényszerliségeivel 6sszhangban vannak.
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25. abra. Eltéré osszetételi benzaldehid mintdik qQiliszta extraktummal végzett PCA  elem-

zés,, loading "plotja az elsé kettd fGkomponens-egyiitthaté sikjaban. A jelolések jelentéstartalma azonos a
17. abraval

A modell adatokhoz hasonléan a kiilonb6z0 ,,iranya” aktivitasmodosito hatas al-
tal befolyasolt szubsztrat pontok elhelyezkedése eltérd térnegyedbe, illetve egymashoz
¢és a referenciahoz viszonyitott elhelyezkedésiik elkiilonitheté egymastol. A modell ada-
tok PCA értékeléséhez hasonldan a pontok PC2 tengelymentén vald elmozdulasa erétel-
jesebb, féleg az aktivalasi hatas esetében, ami 6sszhangba hozhato a referencia kinetikai
gorbéhez viszonyitott monotonitasmérték valtozassal (25. dbra)

A giliszta-extraktummal végzett kisérletek eredményeibdl kdzvetleniil nem volt
lehetséges egyértelmiien meghatarozni, hogy a benzaldehid biologiai lebontasanak gat-
l16hatasa melyik reakcié Osszetevd (szennyezO komponens, adalékanyag) jelenlétének
tudhato be. Ezért németorszagi méréseim soran az 5.3.2 fejezetben mar ismertetett szén-
hidrogén szarmazékok karmentesitésére kifejlesztett termékkel végezhettem tovabbi
kisérleteket. Ezek a vizsgalatok lehetdséget teremtettek arra, hogy az eddig alkalmazott
modszert tovabbi mérésekkel tesztelhessem. A gilisztakivonattal végzett vizsgalatok
tapasztalatait felhasznalva torténtek a gdzkromatografias elvalasztasok, melyek kozil itt
csak a modszer alkalmazasi szempontjabol relevans eredményeket mutatom be.

Szamos szakirodalomi forras beszamol a toluol biotoxicitasarol, illetve a mikro-
organizmusok gyarapodasara kifejtett gatldo hatasrol. (INOUE & HORIKOSHI 1989;
DONALD et al., 1991; NAHAR et al., 2000). Wackett és munkatarsai eredményei is
visszaigazoljak (WACKETT et al., 1988), hogy a toluol egyik lehetséges aerob lebonta-
si koztes terméke a benzaldehid, ami a benzil-alkolhol oxidaciojabdl keletkezik és a mar
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emlitett dehidrogenaz enzim segitségével tovabb oxidalodik benzosavva. Ugyanakkor
Altenschmidt és Fuchs (1992) denitrifikalo Pseudomonas torzsek segitségével, anaerob
koriilmények kozott is képes volt a toluolt elébb benzil-alkohol majd azt benzaldehidre
bontani. Ferreira és munkatarsai (2009) kimutattak, hogy a benzaldehid oxidacios 1épé-
sét alkohol oxid4az enzimek (pl. aryl-alkohol oxidaz EC.: 1.1.3.7) szintén képesek to-
vabb katalizalni, hidrogén-peroxid keletkezése és a FAD koenzim regeneralodasa mel-
lett. Korabbi munkajukban (FERREIRA et al., 2005) ugyanezen enzim kompetitiv inhi-
bitoraként jellemzik a toluolt (Ki = 0,75 + 0,05 mM).

A biokatalitikus termékkel végzett szennyezd anyag lebontasi kisérletekbol
szarmazd benzaldehid és toluol kinetikai gérbék — a mar ismertetett exponencialis gor-

beillesztéssel — a 26. dbran lathato.
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26. abra. Biokatalitikus termékkel végzett benzaldehid és toluol lebontdsi kisérletek. Az egyes pontok az
dabran a relativizalt kisérleti koncentracio adatokat jel6li, mig a vonalak pontokra illesztett exponencidalis
fliggvénnyel nyert ,, kvdzi” mérési kinetikai adatsorokat jeloli. ,,SINGLE”: az adott komponens énmagd-
ban, ,, MIXED” a két komponens keverékeként tortént a vizsgdlat.

A benzaldehid és toluol biokatalitikus lebontasi sebessége ugyanazon koriilmé-
nyek kozott jelentdsen eltérnek egymastol. A termékben 1évd baktériumok aldehid le-
bontd képessége nagyobb volt, mint a toluol esetében. Mind a benzaldehid
dehidrogendz ¢és mind a toluol lebontasaért felelés enzimek (toluol mono- ¢és
dioxygenazok) az oxireduktdzok csoportjaba tartozik. A komponensek keverékének
vizsgalatakor (MIXED) a benzaldehid lebontédsi sebessége jelentdsen csdkken, ebbdl

feltételezhetd a két komponens biokatalitikus lebontasa soran az antagonisztikus kap-
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csolat (HERKE et al., 2015) . Ezek a megallapitasok megerdsitik, hogy benzaldehid —

toluol keverékek biokatalitikus vizsgalatai soran inhibicios hatasok jelentkezhetnek.
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27. abra. Benzaldehid és toluol szennyezok onmagukban és keverékkeént biokatalitikus kisérleti adatsorok
egymassal torténo korrelaltatasa. ,,MIXED” a vizsgalt szennyezok keverékének (toluol és benzaldehid),
mig a ,,SINGLE” esetében csak toluol vagy benzaldehid szerepelt a mintdiban.

A 27. dbra a toluol és benzaldehid komponensek kiilon-kiilon, illetve keveré-
kiikbdl szarmazé adatsorok korrelaltatasat, illetve az egyenesekhez tartozd regresszios
paramétercket mutatja be. Az eredmények a szakirodalmi megallapitasokon tal a modell
adatsorok esetén tapasztaltakkal is 6sszhangban van. A toluol benzaldehid enzimatikus
lebontasara kifejtett gatlohatasa érzékelhet6 a keverék adatsorok regresszios egyenesé-

nek meredekség novekedésébdl, illetve a tengelymetszet csokkenésébol.
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28. abra. Benzaldehid és toluol szennyezék onmagukban és keverékként biokatalitikus kisérleti Kinetikai
gorbéinek PCA elemzése ,, MIXED” a vizsgalt szennyezék keverékének (toluol és benzaldehid), mig a
»SINGLE” esetében csak toluol vagy benzaldehid szerepelt a mintaban.

A PCA felbontas eredményeként kapott ,,loading plot” abrajan a benzaldehid
onmagaban (BENZAL_SINGLE) és toluollal képzett keverékének (BENZAL_MIX)
biokatalitikus lebontasi gorbéit megjelenité pontok egymashoz viszonyitott térbeli elkii-
16niilése szembetling (28. dbra). Az inhibicio hatasara a csokkené monotonitasmértékii
gorbét megjelenitd pont a negyedik térnegyedben az origd iranyaba mozdul el. Ebben az
esetben mind az elsd és mind a mésodik fékomponens-egylitthatd hozzajarulasa a pont
térbeli elhelyezkedéséhez szamottevéen csokken. A toluol esetében mind referencia és
mind keverék elegyben tapasztalt kdzel azonos lebontasi dinamikat jellemz6 pontok
egymashoz kozel esnek, de egymashoz viszonyitott elhelyezkedésiik megegyezd a ben-
zaldehidével.

Az értékelést tovabbi, a karmentesitések gyakori szennyezdivel is teszteltem. A
részletesen tanulmanyoztak. Szamos publikaci6 sziiletett mar ezen a téren. Egyes forra-
sok a benzol lebontasanak kompetitiv inhibicios gatlasat irtak le toluol jelenlétében
(CHANG et al., 1993; REARDON et al., 2000; HAMED et al., 2003) mig, Oh és tarsai
(1994) nem tisztan kompetitiv gatlast tapasztaltak. A relativizalt kisérleti Kinetikai gor-
bék a 29. abran lathatok. Mindkét komponens lebontasi sebessége modosul, azonban a
benzol degradacio csokkenése — a benzaldehidhez hasonldan — joval erdteljesebb mind a

sajat, mind az dnmagaban torténd vizsgalatakor, a toluol lebontasi sebességéhez képest.
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29. abra. Biokatalitikus termékkel végzett benzol és toluol lebontdsi kisérletek. Az egyes pontok az abran
a relativizalt kisérleti koncentracio adatokat jeldli, mig a vonalak pontokra illesztett exponencidlis fiigQ-
vennyel nyert , kvazi” mérési kinetikai adatsorokat jeloli. ,,SINGLE”: az adott komponens énmagaban,
MIXED” a két komponens keverékeként tortént a vizsgalat.

A kinetikai gorbék korrelaltatasakor a modell adatokhoz és a benzaldehid kisér-
letek kapcsan bemutatott abrdkhoz hasonloan véltoznak meg a regresszios paraméterek
(30. dbra). Az inhibicid hatasa jelentés mértékben befolyasolja mind a kinetikai gorbék,
alakjat mind a regresszios egyenesek paramétereit. A komponensek keverékeib6l szar-
maztatott adatsorok (MIXED) regressziojanak paraméterei ez eddig bemutatottakkal
Osszhangban vannak, visszaigazolva a szakirodalomban is szerepl6 benzol-toluol kom-

ponensek kozotti negativ gatlohatést.
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30. abra. Benzol és toluol szennyezék onmagukban és keverékként biokatalitikus kisérleti adatsorok egy-
massal térténd korrelaltatasa. ,, MIXED” a vizsgalt szennyezok keverék (toluol és benzol) mintajanak a
jelolése, mig ,,SINGLE” esetében csak toluol vagy benzol szerepelt a mintaban.

A benzol és toluol keverékekbdl szarmaztatott kinetikai gérbéket jel6lé pontok a
fokomponens-egylitthatd abrdn szintén eltérd negyedben helyezkednek el, mint a
referencia pontok. A  benzol keverék pontjanak (BENZOL_MIX) térbeli
elhelyezkedéséhez, a referenciaponthoz képest mindkét fékomponens-egyiitthatd
hozzajarulasa megvaltozik, mig a toluol hasonld pontjanak esetében (TOL_MIX) ez csak
a PC2 tengely értékeiben tetten érhet6 (31. abra). A pontok térbeli elhelyezkedése az
elsd két fokomponens egyiitthato terében relativ, azok jabb, a PCA elemzésbe bevont
adatsorok hatdsara megvaltoznak (lasd pl. 25. és 28. dbrak). Az aktivitaismodositd
hatasok érzékeléséhez sziikséges egy elére definialt referencia pont kijeldlése,
esetlinkben ez a vizsgalt komponensek dnmagukban torténd biokatalitikus lebontasa

volt.
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31. abra. Benzol és toluol szennyezék onmagukban és keverékkeént biokatalitikus kisérleti kinetikai gorbé-
inek PCA elemzése ,MIXED” a vizsgalt szennyezok keverékének (toluol és benzaldehid), mig a
»SINGLE” esetében csak toluol vagy benzaldehid szerepelt a mintiban.

6.2.1 Kinetikai paraméterek meghatarozasa kisérleti adatokbdl

Az 5.2.1 fejezetben bemutatott regresszids eljarasokkal a kisérleti adatsorokbol
meghatarozhatok a Ky és Vmax kinetikai paraméterek. A referencia paraméterekhez vi-
szonyitott megvaltozasukbdl nem csak az inhibicios hatas jelenlétére illetve mértékére,
hanem annak tipusara (kompetitiv, nemkompetitiv, kevert) is kovetkeztethetiink. A ben-
zol-toluol biokatalitikus termékkel végzett lebontasi kisérletek eredményeit felhasznal-
va, a tobbvaltozos linearis, illetve a Lineweaver—Burk eljarassal szamitott benzol kine-
tikai paraméter eredményei a 14. tabldzatban bemutatott.

14. tablazat. Benzol kinetikai paraméterei a két kiilonbozd becslési eljards eredményeképpen. Az adatok
a kisérlet haromszoros ismétlésébol szarmaznak.

Benzol referencia kisérlete (SINGLE) Benzol-Toluol keverék kisérlete (MIXED)
Tébbvaltozos linearis Lineweaver-Burk becs- Tobbvaltozos Lineweaver-Burk
lés linearis becslés
(n’gﬂ/l) 194,22 + 52,38 57,82 +14,60 478,15 + 150,60 534,20 + 82,613
‘(/;'"T)( 20,49 + 297 6,49 +0,46 6,95 +4,30 2,98 + 147
(ms;/l) 316,93 + 8,23 - 366,17 +17,93 -

Mind a tobbvaltozos linedris és mind a Lineweaver—Burk becslés meglehetdsen
megbizhato adatokat szolgaltat, amit a szoras adatok is visszatiikroznek. A tobbvaltozos
megkozelités esetében, lehetdség van a kiindulasi szubsztrat koncentraci6 meghataroza-

sara is. A mért kiindulasi szubsztrat koncentraciok, 374, 63 + 2,8 és 362,33 + 11,09
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mg/l voltak, amelyek az alkalmazott modszerrel meglehetdsen pontosan szamithatok
(lasd 14. tablazat). Ugyanakkor a két eljaras altal becsiilt értékek szisztematikusan el-
térnek egymastol. Ugyanazon paraméterek esetében a tobbvaltozds becslés nagyobb
értékeket ad eredményiil. A kiilonbség természetesen az analitikai mérések esetén min-
dig jelen 1évo hibahatasnak is tulajdonithat6. Mivel pontos ismeretekkel nem rendelkez-
tem a benzol lebontasat végzé mikroorganizmussal, illetve enzimmel kapcsolatban,
ezért a két eljaras pontossagat értékelni, 6sszehasonlitani egymassal vagy szakirodalmi
adatokkal nehézkes. Mindazonaltal a 15. tablazatban 6sszegeztem a benzol kinetikai
paramétereit. Az idézett tanulmanyokban kivétel nélkiil Pseudomonas putida torzseket

hasznaltak a vizsgalatokban.

15. tablazat. Benzol szakirodalmi Kinetikai (Ky és Vinax) paraméterei

Kiindulasi koncentracio 6nmagéban (SINGLE) Keverékben (MIXED) .
Referencia
(mg/l)
Vmax () Ku (mg/l) Vmax (') | Ku (mg/l)

12 0,85+0,23(0,08 +0,03|0,48 £0,21 Bielefeldt & Stensel 1999
0,48 3,1 0,337 28,5 )

60 Trigueros et al., 2010
0,34 30 - -

43 0,73+£0,03/0,12+0,02 - - Reardon et al., 2000

70 0,44 3,36 - - Ohetal., 1994

Ennél sokkal hangsulyosabb megallapitas, hogy mindkét regresszios szamitas
esetében a kinetikai paraméterek valtozasa ugyanazt a trendet koveti. Ky értéke a refe-
rencia kisérletekhez viszonyitva (194,22 + 52,38 és 57,82 + 14,60) mind a tobbvaltozos
(478,15 + 150,60) és mind a Lineweaver—Burk-féle értékelés (534,20 + 82,613) esetén
novekedett. Ezzel egyidejiileg a vmax értéke rendre kisebb a benzol-toluol keveréknél. A
kinetikai paraméterek ilyen iranyl megvaltozasa a két szennyez6 komponens kozotti
kevert inhibicios hatasra utalhat. Ez az eredmény &sszhangban van, azokkal a szakiro-
dalmi megallapitdsokkal, amik az aromas szénhidrogének kozott fellépd és azok
biodegradacios lebontasat negativ vagy pozitiv modon befolyasolni képes kdlcsonha-

tasként irjak le (ARVIN et al., 1989; SMITH et al.,1991; OH et al., 1994).
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7. OSSZEFOGLALAS, TEZISPONTOK
7.1.0sszefoglalas

Dolgozatomnak az egyik 6 célkitiizése a biokatalitikus karmentesitési eljarasok
gyakorlati alkalmazasanak azon problematikus témakdorére fokuszalt, amely a szennye-
z6 komponensek nagyfoku heterogenitasakor jelentkezhet. Az egyes komponensek Ko-
zOtt1 inhibicios vagy aktivalasi hatasok érzékelése, felismerése a karmentesitési beavat-
kozasok tervezhetdségének elengedhetetlen részét képezi.

A biodegradacios folyamatok vizsgalatdhoz létrehoztam egy a Michaelis—
Menten Kinetikan alapuldé modellt, melynek kiilonboz6, enzimaktivitast befolyasold —
aktivalasi és gatlasi — feltételekkel kiegészitett megoldasait is szarmaztattam.

Kidolgoztam egy tobbvaltozos megkdzelitésen alapuld az enzim kinetikai para-
méterek becslésére felhasznalhatdo gyors és egyszerli eljarast, melynek eredménye a
konvencionalisnak tekintheté Lineweaver—Burk-féle kettés reciprok eljarashoz képest
joval megbizhatobb és pontosabb becslést tesz lehetévé. Modell adatok segitségével
mindkét becslés josagat ellendriztem zaj-, illetve inhibicios hatas alkalmazasa esetén.

Kidolgoztam a kinetikai adatsorok regresszids analizisén alapuld eljarast, mely-
nek segitségével egy komplex szennyezddés esetén lehetségessé valik a szennyezd
anyag lebontasi sebességet befolyasold hatasok érzékelése. A kinetikai adatsorok PCA-
val torténd vizsgalataval vizudlisan is érzékelhetdvé tehetd az enzim aktivitds modosu-
lasa. Az eljaras tesztelését mind modell és mind kisérleti adatsorokon teszteltem. Kisér-
leti eredményekbdl érzékelt inhibicios hatas tipusa az ismertetett tobbvaltozos linearis
regresszios modszerrel — a Kinetikai Ky és Vmax paraméterek szamitasan keresztiil —

meghatarozhato.
7.2.Tézispontok
Kutatomunkam eredményeibdl a kdvetkezo tézispontok fogalmazhatok meg:
1. tezis
Biokémiai folyamatok kinetikai paraméterbecslését a kidolgozott tobbvalto-

z6s linearis regresszi6 hasznalataval pontosabban lehetséges Kivitelezni a

Lineweaver—Burk-féle kettosreciprok becsléshez viszonyitva.

Michaelis—Menten tipusu kinetika esetén a szubsztrat koncentraci6 idébeli val-

tozasanak kifejezésére szolgald differencidlegyenlet implicit forméban kifejezve:
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Ky - In (ﬂ) + [S] - [SO] = —VUnmax 't ,

[So]
(18
Y=In <[ 0]>

X=S

¢s az alabbi behelyettesitéseket

elvégezve kapjuk a kovetkezd dsszefiiggést:
KMY+X_ [So] = _Umax't.

A tobbvaltozos linearis regresszio egyiitthatdi a biokémiai atalakulds paraméte-
reinek alternativ becslései. A megkdzelités kikiiszoboli a Lineweaver—Burk-féle eljaras
esetén sziikséges differencialasi 1épéskozbol eredd hibat, tovabba az adatsorra
szuperponalt zajhatast részlegesen tompitja, melynek eredményeképpen nagysagren-
dekkel pontosabb, kisebb szorasértékii becslést tesz lehetévé (lasd (15.a-b. és 16.a-b.
abrak)

2. tézis
Az elméleti hibaanalizis Arv-re, vagyis a maximalis reakciésebesség

reciprokanak hibajara vonatkozo elméleti megallapitasat, nevezetesen a

Arv=Aht-KM + K +K"2’1 +i -AhS+K—M~In S | AKv
S, \S-S, SZ S, S, (S,) Kv

szarmaztatott osszefiiggést megerdositettem modellezett adatok felhasznalasaval is,
vagyis, hogy alacsonyabb szubsztrat koncentraciok esetén a becslés pontossaga

fiigg a szubsztrat koncentracio mérési/becslési hibajatol (zajtol).

Az elméleti Osszefiiggés kihangstulyozza a maximalis reakcidosebesség becslé-
sének kiindulasi szubsztrat koncentraciotol valo fiiggését, melyet a kovetkezd 17.a. ab-

ra, a modellezett adatok felhasznalasaval érzékeltet.
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17.a. abra. 4 benzaldehid kiindulasi koncentrdcidinak hatdsa a -1INnyqy becsiilt paraméter szorasértékei-
re 5%-os zaj esetén (tobbvaltozos linearis modellbecslés)

Ez a megallapitas, egyben ravilagit a Lineweaver—Burk-féle becslés egyik
gyengeségére is, ugyanis a legkisebb szubsztrat koncentraciohoz tartozo és ezaltal a
legnagyobb mérési hibaval meghatarozott kezdeti sebesség adatok reciprokai lesznek a
legnagyobb szdmértékiiek. Ezaltal befolyasolva majd az illesztett egyenes paramétereit,

igy téve pontatlannd a v, becslését.
3. tézispont

Szennyez6 komponensek azonos feltételek (6nmagukban, illetve keverék-
ként) mellett torténé enzimatikus lebontasi adatsorai korrelalhatnak egymassal. A
korrelaltatott adatokra illesztett regresszios egyenes paraméterei (meredekség és
tengelymetszet) az enzimaktivitast befolyasolo hatas kovetkezményeként szignifi-

kansan megvaltoznak.

A referencia adatsor regresszids egyenes paramétereihez viszonyitott valtozas
iranyabol meghatarozhatd, hogy inhibicié vagy aktivalas befolydsolja-e a lebontas se-
bességét. Inhibicio esetén az egyenes meredeksége novekedni, a tengelymetszet pedig
csokkeni fog, mig aktivalasi hatas esetén a paraméterek valtozasa ellentétes iranyu lesz.
A paraméterek valtozdsanak mértéke aranyos a modositd hatds erésségével. A tézis
ponthoz tartoz6 grafikus interpretalast modell adatok esetén lasd a dolgozat 19. és 20.
abrajanal, mig a kisérletek soran tapasztalt hatasok érzékelése a 24., 27., és 30. dbran
bemutatott. Az elsé tézispontban ismertetett paraméterbecslési eljarassal az érzékelt

inhibicion til, annak tipusa is meghatarozhato.

82



10.13147/NYME.2015.031

4. tézispont

A Kkorrelaltatott adatsorok regressziés paramétereinek és az inhibiciot kifej-
t6 komponens koncentraciojanak kapcsolatabol empirikus uton szarmaztatni le-
hetséges az enzimaktivitast modosité hatas erdsségét. Ezt a hatast a két mennyiség

kozotti exponencialis fiiggvény kapcsolattal fejezhetjiik Ki.

12

W Meredekség  Tengelymetszet értékek
y = 0,6763¢0155% y = 0,1403¢0.263
R?=0,8632 2= 0,974

Meredekség és tengelymetszet értékek

0 20 40 60 80 100
Inhibitor koncentracio (uM)

21. abra. Inhibitor koncentrdciok és a regresszios paraméterek kozétti kapcsolat exponencid-
lis fiiggvénnyel kozelitve

Exponencialis fiiggvényt illesztve az inhibitor koncentraciok és az abszolut ér-
tékben vett tengelymetszet, illetve meredekség adatok korrelaciojabol kapott adatokra
az inhibicios hatés erdssége kifejezhetdvé valik, igy tovabbi informaciokat szolgaltathat
az inhibicioérzékelés regresszios alapokon torténd megkozelitése, értékelése. Inhibitor
helyett az aktivator koncentracid értékeket alkalmazva az aktivalasi hatds mértéke is

s

szamszer(sithet6 ezzel a megkozelitéssel.

S. tézispont
Fokomponens-elemzés hasznalataval a kinetikai gorbék alaki sajatossagai
leképezhetok a ”loading plot” elsé két fokomponens-egyiitthato terében, melyek

elhelyezkedése visszatiikrozi az enzimaktivalasi hatasok jelenlétét.

Az alkalmazas az aktivitismodosulas gyors vizualizalasara alkalmazhato. Az
elemzéshez minden esetben sziikséges bevonni az inhibicié vagy aktivalas mentes ,,re-
ferencia” kinetikai adatsort, mivel a ,]loading plot”-0on az azt megjelenitd szubsztrat
ponthoz torténik a tobbi pont elhelyezkedésének viszonyitasa. Ezek alapjan valik lehet-
ségessé a modositod hatdsok érzékelése, s mértékiik szamszerisitése.
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8. KITEKINTES

A Kkutatasi teriilet néhany tovabbfejlesztési lehetdséget kinal. Az egyik ilyen a
komplexebb lebontasi/inhibicios modellekre valo alkalmazasa, illetve 0j szennyez6dé-
sek (klorozott szénhidrogének, peszticidek) kapcsan tapasztalt enzimaktivitds modosu-
lasi hatasok modellezése. Az értékelés hatranyaként lehet megemliteni a nagy adat-
igényt, erre a problémara megoldast adhat az egyes spektrofotométeres enzimaktivitas
mérések, melyek alkalmazasa tovabbi koltség- ¢s idéhatékony megoldast is jelenthet-
nek.

Egy tovabbi lehetdség a sokvaltozos adatelemzési modszerek lehetnek. Kujur és
Kumar-Patel (2013) munkajukban kiilonb6z6 talajtipusok fizikai és kémiai sajatossagait
korrelaltatta a talajokban talalhaté enzimek Ky, Vmax €S Vmax/Km paramétereivel. Fékom-
ponens-elemzés alkalmazasaval jol elkiiloniilhetévé tették egymastol az egyes talajtipu-
sokat, illetve paramétereik alapjan jellemezni tudtak azok eredeti, enzimjeik altal torté-
né szubsztrat bontd képességiiket. Ugyanezen elven keresztil a kiilonbdzd
biokatalitikus termékeket is jellemezhetjiik szennyez6désbontd képességiik alapjan,
illetve kivalaszthatjuk a legmegfelelobbet a szennyezett teriilet fizikai-kémiai sajatossa-
gainak megfelelden. A vizsgalat soran elengedhetetlen a kinetikai paraméterek gyors és

pontos meghatdrozésa.

A kidolgozott paraméter becslési modszer tovabbi fejlesztésére kinal lehetdséget
a tobbvaltozos linearis megkdzelités kombinalasa, egylittes hasznalata a nemlineéris
modszerekkel. Ebben az esetben, az utobbi eljarashoz sziikséges, mar emlitett kezdeti
paraméterek kivalasztasa precizebben kivitelezhetdvé valna, elkeriilhetévé valna a tobb

lokalis megoldasbol adodo pontatlan becslés.

84



10.13147/NYME.2015.031

9. KOSZONETNYILVANITAS
Ezuton szeretném megkdszonni témavezetdém Dr. Németh Zsolt Istvan sziintelen
tamogatasat, iranymutatasat, tovabba hasznos elméleti és gyakorlati tanacsait, melyek-
kel munkamat segitette.

Koszonettel tartozom tars-témavezetomnek, Dr. Cserny Tibornak is, aki fi-
gyelmemet a kdrnyezeti kdrmentesités jelen teriiletére iranyitott a témavalasztas soran.

Tovabba koszonetemet fejezem ki a Kémiai Intézet minden dolgozojanak, tob-
bek kozott Dr. Rétfalvi Tamas intézetigazgatonak, aki lehetové tette szamomra a GC-
MS analitikai technika alkalmazasat kisérletes munkam soran.

Koszonettel tartozom Dr. Thomas Maskownak, a Helmholtz Kutaté Intézet
professzoranak is, aki németorszagi Osztondijam sordn lehetdséget biztositott a
biokatalitikus termékkel végzett kisérleteim kivitelezéséhez.

Végiil, de nem utolsosorban kdszondm csaladomnak és paromnak a folyamatos
batoritast, erkdlcsi-emberi tdmogatast, amire az olykor nehézkes és rogds doktori mun-

ka soran mindig szamithattam.

85



10.13147/NYME.2015.031

10. HIVATKOZOTT IRODALOM

ABU LABAN, N., SELESI, D., RATTEI, T., TISCHLER, P., MECKENSTOCK, R.U.
(2010): Identification of enzymes involved in anaerobic benzene degradation by a
strictly anaerobic iron-reducing enrichment culture. Environmental Microbiology,
12.2783-2796.

AEHLE, W. (ed) (2003): Enzymes in industry: production and applications. Second
edition, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim, Germany.

AHUJA, S.K., FERREIRA G.M., MOREIRA A.R. (2004): Utilization of enzymes for
environmental applications, Critical Reviews in Biotechnology, 24(2-3). 125-154.

ALCALDE, M., FERRER, M., PLOU, F.J., BALLESTEROQOS, A. (2006): Environmen-
tal biocatalysis: from remediation with enzymes to novel green processes”, Trends in
Biotechnology, 24(6). 281-287.

ALEXANDER, M. (1999): Biodegradation and bioremediation. Academic Press,
Sandiego, Californa

ALTENSCHMIDT, U., FUCHS, G. (1992): Anaerobic toluene oxidation to benzyl al-
cohol and benzaldehyde in a denitrifying Pseudomonas strain. Journal of Bacteriolo-
gy, 174(14). 4860-4862.

ALVAREZ, P.JJ., ILLMAN W.A. (2005): Bioremediation and Natural Attenuation:
Procces Fundamentals and Mathematical Models. John Wiley & Sons Inc., Hoboken,
New Jersey.

ANTON, A., BORIAN, Gy., FORGACS, J., HORVATH, ZS., LUKACS, L., LELIK,
Zs. (2006): Kornyezettechnika I1. Vituki Kht, Budapest.

ARVIN, E., JENSEN B. K., GUNDERSEN A.T., (1989): Substrate interactions during
aerobic biodegradation of benzene. Applied Environmental Microbiology, 55. 3221
3225.

ASGHER, M., NAWAZ-BHATTI, H., ASHRAF, M., LEGGE, R.L. (2008): Recent
developments in biodegradation of industrial pollutants by white rot fungi and their
enzyme system. Biodegradation, 19. 771-783.

ATLAS, R.M. (1981): Microbial degradation of petroleum hydrocarbons: an environ-
mental perspective. Microbial Reviews, 45(1). 180-209.

BAROTFI, 1. (2003): Kornyezettechnika. Mez3gazda Kiado, Budapest pp. 502-510.

BEJ, A. SAUL K.D., AISLABIE. J. (2000): Cold-tolerant alkane-degrading Rhodococ-
cus species from Antarctic. Polar Biology, 23. 100-105.

BIELEFELDT, A.R., STENSEL, D.H. (1999): Modeling competitive inhibition effects
during biodegradation of BTEX mixtures. Water Resources Managment, 33. 707-
714.

BEVC, S., KONC, J., STOJAN, J.,, HODOSCEK, M., PENCA, M., PRAPROTNIK,
M., (2011): ENZO: A web tool for derivation and evaluation of kinetic models of
nzyme catalyzed reactions. PLoS ONE 6(7).

BEVINGTON P.R. (1969): Data reeduction and error analysis for the physical sciences,
McGraw-Hill Book Co., New York

BRIGGS, E.G., HALDANE J.B.S., (1925): A note on the kinetics of enzyme action.
Biochemical Journal, 19(2). 338-339.

86



10.13147/NYME.2015.031

CHANG, M.-K., VOICE, T.C., CRIDLE, C.S. (1993): Kinetics of competitive
inhibition and co-metabolism in the biodegradation of benzene, toluene, and p-
xylene by two Pseudomonas isolates. Biotechnolgy and Bioengineering, 41. 1057-
1065.

CIPOLLONE, R., ASCENZI, P., FRANGIPANI, E., VISCA, P. (2006): Cyanide detox-
ification by recombinant bacterial rhodanese. Chemosphere, 63. 942-949.

DEEB, R.A., HU, H.-Y., HANSON, J.R., SCOW, K.M., ALVREZ-COHEN, L. (2001):
Substrate interactions in BTEX and MTBE mixtures by an MTBE-degrading isolate,
Environmental Science Technology, 35. 312-317.

DONALD, J.M., HOOPER, K., HOPENHAYN-RICH, C. (1991): Reproductive and
developmental toxicity of toluene: a review. Environmental Health Perspectives, 94.
237-244.

ELODI, P. (1980): Biokémia. Akadémia kiadé, Budapest pp. 266-277.

FERREIRA, P., MEDINA, M., GUILLEN, F., MARTINEZ, M.., van BERKEL,
W.J.H.,, MARTINEZ, A.T., (2005): Spectral and catalytic properties of aryl-alcohol
oxidase, a fungal flavoenzyme acting on polyunsaturated alcohols. Biochemical Jo-
urnal, 389. 731-738.

FERREIRA, P., HERNANDEZ-ORTEGA, A., HERGUEDAS, B., RENCORET, J.,,
GUTIERREZ, A., MARTINEZ, M.J., IMENEZ-BARBERO, J., MEDINA, M.,
MARTINEZ, A.T., (2009): Kinetic and chemical characterization of aldehyde
oxidation by fungal aryl-alcohol oxidase. The Journal of Biological Chemistry, 425.
585-593.

FRITSCHE, W. (1998): Umweltmikrobiologie, Grundlagen und Anwendungen. Gustav
Fischer Verlag, Jena

GIANFREDA, L., BOLLAG, J.-M. (2002): Isolated enzymes for the transformation and
detoxification of organic pollutants. In: R. G. Burns, R. Dick (eds). Enzymes in the
Environment: Activity, Ecology and Applications. Marcel Dekker, New York, 491-
538.

GIANFREDA, L., RAO, M.A. (2004): Potential of extra cellular enzymes in remedia-
tion of polluted soils: a review. Enzyme and Microbial Technology, 35. 339-354.

GRUIZ, K. (2003): A teriilethasznalat, a kornyezeti kockazat és a természetes Szennye-
z0 anyag-csokkenés Osszefiiggései. Kornyezetvédelmi fiizetek, BME OMIKK, 58-
60.

HAMED, T.A., BAYRAKTAR, E., MEHMETOGLU, T., MEHMETOGLU, U. (2003):
Substrate interactions during the biodegradation of benzene, toluene and phenol
mixtures. Process Biochemistry, 39. 27-35.

HEGYI, Gy., KARDOS, J., KOVACS, M. MALNASI-CSIZMMADIA, A,
MICSONALI A., NYITRAY, L., PAL, G., RADNAI L., REMENYI, A., VENEKEI,
I. (2013): Bevezetés a biokémiaba gyakorlati jegyzet. ELTE

HERKE, Z., NEMETH, ZS.l. (2011): Inhibicios hatasok kimutatdsa komplex enzim
rendszerekben statisztikai modszerekkel. Lakatos F., Polgar A., Kerényi-Nagy V.
(szerk.): Tudoményos Doktorandusz Konferencia, Konferencia-kotet, Nyugat-
magyarorszagi Egyetem Erdomérnoki Kar, NymE Kiad6

87



10.13147/NYME.2015.031

HERKE, Z., MASKOW, T., NEMETH ZS.I. (2015): New method for detection of cross
inhibition effects in the environmental biocatalytic processes. BioTechnologia (A
kézirat benyujtasra kertilt: 2015. 07.12.)

HUGHES, J., DUSTON, K., WARD, C.H. (2002): Engineered bioremediation, Tech-
nology. Evaluation Report TE-02-03. Ground-Water Remediation Technologies
Analysis Center, Pittsburg, PA, USA.

ICSS (2006): Manual for biological remediation techniques. International Centre for
Soil and Contaminated Sites, Desseau, Germany

INOUE, A., HORIKOSHI, K. (1989): A Pseudomonas thrives in high concentrations of
toluene. Nature, 338. 264 — 266.

KELETI, T. (1978): Az enzim kinetika alapjai. Tankonyvkiad6, Budapest

KLUG, M.J.,, MARKOVETZ, A.J.,(1967): Degradation of hydrocarbons by members of
the genus candida Il. Oxidation of n-alkanes and 1-alkenes by candida lipolytica.
Journal of Bacteriology, 93. 1847-1852.

KLUYVER, A, van NIEL, C. (1956): The microbe’s contribution to biology, Harvard
University Press. Cambridge.

KORDA, A., SANTAS, P., TENETE A., SANTAS R. (1997): Petroleum hydrocarbon
bioremediation: sampling and analytical techniques, in situ treatments and commeri-
cal microoeganisms currently used. Applied Microbilogy and Biotechnology, 48.
677-686.

KUJUR, M., KUMAR-PATEL, A., (2014): Kinetics of soil enzyme activities under
different ecosystems: An index of soil quality. Chilean Journal of Agricultural Rese-
arch, 74(1). 96-104.

LEDERBERG, J. (ed.) (2000): Encyclopedia of microbiology. Academic Press, San
Diego.

LEISINGER, T., BRUNER, W. (1986): Poorly degradable substances, In: Rehm H. J.,
Reed G., Schonborn W. (eds) Biotechnology, Microbial degradations, VCH, Wein-
heim, 8. 475-513.

LIN, C.W., CHENG, Y.-W., TSAI, S.-L. (2007): Multi-substrate biodegradation
kinetics of MTBE and BTEX mixtures by Pseudomonas aeruginosa, Process
Biochemistry, 42. 1211-1217.

LIN, S.C. (1996): Biosurfactants: Recent Advances. Journal of Chemical Technology
and Biotechnology, 63. 109-120.

LINEWEAVER, H., BURK, D. (1934): The determination of enzyme dissociation con-
stants. Journal of the American Chemical Society, 56(3). 658-666.

LIVINGSTONE A., FEWSON C.A. (1972): Two Benzaldehyde Dehydrogenases in
Bacterium N.C.1.B. 8250. Biochemical Journnal, 130. 927-935.

MAIER, R.M. (2000): Microorganisms and organic pollutants. IN: R.M. Maier, I.L.
Peper and C.P. Gerba (eds.) Environmental Microbiology, Academic Press, San Die-
go 363-402.

MARGESIN, R., SCHINNER, F. (2001): Bioremediation (natural attenuation and bi-
ostimulation) of diesel-oil-contaminated soil in an Alpine glacier skiing area. Ap-
plied and Environmental Microbiology, 67. 3127-3133.

88



10.13147/NYME.2015.031

MARTINKOVA L., VEIVODA V., KAPLAN O., KUBAC D., MALANDRA A,
CANTARELLA M., BEZOUSKA K., KREN V. (2009): Fungal nitrilases as biocata-
lysts: Recent developments. Biotechnology Advances, 27. 661-670.

MECKENSTOCK, R.U., SAFINOWSKI, M., GRIEBLER, C. (2004): Anaerobic deg-
radation of polycyclic aromatic hydrocarbons. FEMS Microbiology Ecology, 49. 27—
36.

MICHAELIS, L., MENTEN, M.L,, (1913): Die Kinetik der Invertinwirkung. Biochem
Zeitschrift 49. Angolra forditotta: Roger S. Goody és Kenneth A. Johnson. Ujrakozolve
2011. Biochemistry, 50(39). 8264-8269.

tervezéstdl az alkalmazasig. Ph.D. értekezés, BME, Budapest.

MOTULSKY, H., CHRISTOPOULOS A. (2004): Fitting models to biological data us-
ing linear and nonlinear regression: A practical guide to curve fitting. Oxford Uni-
versity Press, pp. 27-35

MULBRY, W.W., EATON, R.W. (1991): Purification and characterization of the N-
methylcarbamate hydrolase from Pseudomonas strain CRL-OK. Applied and Envi-
ronmental Microbiology, 57. 3679-3682.

MULLIGAN, C. N., YONG, R. N. (2003): Surfactant-enhanced remediation of contam-
inated soil: a review. Engineering Geology, 60. 371-380.

NAHAR, N., ALAUDDIN M., QUIETY, B. (2000): Toxic effects of toluene on the
growth of activated sludge bacteria. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, 16(3). 307-311.

NEMETH T. (szerk.) (2001): Karmentesitési kézikonyv 4. - Karmentesitési technolégi-
ak. Kornyezetvédelmi Minisztérium, Budapest.

NEMETH, T. (szerk.) (2003): Karmentesitési utmutato 7, a mennyiségi kockazatfelmé-
rés alapjai. 5. melléklet. Kornyezetvédelmi és Viziigyi Minisztérium, Budapest.

OH, Y.-S., SHAREEFDEEN, Z., BALTZIS, B.C., BARTHA, R. (1994): Interactions
between benzene, toluene, and p-xylene (BTX) during their biodegradation.
Biotechnology and Bioengineering, 44. 533-538

PIEPER, D.H., dos SANTOS, V.M., GOLYSHIN, P.N. (2004): Genomic and mecha-
nistic insight into the biodegradation of organic pollutants. Current Opinion in Bio-
technology, 15. 215-224.

POPPE, L., NOVAK, L. (1992): Selective Biocatalysis: A Synthetic Approach, VCH:
Weinheim, New York

RAO, M.A., SCELZA, R., ACEVEDO, F., DIEZ, M.C., GIANFREDA, L., (2014):
Enzymes as useful tools for environmental purposes. Chemosphere, 107. 145-162.

RAO, M.A., SCELZA, R., SCOTTI, R., GIANFREDA, L. (2010): Role of enzymes in
the remediation of polluted environments. Journal of Plant Nutrition and Soil Sci-
ence, 10(3). 333- 353

REARDON, K.F., MOSTELLER, D.C., ROGERS, J.D.B. (2000): Biodegradation
kinetics of benzene, toluene and phenol as single and mixed substrates
forPseudomonas putida F1, Biotechnology and Bioengneering, 69. 385-400.

89



10.13147/NYME.2015.031

REVESZ, S. (2009): Adalékanyagok hatasa kiilonb6zé szennyezé anyagok lebontasara.
Doktori (Ph. D.) értekezés. Godolld, SZIE Kornyezettudomanyi Doktori Iskola. Ada-
lékanyagok hatasa kiillonb6z6 szennyezOanyagok lebontasara

ROSENBERG, E. (1986): Microbial surfactants. Critical Review of Biotechnology,
3(2). 109-132.

RUBILAR, O., DIEZ, M.C., GIANREDA, L. (2008): Transformation of chlorinated
phenolic compounds by white rot fungi. Critical reviews in Environmental Science
and Rechnology, 38. 227-268.

SAJBEN-NAGY, E., MANCZINGER, L., SKRBIC B., ZIVANCEV, J., ANTIC, I,
KRISCH, J., VAGVOLGYI C. (2013): Application of laccases, produced by
Ganoderma species, for the detoxification of some aniline and phenol derivatives.
Review on agriculture and rural development, 2(1). 422-426.

SANCHEZ, C. (2009): Lignocellulosic residues: biodegradation and bioconversion by
fungi. Biotechnology advances, 27. 185-194.

SEVELLA, B. (2012): Biomérnoki miiveletek és folyamatok. BME Vegyészmérnoki és
Biomérnoki Kar Alkalmazott Biotechnologia €s Elelmiszertudomanyi Tanszék

SHARMA, N.K., PHILIP L. (2014): Effect of cyanide on phenolics and aromatic hy-
drocarbons biodegradation under anaerobic and anoxic conditions. Chemical Engi-
neering Journal, 256. 255-267

SINGH, R., SHARMA, R., TEWARI, N., GEETANJALI, RAWAT D.S. (2006): Ni-
trilase and its application as a ‘green’ catalyst. Chemistry & Biodiversity, 3. 1279-
1287.

SINKE, A. (2001): Monitored natural attenuation; moving forward to consensus. Land
Contamination and Reclamation, 9. 111-118.

SMITH, M.R., EWING, M., RATLEDGE, C. (1991): The interactions of various aro-
matic substrates degraded by Pseudomonas sp. NCIB 10643: synergistic inhibition of
growth by two compounds that serve as growth substrates. Applied Microbiology
and Biotechnology, 34. 536-538.

STRONG, P.J., CLAUS, H., (2011): Laccase: a review of its past and its future in bio-
remediation. Critical Reviews in Environmental Science and Technology, 41(4).
373-434.

SUTHERLAND, T., HORNE, I., WEIR, K., COPPIN, C., WILLIAMS, M., SELLECK,
M., RUSSEL, R., OAKESHOTT, J. (2004): Enzymatic bioremediation: from en-
zyme discovery to applications. Clinical and Experimental Pharmacology and Physi-
ology, 31. 817-821.

SZOBOSZLAY, S., TOROK G., KRISZT, B. RUZS-MOLNAR S. (1995): Nem pato-
gén mikroorganizmusok alkalmazésa szénhidrogénnel szennyezett teriiletek kdrnye-

zetkimélé mentesitésére. Biotechnoldgia és kornyezetvédelem-ma és holnap, 9. 34-
37.

SZOBOSZLAY, S., KRISZT B. (2010): Kornyezeti elemek védelme. Szent Istvan
Egyetemi Kiad6, Godollo.

TROMBLY, J. (1995): Engineering enzymes for better bioremediation, Environmental
Science & Technology, 29. 560-564.

90



10.13147/NYME.2015.031

TYAGI, M., DA FONSECA, M.M.R., DE CARVAHLO, C.C.R. (2011): Biougmenta-
tion and biostimulation strategies to improve th effectiveness of bioremediation pro-
cesses. Biodegradation, 22(2). 231-241.

US EPA (1999a): Monitored natural attenuation of petroleum hydrocarbons. U.S. EPA
Remedial technology fact sheet. EPA/600/F-98/021

US EPA (1999b): Monitored natural attenuation of chlorinated solvents. U.S. EPA Re-
medial technology fact sheet. EPA/600/F-98/022

van der MEER, J.R. (1994): Genetic adaptation of bacteria to chlorinated aromatic
compounds. FEMS Microbiology Reviews, 15(2). 239-249.

van der MEER, J.R., WERLEN, C., NISHINO, S.F.; SPAIN, J.C. (1998): Evolution of
a pathway for chlorobenzene metabolism leads to natural attenuation in contaminated
groundwater. Applied and Environmental Microbiology, 64(11). 4185-4193.

WACKETT, L.P., KWART, L.D., GIBSON, D.T. (1988): Benzylic monooxygenation
catalyzed by toluene dioxygenase from Pseudomonas putida. Biochemistry, 27(4).
1360-1367.

WHITELEY, C.G., LEE, D.-J. (2006): Enzyme technology and biological remediation.
Enzyme and Microbial Technology, 38. 291-316

91



10.13147/NYME.2015.031

10.1. A dolgozatban talialhaté abrak jegyzéke:

1. abra. Beavatkozas mértékétol fliggéen megkiilonboztethetd biodegradacios eljarasok

. abra. Enzim kinetikai reakciok rendiisége, a reakcié sebesség fliggése a szubsztrat kezdeti mennyisé-

gétol

. abra. A Michaelis—Menten-egyenlet Lineweaver—Burk-féle linearizalasa (Hegyi et al., 2013)

abra. Kompetitiv inhibici6 sematikus kinetikai abraja

abra. Kompetitiv inhibicié Michaelis—Menten és Lineweaver—Burk abrazolasa

abra. Nemkompetitiv inhibicié sematikus kinetikai abréja

abra. Nemkompetitiv inhibicié Michaelis—Menten és Lineweaver—Burk-abrazolasa

. abra. Unkompetitiv inhibici6é sematikus kinetikai dbraja

. abra. Unkompetitiv inhibicié Michaelis—Menten és Lineweaver—Burk-abrazolasa

10. abra. Kevert tipust inhibici6 kinetikdjanak sematikus dbrazolasa

11. abra. Linearis kevert tipust inhibicio

12. abra. A kinetikai adatsorok alapjat képz6 modell adatsorok egyik reprezentansa, ahol a benzaldehid
és toluol kdzott inhibicids hatas feltételezett. BENZAL= Benzaldehid inhibiciomentes adatso-
ra, TOL= toluol lebontasi adatsora. BENZAL INH1-2-3=Benzaldehid lebontasra a toluol altal
kifejtett ndvekvd erdsségii inhibicios adatsora. BENZAL AKT1-2-3=Benzaldehid lebontasra a
K*-ion altal kifejtett novekvé erdsségii aktivalasi hatas

13. abra. Valasztott szennyez0 anyagok foldigiliszta extraktum altali biokatalitikus lebontas vizsgalata-
nak egyik reprezentans GC-MS kromatogramja (tovabbi kromatogramok a 11.5 mellékletben)

14.a. abra. Zajhatasa a benzaldehid -1/v, szorasértékeire elso,- illetve zérusrendii tartomanyban (tobb-
valtozods linearis becslés)

14.b. abra. Zajhatasa a benzaldehid -(Ky/Vpya) szorasértékeire elsé,- illetve zérusrendi tartomanyban
(tobbvaltozds linearis becslés)

15.a. abra. A tobbvaltozds becslés -1/Vay értékei és a hozzajuk tartozd szorasértékek kiilonb6z6 zajhatas
¢és 11400 uM kiindulasi koncentracio esetén

15.b. abra. A tobbvaltozos becslés -(Ky/Vimax) értékei és a hozzajuk tartozo szorasértékek kiilonbozé
zajhatas és 11400 uM kiindulasi koncentracio esetén

16.a. abra. A Lineweaver—Burk-féle becslés -1/Vy.x értékei és a hozzajuk tartozo szorasértékek kiilonbo-
70 zajhatés és 11400 uM kiindulasi koncentracié esetén

16.b. abra. A Lineweaver—Burk-féle becslés -(Ky/Vimax) értékei és a hozzajuk tartozo szorasértékek kii-
16nb6z6 zajhatas és 11400 pM kiindulési koncentracid esetén

17.a. abra. A benzaldehid kiindulasi koncentracidinak hatasa a -1/Vp,y becsiilt paraméter szorasértékeire
5%-os zaj esetén (tobbvaltozos linearis modellbecslés)

17.b. abra. A benzaldehid kiindulasi koncentracidinak hatasa a -(Ky/Vyax) becsiilt paraméter szorasérté-
keire 5%-os zaj esetén (tobbvaltozos linearis modellbecslés)

18. abra. Modell szubsztrat (benzaldehid) relativizalt adatsorainak korrelaltatasa

19. abra. Kiilonb6z6 erésségii inhibicids hatas indikalasa a szubsztratok relativizalt adatsorainak korrelal-
tatasaval

20. abra. Kiilonboz6 er6sségii aktivalasi hatas indikalasa a szubsztratok relativizalt adatsorainak korrelal-
tatasaval

21. abra. Modell szubsztratok elhelyezkedése inhibicio és aktivalasi hatas eredményeképpen az elsé kettd
fokomponens-egyiitthat6 sikjaban abrazolva

22. abra. Giliszta extraktummal végzett benzaldehid biokatalitikus lebontasa. Az egyes pontok az abran a
relativizalt kisérleti koncentracié adatokat jeloli, mig a vonalak pontokra illesztett exponencia-
lis fiiggvénnyel nyert ,.kvazi” mérési kinetikai adatsorokat jeloli.

23. abra. Eltér6 osszetételi benzaldehid mintak giliszta extraktummal végzett kisérleti adatsorainak kor-
relaltatasa. A ,,BENZAL MIXED” a vizsgalt szennyez6k keverékét, a ,BENZ AKT” benzal-
dehid és KCl keverékét jeloli, mig a ,,BENZAL SINGLE” esetében csak benzaldehid szerepelt
a mintaban.

24. abra. Eltér6 Osszetételii benzaldehid mintak giliszta extraktummal végzett PCA elem-
z¢s,,loading”’plotja az els6 kettd fOkomponens-egylitthato sikjaban. A jeldlések jelentéstartalma
azonos a 17. abraval

25. abra. Biokatalitikus termékkel végzett benzaldehid és toluol lebontasi kisérletek. Az egyes pontok az
abran a relativizalt kisérleti koncentracio adatokat jel6li, mig a vonalak pontokra illesztett ex-
ponencialis fliggvénnyel nyert ,.kvazi” mérési kinetikai adatsorokat jeldli. ,,SINGLE”: az adott
komponens énmagaban, ,MIXED” a két komponens keverékeként tortént a vizsgalat.
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Benzaldehid és toluol szennyezOk onmagukban és keverékként biokatalitikus kisérleti adatso-
rok egymassal torténé korrelaltatasa. ,,MIXED” a vizsgalt szennyezok keverékének (toluol és
benzaldehid), mig a ,,SINGLE” esetében csak toluol vagy benzaldehid szerepelt a mintaban.
Benzaldehid és toluol szennyez6k dnmagukban és keverékként biokatalitikus kisérleti kinetikai
gorbéinek PCA elemzése ,,MIXED” a vizsgalt szennyez6k keverékének (toluol és benzalde-
hid), mig a ,,SINGLE” esetében csak toluol vagy benzaldehid szerepelt a mintaban.
Biokatalitikus termékkel végzett benzol és toluol lebontasi kisérletek. Az egyes pontok az abran
a relativizalt kisérleti koncentracio adatokat jeloli, mig a vonalak pontokra illesztett exponenci-
alis fliggvénnyel nyert ,,kvazi” mérési kinetikai adatsorokat jeldli. ,,SINGLE”: az adott kompo-
nens dnmagaban, ,, MIXED” a két komponens keverékeként tortént a vizsgalat.

Benzol ¢és toluol szennyezok onmagukban és keverékként biokatalitikus kisérleti adatsorok
egymassal torténd korrelaltatasa. ,MIXED” a vizsgalt szennyezdk keverék (toluol és benzol)
mintajanak a jelolése, mig ,,SINGLE” esetében csak toluol vagy benzol szerepelt a mintaban.
Benzol és toluol szennyezdk 6nmagukban és keverékként biokatalitikus kisérleti kinetikai gor-
béinek PCA elemzése ,,MIXED” a vizsgalt szennyez6k keverékének (toluol és benzaldehid),
mig a ,,SINGLE” esetében csak toluol vagy benzaldehid szerepelt a mintdban.

Inhibitor koncentraciok és a regresszios paraméterek kozotti kapcsolat exponencialis fiiggvény-
nyel kozelitve
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10.2. A dolgozatban talilhaté tablazatok jegyzéke:

1. tablazat. Leggyakoribb fizikai és kémia eljarasok a kornyezeti karmentesités teriiletén

2. tablazat. Termikus kadrmentesitési eljarasok ¢€s jellemzdik

3. tablazat. Okomérndki technologiak és jellemzdik a karmentesitésben

4., tablazat. Okomérndki technologiak és jellemzdik a karmentesitésben

5. tablazat. Leggyakoribb baktérium torzsek, melyek szénhidrogén szarmazékok bontasara képesek

6. tablazat. A benzaldehid-toluol modellezett lebontasokhoz tartozo kiindulasi kinetikai paraméterek,
aktivalasi hatas modellezése esetén a vy €rtékei 0,055; 0,065 és 0,075

7. tablazat. Tesztszennyez6k és néhany tulajdonsagaik, illetve kezdeti koncentracid értékei a kinetikai
vizsgalatokhoz

8.a. tablazat. -1/Vy ¢és -(Kw/Vmax) szOrasértékek valtozasa a két kiillonbozé becslési eljaras esetén 5
%-0s zajjal terhelve

8.b. tablazat. -1/V, és -(Ku/Vmax) becsiilt értékek valtozasa a két kiillonb6z6 becslési eljaras esetén 5
%-os zajjal terhelve, kinetikai paraméterek szamitott értéke: -0,01761 és -11,44809

9.a. tablazat. -1/v,,, paraméterek szorasértékei a kétféle becslési eljaras kiilonb6z6 kiindulasi koncentra-
ci6 és zajmentes inhibiciomentes és inhibicioval terhelt adatsorai esetén

10.a. tablazat. -1/v., paraméterek szorasértékei a kétféle becslési eljaras kiilonbozé kiindulasi koncent-
racio és 3%-os zajhatas inhibicidomentes és inhibicioval terhelt adatsorai esetén

10.b. tablazat. -Ky/vy.« paraméterek szorasértékei a kétféle becslési eljaras kiilonb6z kiindulasi kon-
centraciod és zajmentes inhibicidmentes és inhibicioval terhelt adatsorai esetén

11.a. tablazat. Kinetikai paraméterek becsiilt értékei kiilonbdz6 kiindulasi koncentracio esetén, zajmentes
inhibicioval terhelt adatsorok esetén. A szamitott paraméter értékek a kiindulasi értékekbdl: -
1N max =-0,01761245;-Km/Vmax = -11,448

11.b. tablazat. Kinetikai paraméterek becsiilt értékei kiilonboz6 kiindulasi koncentracié esetén, 3 %-0S
zaj hatassal inhibicidval terhelt adatsorok esetén. A szamitott paraméter értékek a kiindulasi ér-
tékekbol: -1/Vmayx =-0,01761245;-Ky/Viax = -11,448

12. tablazat. A variicios koefficiens értékének valtozdsa inhibicidos hatassal, illetve attdl mentes
adatsorok esetén kiilonboz6 kiindulasi koncentracid tartomanyokban. INHM & ZAIM =
inhibicié- és zajmentes adatsorok; INH & ZAJM = inhibicios és zajmentes adatsorok

13. tablazat. Modell komponensek referencia és inhibicids adatsorainak elrendezése PCA objektummat-
rixban

14. tablazat. Benzol kinetikai paraméterei a két kiilonboz6 becslési eljaras eredményeképpen. Az adatok
a kisérlet haromszoros ismétlésébol szarmaznak.

15. tablazat. Benzol szakirodalmi kinetikai (Ky és Vimax) paraméterei
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11. MELLEKLETEK

11.1 Biokatalitikus lebontdsi folyamat modellezésének SCILAB algoritmusa

clear();
cle
lines(0);
1l
/I Biodegraddcié modellezése Michaelis—-Menten kinetikaval
1
function Sdot=y(t, S, kA, kB, kC, kD, kE, kF, kG, kH, EOA, EOB, EOC, EOD, EOE, EOF, EOG, EOH, KmA, KmB,
KmC, KmD, KmE, KmF, KmG, KmH, KIkA, KInkA, KIlukA, KIkB, KInkB, KlukB, KIkC, KInkC, KIukC, KIkD,
KInkD, KlukD, IkA, InkA, IukA, IkB, InkB, IukB, 1kC, InkC, lukC, IkD, InkD, lukD, KIKE, KInkE, KIukE, KIKF,
KInkF, KIukF, KIkG, KInkG, KIukG, KIkH, KinkH, KlukH, IKE, InkE, IukE, IKF, InkF, lukF, IkG, InkG, IukG,
IkH, InkH, lukH),...
y1=-(KA*EOA*S(1)*KInkA/(KInkA + InkA))/(KmA*(1+IKA/KIKA)+S(1)*(1+IukA/KIUukA));
y2=-(kB*EOB*S(2)*KInkB/(KInkB + InkB))/(KmB*(1+IkB/KIkB)+S(2)*(1+IukB/KIukB));
y3=-(kC*EOC*S(3)*KInkC/(KInkC + InkC))/(KmC*(1+IKkC/KIkC)+S(3)*(1+IukC/KIukC));
y4=-(kKD*EOD*S(4)*KInkD/(KInkD + InkD))/(KmD*(1+IkD/KI1kD)+S(4)*(1+IukC/KIukD));
y5=-(KE*EOE*S(5)*KInKE/(KInKE + InkE))/(KmE*(1+IKE/KIKE)+S(5)*(1+IukE/KIUKE));
y6=-(KF*EOQF*S(2)*S(6)*KInkF/(KInkF + InkF))/(KmF*(1+IkF/KIKF)+S(6)*(1+IukF/KIukF));
y7=-(KG*E0G*0.4*S(2)*S(7)*KInkG/(KInkG + InkG))/(KmG*(1+IKG/KIKG)+S(7)*(1+IukG/KIukG));
y8=-(kH*EOH*0.7*S(2)*S(8)*KInkH/(KInkH + InkH))/(KmH*(1+IkH/KIkH)+S(8)*(1+IukH/KIukH));
Sdot=[y1; y2; y3; y4; y5; y6; y7; y8],
endfunction;
1l
// nem kompetitivv inhibiciés faktor:  pl. KInkA/(KInkA + InkA), stb.
// kompetitiv inhibicios faktor :  1+1KA/KIKA, stb.
// unkompetitiv inhibicios faktor :  1+IukA/KIukA, stb.
1l
Iyl y2 y3 y4 y5 y6 y7 y8
k=[0.002 0.0015 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002]; /I 1/h
EO=[800 800 800 800 800 800 800 800]; //microM
S0=[20 20 20 20 20 20 20 20];  // microM
Km=[100 100 100 100 100 100 100 100] ; //microM
1l
kA=k(1,1); kB=k(1,2); kC=k(1,3); kD=k(1,4); kE=k(1,5); kF=k(1,6); kG=k(1,7); kH=k(1,8);
EOA=EO(1,1); EOB=EO0(1,2); EOC=EO0(1,3); EOD=EOQ(1,4); EOE=EOQ(1,5); EOF=EO0(1,6); EOG=EOQ(1,7); EOH=EOQ(1,8);
S0A=S0(1,1); SOB=S0(1,2); SOC=S0(1,3); SOD=S0(1,4); SOE=S0(1,5); SOF=S0(1,6); SOG=S0(1,7); SOH=S0(1,8);
KmA=Km(1,1); KmB=Km(1,2); KmC=Km(1,3); KmD=Km(1,4); KmE=Km(1,5); KmF=Km(1,6); KmG=Km(1,7);
KmH=Km(1,8);
1l
// Kompetitiv inhibicios faktor Nem kompetitiv inhibicids faktor Unkompetitiv inhibiCios faktor
KI=[1 1 1
1
0.9
0.6
0.3
1
1
1 ]
1
KIKA =KI(1,1); KIkB =Kl(2,1); KIkC =KI(3,1); KIKD =KI(4,1); KIKE =KI(5,1); KIkF =KI(6,1); KIKG =KI(7,1);
KIkH =KI(8,1);
KInkA=KI(1,2); KInkB=KI(2,2); KInkC=KI1(3,2); KInkD=KI(4,2); KInkE=K(5,2); KInkF=KI(6,2);
KInkG=KI(7,2); KInkH=KI(8,2);
KlukA=KI(1,3); KlukB=KI(2,3); KlukC=KI(3,3); KlukD=KI(4,3); KIUKE=KI(5,3); KlukF=KI(6,3);
KlukG=KI(7,3); KlukH=KI(8,3);
// Kompetitiv inhibitor koncentracioja  Nem kompetitiv inhibitor koncentrdciéja Unkompetitiv inhibitor koncentrd-
cidja

e N N
e e

IZ[0 0 0
0 0 0
5 0 0
10 0 0
15 0 0
0 0 0
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IkA =1(1,1); IkB =1(2,1); IKkC =1(3,1); IkD =I1(4,1); IKE =I(5,1); IkF =1(6,1); IkG =I(7,1); IkH =I(8,1);
InkA=1(1,2); InkB=1(2,2); InkC=1(3,2); InkD=1(4,2); InkE=I1(5,2); InkF=I(6,2); InkG=1(7,2); InkH=I(8,2);
lukA=1(1,3); lukB=1(2,3); lukC=1(3,3); lukD=1(4,3); lukE=1(5,3); lukF=I(6,3); lukG=I1(7,3); lukH=I(8,3);

I
t=0:2:300;
S=0de(S0, 0, t, y);
1
n=size(EO0);
n1=n(1,2); /I nl- EQ vektor mérete
nS=size(S); /I nS - S megolddasvektor mérete
n2=nS(1,2);
nt=size(t); // nt-tidévektor mérete
n3=nt(1,2);
/7 S vektor adatainak megoldasa matrixba (SS) rendezése
i1=1;
j1=0;
for i=1:n2;
j1=j1+1;
if j1 > nlthenil=il+1; j1=1; end
SS(i1, j1)=S(i);
end
)
/" Zajhatas generadlasa
)
SSmean=mean(SS);
disp(SSmean);
SSmean=mean(SS); SSmean=0.025*SSmean;

SSrand=rand(SS);SSrand=SSrand-0.5; SSrand=SSmean*SSrand;

SSzaj=SS+SSrand;
disp(SSzaj);
I

//Az "SSzaj" matrix relativizaldsasa (a matrix oszlopainak elemeit végig osztjuk az adott oszlop legnagyobb elemével)

)

SSzajloszlop=SSzaj(:,1);

/ldisp(SSzajloszlop);

SSzaj20szlop=SSzaj(:,2);
SSzaj3o0szlop=SSzaj(:,3);
SSzaj4oszlop=SSzaj(:,4);
SSzaj50szlop=SSzaj(:,5);
SSzaj6oszlop=SSzaj(:,6);
SSzaj70szlop=SSzaj(:,7);
SSzaj8oszlop=SSzaj(:,8);

)

SSzaj1=SSzajloszlop(l,:);

disp(SSzaj1, "az elsd oszlop elsd eleme=");
SSzaj2=SSzaj20szlop(1,:);

disp(SSzaj2, "a masodik oszlop elsd eleme=");
SSzaj3=SSzaj3oszlop(l,:);

disp(SSzaj3, "a harmadik oszlop elsd eleme=");
SSzaj4=SSzajdoszlop(l,:);

disp(SSzaj4, "a negyedik oszlop elsd eleme=");
SSzaj5=SSzaj50szlop(1,:);

disp(SSzaj5, "a 6todik oszlop elsd eleme=");
SSzaj6=SSzaj6oszlop(l,:);

disp(SSzaj6, "a hatodik oszlop elsd eleme=");
SSzaj7=SSzaj7oszlop(l,:);

disp(SSzaj7, "a hetedik oszlop elsd eleme=");
SSzaj8=SSzaj8oszlop(l,:);

disp(SSzaj8, "a nyolcadik oszlop elsd eleme=");
I

//az elso elemmel valo osztas, SSzajl=az elsé eleme az 1. oszlopvektornak

I
RelSSzaj(:,1)=SSzaj(:,1)/SSzaj1;
disp(RelSSzaj(:,1), "elsd relativizalt oszlop");
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RelSSzaj(:,2)=SSzaj(:,2)/SSzaj2;
disp(RelSSzaj(:,2), "masodik relativizalt oszlop")
RelSSzaj(:,3)=SSzaj(:,3)/SSzaj3;
disp(RelSSzaj(:,3), "harmadik relativizalt oszlop")
RelSSzaj(:,4)=SSzaj(:,4)/SSzaj4;
disp(RelSSzaj(:,4), "negyedik relativizalt oszlop")
RelSSzaj(:,5)=SSzaj(:,5)/SSzaj5;
disp(RelSSzaj(:,5), "o6todik relativizalt oszlop")
RelSSzaj(:,6)=SSzaj(:,6)/SSzaj6;
disp(RelSSzaj(:,6), "hatodik relativizalt oszlop")
RelSSzaj(:,7)=SSzaj(:,7)/SSzaj7;
disp(RelSSzaj(:,7), "hetedik relativizalt oszlop")
RelSSzaj(:,8)=SSzaj(:,8)/SSzaj8;
disp(RelSSzaj(:,8), "nyolcadik relativizalt oszlop")
1

//Relativizalt oszlopvektorok matrixba rendezése

1l
RelSSzaj=[RelSSzaj(:,1),RelSSzaj(:,2),RelSSzaj(:,3),RelSSzaj(:,4),RelSSzaj(:,5),RelSSzaj(:,6),RelSSzaj(:,7),RelSSza
iG.8)l;

disp(RelSSzaj); // Relativizalt matrix

1l

//Kiindulasi adatbdzis méretének csékkentése PCA feldolgozdashoz
1l

nRelSSzaj=size(RelSSzaj);

disp(nRelSSzaj);

nlRelSSzaj=nRelSSzaj(1,1);

PCAD=RelSSzaj(1:4:n1RelSSzaj,1:8);

disp(PCAD);

disp(size(PCAD));

12=1:38;

1l

// Kinetikai gorbék abrazolasa

1l
plot2d(t2,PCAD,leg="S1@S2@S3@S4@S5@S6@S7@S8",style=[color("black™),color("black™),color("'red"),color("
red"),color("red"),color("green™),color("green") color("green™)]);

1l

//Kinetikai gorbék mentése fajlba

1

[fd,err]l=mopen(‘"H:8komponens.txt','w");

mfprintf(fd,"\n% .5f% .5f% .5f% .5f% .5f% .5f% .5f% .5f",PCAD);
mclose(fd);

11.2 PCA felbontds kiinduldsi relativizdlt adatmadtrixai

11.2.1 Benzaldehid-Toluol modell adatok

ID Toluene Benzaldehide BENZAL_INH3 BENZAL_INH2 BENZAL_INH1
1 1 1 1 1 1

2 0,98019 0,96605 0,99524 0,99815 0,99974
3 0,94117 0,90234 0,98494 0,99381 0,99911
4 0,90333 0,84183 0,97465 0,98919 0,99844
5 0,86629 0,78583 0,96362 0,98494 0,99772
6 0,83062 0,73255 0,95204 0,97996 0,99705
7 0,79606 0,68326 0,93975 0,97448 0,99603
8 0,7622 0,63686 0,92708 0,96903 0,99536
9 0,72964 0,59337 0,9134 0,96301 0,99428
10 0,69802 0,5528 0,89941 0,95679 0,99307
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1 0,6674 0,51452 0,88471 0,94991 0,9922
12 0,6379 0,47907 0,86972 0,94307 0,99088
13 0,60943 0,4462 0,85379 0,93555 0,99008
14 0,58221 0,41531 0,83704 0,92781 0,9887
15 0,55553 0,38602 0,81981 0,91936 0,98741
16 0,53004 0,3592 0,80211 0,91081 0,98563
17 0,50534 0,33402 0,78358 0,90141 0,98422
18 0,48165 0,31071 0,76432 0,89178 0,9825
19 0,45879 0,28869 0,74454 0,8816 0,98066
20 0,43661 0,2684 0,72448 0,87088 0,97881
21 0,41548 0,24957 0,70365 0,85984 0,9767
22 0,3956 0,23225 0,6818 0,84793 0,97446
23 0,37597 0,2158 0,66015 0,83555 0,97213
24 0,35751 0,20029 0,63745 0,82297 0,97006
25 0,33948 0,18622 0,6146 0,80947 0,96735
26 0,32248 0,173 0,59107 0,79567 0,9646
27 0,30639 0,16065 0,56722 0,7809 0,96138
28 0,29061 0,14899 0,54357 0,76619 0,95853
29 0,27602 0,13854 0,51925 0,75077 0,95511
30 0,26154 0,12883 0,49458 0,73446 0,95153
31 0,24804 0,11947 0,47041 0,71819 0,94776
32 0,23519 0,11092 0,44582 0,70099 0,94419
33 0,22257 0,1029 0,42131 0,6836 0,93967
34 0,21109 0,09586 0,39661 0,66577 0,93566
34 0,19993 0,08892 0,37234 0,64707 0,93091
34 0,18926 0,08221 0,34869 0,62829 0,92586

11.2.2 Benaldehid-Toluol keverék ,,kvazi kisérleti” adatok

ID Benzlnh BenzM BenzAkt
1 1 1 1

2 0,99633 0,98904 0,98181
3 0,99268 0,97821 0,96395
4 0,98904 0,96749 0,94641
5 0,98542 0,95689 0,92919
6 0,98181 0,94641 0,91229
7 0,97821 0,93604 0,89569
8 0,97462 0,92579 0,879%4

9 0,97105 0,91564 0,8634

10 0,96749 0,90561 0,84769
1" 0,96395 0,89569 0,83227
12 0,96041 0,88588 0,81713
13 0,95689 0,87617 0,80226
14 0,95339 0,86657 0,78767
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15 0,94989 0,85708 0,77334
16 0,94641 0,84769 0,75927
17 0,94294 0,8384 0,74546
18 0,93948 0,82922 0,73189
19 0,93604 0,82013 0,71858
20 0,93261 0,81115 0,70551
21 0,92919 0,80226 0,69267
22 0,92579 0,79347 0,68007
23 0,92239 0,78478 0,6677

24 0,91901 0,77618 0,65555
25 0,91564 0,76768 0,64362
26 0,91229 0,75927 0,63192
27 0,90894 0,75095 0,62042
28 0,90561 0,74272 0,60913
29 0,90229 0,73459 0,59805
30 0,89899 0,72654 0,58717
31 0,89569 0,71858 0,57649
32 0,89241 0,71071 0,566

33 0,88914 0,70292 0,5557
34 0,88588 0,69522 0,54559
35 0,88263 0,6876 0,53567
36 0,8794 0,68007 0,52592
37 0,87617 0,67262 0,51636
38 0,87296 0,66525 0,50696

11.2.3 Benzol-Toluol keverék ,,kvazi kisérleti” adatok

Toluol SINGLE Benzol_SINGLE Toluol_MIXED  Benzol_MIXED
1 1 1 1 1
2 0,908464 0,925889854 0,944594069 0,988071713
3 0,8253069 0,857272021 0,892257956 0,97628571
4 0,7497616 0,793739466 0,842821573 0,964640293
5 0,6811314 0,734915318 0,79612426 0,953133787
6 0,6187834 0,680450636 0,752014254 0,941764534
7 0,5621424 0,63002234 0,710348205 0,930530896
8 0,5106862 0,583331292 0,670990701 0,919431256
9 0,46394 0,540100525 0,633813837 0,908464016
10 0,4214728 0,500073596 0,598696792 0,897627596
1 0,3828929 0,463013068 0,565525439 0,886920437
12 0,3478444 0,428699102 0,534191975 0,876340995
13 0,3160041 0,396928149 0,504594572 0,865887748
14 0,2870784 0,367511746 0,47663704 0,85555919
15 0,2608004 0,340275396 0,450228521 0,845353835
16 0,2369278 0,315057537 0,425283191 0,835270211
17 0,2152403 0,291708577 0,40171998 0,825306868
18 0,1955381 0,270090011 0,379462311 0,815462371
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19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

0,1776393
0,1613789
0,146607
0,1331871
0,1209957
0,1099203
0,0998586
0,090718
0,082414
0,0748701
0,0680168
0,0617908
0,0561348
0,0509964
0,0463284
0,0420877
0,0382352
0,0347353
0,0315557
0,0286672
0,0260432
0,0236593
0,0214936
0,0195262
0,0177388
0,0161151
0,01464
0,0132999
0,0120825
0,0109765
0,0099717
0,009059
0,0082297
0,0074764
0,0067921
0,0061703
0,0056055

0,250073601
0,23154061
0,214381101
0,198493287
0,18378292
0,170162741
0,157551955
0,145875757
0,135064883
0,125055205
0,115787345
0,107206328
0,099261252
0,091904986
0,085093894
0,078787573
0,072948614
0,067542382
0,062536806
0,057902194
0,053611054
0,049637931
0,045959257
0,042553209
0,039399585
0,036479676
0,033776162
0,031273005
0,028955358
0,026809473
0,024822619
0,022983011
0,021279736
0,019702692
0,018242523
0,016890567
0,015638804

0,358437848
0,338578266
0,319819022
0,302099151
0,285361067
0,269550371
0,254615682
0,240508463
0,227182868
0,21459559
0,202705721
0,191474622
0,180865793
0,170844755
0,161378942
0,152437592
0,143991645
0,136013654
0,128477691
0,121359265
0,114635242
0,10828377
0,102284207
0,096617055
0,091263897
0,086207336
0,081430938
0,076919181
0,072657403
0,068631752
0,064829146
0,061237226
0,057844321
0,054639402
0,051612056
0,048752442
0,046051267
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0,805735302
0,79612426
0,786627861
0,777244738
0,76797354
0,758812931
0,749761592
0,740818221
0,731981528
0,723250242
0,714623106
0,706098876
0,697676326
0,689354243
0,681131427
0,673006696
0,664978879
0,65704682
0,649209377
0,641465421
0,633813837
0,626253524
0,618783392
0,611402366
0,604109383
0,596903393
0,589783358
0,582748252
0,575797064
0,568928791
0,562142445
0,555437049
0,548811636
0,542265253
0,535796958
0,529405818
0,523090913
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11.3  Paraméterbecslési regresszios modell egyenletek elméleti hibaanalizise

A kiindulasi szubsztrat koncentracié idobeli valtozasanak kifejezése elsérendti differen-
cidlegyenlet segitségével:

S _(LdPy_, S (M1)
dt dt Ky +S
Az (M1) egyenlet zérus- (l.a. : S >> Ky) és elsérendii (1.b. : Ky >> S) szubsztrat kon-

centracio tartomanyaiban a hibaanalizis eredményeit a kovetkezd levezetésekbdl kapjuk

meg:

la) S>>K as v > v

. >>Ky, = Vi o< *—

MTodt ™Ky, +S b

dS S, xAhg-S,,, £Ah

— = = -V, TAV

dt At ™

S, £Ahg =S, £ Ahg :A—SiZ- Ahg ~ov AV

At At At

zérusrendll reakcidsebesség tartomanyban lehetséges a kovetkezd megkozelités
AS -V 1

At max + 18Y

max

1.8 Ay (M2)
At

a maximalis reakciosebesség becslési hibdja (AVmax) egyenesen aranyos a szubsztrat

koncentraci6 hibajaval (Ahg) és forditottan aranyos a numerikus differencialas 1épésko-
zével (At).
as S S v

~y O mx g

I.b K S, T Voo o Vi -
) K> dt K, +S K, K,

dt At At At

és

dS _ S, +Ah; -S,, AN _AS AN

| Ve 4 Am (S iAhS)z—VmaX 'S£S.AME AR £ AM- AR,
K K K

M M M

AS . Ahg V

Y
oy felirhatd: —+2.—3 =—-—"2.54+S.Am+ " .Ah. £ Am-Ah
& At At K, K °

M

| &z_vmax .S,
At Ku

Mive
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igy

+2.8% _ig Am Vs Ap + Am- Ah (M3)
At K

M

Vv
S>>Ahy  és ™ >>Am relaciok fennallisa esetén a (M3) Osszefiiggésben a
M

+ AMAN; a tobbihez képest elhanyagolhato (i AmAh, ~ 0). Ekkor

Ah v
+2. 2% L is ama+ Yme Ap (M3.1)
At Ky
1. Ahg ~ Vinex Ahg :i[i_vmax),Ahs ~+S.Am. (M3.1.1)
At K, At M

(M3.1.1)-bél kifejezhetd a szubsztrat koncentracio relativ hibaja:

+5, :iAhS .t Am (M3.2)

S 2 Vi
At K,

+5, -(i_"m_axJziAm (M3.2.1)

Az elsérendli sebességi tartomanyaban a maximalis reakcid sebesség ¢€s a Michaelis
konstans hanyadosanak abszolut hibaja (Am) egyenesen aranyos a szubsztrat koncentra-

cio relativ hibajaval (&). A numerikus differencialas 1épéskoze (At) forditottan aranyo-
san befolyasolja a V,,, / K, becslés josagat, tehat At értékének optimalasat is figyelem-
be kell venni a paraméterbecslés folyaman.

Az (M1) egyenlet analitikus megoldasa (M1.1) implicit Osszefliggést szolgaltatja,
amelynek hibaelemzése mar At figyelembe vételét kikeriili.

Ky -In[si]+8—so =V 1 (M1.1)

0
Az (1.1) tobbvaltozos, linearis egyenlet hibaterjedési elemzését II. levezetés szolgaltat-

ja.
S
1. KM-In(S—]+S—SO:—vmaX-t

0
_ Ky .|n(iJ_i.s+ So =t, (M4)
Vv So) Vv Vv

max max max

102



10.13147/NYME.2015.031

K 1
Legyen Kv=— ¢s rv=—",
gy Vmax = Vmax
S
—Kv-In(S—]—rv-SHv-SO:t (M4.1)
0
—Kv-InS+Kv-InS;—rv-S+rv-§; =t (M4.1.1)

(M4.1.1) szorzattagjaira alkalmazva a hibaterjedési relaciokat:

AInS AKv AInS, N

—Kv-InS- —Kv:-InS-——+Kv:-In§,
InS Kv InS,
Ky -InS, -AK—KV—rv~S-AhS +1v-S,-Arv=Ah,, (M4.1.2)
v

ahol Ahs— a szubsztrat koncentracié abszolut hibaja és Ahi— az id6 becslés abszolut hi-
baja.
Egyszerlsités és a logaritmikus fliggvény Gauss-féle hibaterjedési sajatsaga alapjan:

_ Ky Ahg

- In[iJ -AKV + Kv - ah _ rv-S-Ahg +rv-S; - Arv = Ah, (M4.1.3)

0 0
(M4.1.3)-bol kifejezve a maximalis reakcidosebesség reciprokanak (rv) hibajat a kovet-
kez6t kapjuk:

Arv:Aht~K“" + K +K“2" +i Ahg + K -In S |.Akv (M4.2)
s, (S-S, S s,
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Az (1) regresszios modell Lineweaver—Burk-féle paraméterbecslés

esetén tapasztalt véletlenszeri Kiugroé szorasértékek az alkalmazott zajhatas

eredményeként
4 —_
< 35T
g * .
\w 3 1
o
£
‘0
w 25 +
'©
9 2 L @ S0=325 esetén a -1/Vmax
0 szdrés értékek
8 15 +
£ W S0=11400 esetén a -
< 1 +  J
— * 1/Vmax szoras értékek
0,5 + [
ol B . m m
0 5 10
Zaj (%)

M11.3.1.a abra. Zajhatasa a benzaldehid -1/v,,, szorasértékeire elsd-, illetve zérusrendii
tartomanyban (Lineweaver—Burk becslés esetén)

3500 -+

=

23000 +
N
t
‘0 2500 +
(%)
‘\©
=

'Q 2000 +
(%]

1500 +

1000 +

'(KM/ Vmax)

500 —+

0 HN-e-¢

|
\ g

@ S0=325 esetén a -
(KM/Vmax) széras értékek

M S0=11400 esetén a -
(KM/Vmax) széras értékek

0

Zaj (%)

10

15

M11.3.1.b 4bra. Zajhatasa a benzaldehid -(Kwy/Vyax) szorasértékeire elsé-, illetve zérus-

rend{i tartomanyban (Lineweaver—Burk becslés esetén)
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0,45
0,4
0,35

o
w

0,25

o
N)

0,15

-1)/vmax szérasa

(
o
N

0,05

* ¢ o° g 24 *

2000

4000 6000 8000 10000 12000
Benzaldehid kezdeti koncentraciok

M11.3.2.a abra. A kiindulasi koncentracid hatasa a -1/V,, becsiilt paraméter szorasértékeire 5%-0s zaj

esetén (Lineweaver—Burk kettds reciprok becslés)

“(Kpi/Vimax) SZOrdsa

12000
10000
8000
6000
4000

2000

o ¢

* .
o * : : : |
2000 4000 6000 8000 10000 12000
Benzaldehid kezdeti koncentracidk

M11.3.2.b abra. A benzaldehid kiindulasi koncentracidinak hatasa a -(Ky/Vimax) becsiilt paraméter szoras-
értékeire 5%-0s zaj esetén (Lineweaver—Burk kettés reciprok becslés)
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M11.3.3.a tablazat. Zajhatasa a benzaldehid -1/Vyay és -(Km/Vimax) becstilt értékeire, illetve szorasaira az elsérendii tartomanyban a
két kiilonboz6 becslési modszer alkalmazasaval, félkovérrel jelolve a véletlenszerii kiugré értékek a Lineweaver—Burk becslés

esetén
(-1)/vmax szamitott érték: -0,01761 -(Km/vmax) szamitott érték: -11,44809
Koncentracié: L Y L s
11400 pmol (-1)/vmax becsiilt érték (-1)/Vmax széraseérték -(Km/vmax) becsiilt érték -(Km/Vmax) szérasérték
wry oo .| Lineweaver-| ..., . . |Lineweaver-|.., . .. . |Lineweaver-|.. . . . |Lineweaver-
Zaj mértéke | ToDPValtozOS | g pe | TObbvaltozos | T e [ TOBbValtozos | Tp e | TObbVAltozOs | g g
0 lineéris becs- .. | linedris becs- .. | linedris becs- .. | lineéris becs- Iy
(%) . regresszios . regresszios . regresszios . regresszios
lés . lés i lés . lés .
becslés becslés becslés becslés
0 -0,01761 -0,01760 4,399E-09 2,425E-07 -11,44835 -11,60480 3,493E-05 1,856E-03
0,05 -0,01767 -0,01731 1,338E-04 1,703E-03 -10,80820 -17,27152 1,062 13,035
1 -0,01776 -0,02171 2,619E-04 4,333E-03 -10,06726 414747 2,080 33,169
2 -0,01719 -0,48472 6,187E-04 4,194E-01 -14,80304  4199,59890 4,923 3214,814
3 -0,01800 -0,00150 9,104E-04 8,682E-02 -8,37728 102,47463 7,222 664,069
6 -0,01695 0,00285 1,754E-03 2,007E-02 -15,73966 -27,14658 13,860 152,726
9 -0,01507 0,02387 2,647E-03 2,007E-02 -28,38150 -201,83128 21,204 152,961
12 -0,01459 0,04188 3,424E-03 3,446E-02 -32,35214 -418,99208 27,224 263,315

M11.3.3.b tablazat. Zajhatasa a benzaldehid -1/Vpq, és -(Ky/Vinax) becsiilt értékeire, illetve szorasaira az zérusrendii tartomanyban
a két kiilonb6z6 becslési modszer alkalmazasaval, félkovérrel jelolve a véletlenszerii kiugro értékek a Lineweaver—Burk

becslés esetén

(-1)/lvmax szamitott érték: -0,01761

-(KM/ivmax) szamitott érték: -11,44809

K°3“2°56:t;‘a;|'°: (-1)/vmax becsilt érték (-1)/Vmax szOrésérték -(Kulvmax) becsiilt érték -(KniVmax) sz6rsérték
w1 .. . | Lineweaver-| .., .. _._ |Lineweaver-| .., .. _. |Lineweaver-|..,, .. _. |Lineweaver-
Zaj mértéke | TOPPValtozOS | T raje | TODbValtozos | T, ce | TOBbValtozOS | g ey | TODbvaltOZOS | T g
0 linearis becs- .. | linearis becs- .. | linearis becs- .. | linearis becs- "
(%) . regresszios ) regresszios ) regresszios ) regresszios
lés . lés . lés i lés .
becslés becslés becslés becslés
0 -0,01761 -0,02088 1,645E-08 1,997E-02 -11,44810 -12,47562 9,675E-07 1,503E-03
0,05 -0,01731 0,01843 5,267E-04 1,554E-01 -11,47067 -13,44356 0,031 0,972
1 -0,01748 0,20639 3,969E-04 1,988E-01 -11,46033 -16,67898 0,023 1,234
2 -0,01999 0,04150 1,206E-03 3,230E+00 -11,23934 -13,77381 0,070 19,104
3 -0,02118 -0,73262 3,040E-03 8,273E-01 -11,18468 7,28316 0,178 4,604
6 -0,02909 2,36036 6,274E-03 3,374E+00 -10,46210 0,01746 0,358 16,176
9 -0,00893 -0,75970 6,861E-03 1,055E+00 -12,39439 11,61245 0,423 8,109
12 -0,03399 -0,51221 9,042E-03 2,367E-01 -9,99326 2,14991 0,505 1,058
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11.4Biologiai (giliszta) extraktum eléallitasa a modell szennyezd anyagok

biokatalitikus lebontasdahoz

MintaelSkészites:

Egyenl6 tomegaranyu foldi giliszta és kvarchomok dorzsmozsarban valé homogeni-

zalasat (fém eszk6zok hasznalatanak mell6zése javasolt) kovetden, a keverék és 10

ml fiziologias pH-ja K-NA-P puffer bemérése milanyag 50 ml-es centrifugacsdbe.
Extrakcio:

20°C-on 15 percen keresztiil eldszor 6000, majd a feluszot levalasztva illetve azt is-

mételten 18000 fordulat/perc sebeséggel 5 percig centrifugaljuk. Az igy kapott kivo-

nat alkalmas szennyezdé anyagok biokatalitikus lebontasanak vizsgéalatara GC-MS

analitikai technikéval.

11.5 GC, illetve GC-MS analizisek egy-egy reprezentins kromatogramja

TIC&MIC #1582 Peak « | » [Scan « | » |Group « | » [Method File Name]
GOP100split_modhoprog qgm
(x10,000,000) Max Intensity : 17,730,348
fTic TiC Time 871 Scan 4163 Wien. 14002443 Oven Tempao00] 4| K\;é!y!ed by]
min
157 [Bnalyzed]
1.04 [Sample Type]
Unknown
0.5+ J [Sample Name]
| % &_GIL_0708
e T T T T T T T T T T T T T T [Sample ID]
20 30 40 50 60 70 80 30 100 10 120 130 140 150 160 170 i
(100,000 Max Intensity : 17,730,348 {Comment]
R I Time 5§11 Scan® 1685 Tten BI6050 Oven Temp217) | gamtics File Name - di_ataanc

5400 (1.0051.00 (1.00)
6.038.00 ¢1.001.00 (1.00)
57.00(1.00)

554
82.00 (1.00)

4 L P jg;

5 T L

M3.1. dbra. Gilisztaaxtrektummal végzett biokataltikus kisérlet GC-MS kromatogramja

107



10.13147/NYME.2015.031

ADLA (TESTHSSZOLTANI0062015 C 20150610 15-33-32Z0L TANHERKEO348.D)
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M3.2. dbra. Szénhidrogénbonté biokatalitikus termékkel végzett kisérlet GC kromatogramja

4560
506
15310
re621
6784

1774

11.6Benzol-toluol biokatalitikus parhuzamos kisérletek lebontdsi relativizalt kine-

tikai gorbéi és koncenetrdcio értékei

14 14
= —TOL_SINGLE @ - TOL8
3 | . @ 12 LEP
g 12 :ENZOL_SINGL St x it
© —TOL_MIX [ INGLE_P
6 1 o 1 + TOL_MX_
2 —BENZOL_MIX .2 P
©
E 08 + + TOL_SINGLE P E 08 4 a Fi’;m"—M
ki K
\h -
8061 ® 05
= =
:g 04 T T,g 04 1 + s
£ : ;0
© -
g027 3 02
x 0 20,

0 } } t t 0 + t t f

0 10 0 145 B 40 50 0 10 0 g5 ¥ ) 50

Meé.a. és b. abra. Biokatalitikus termékkel végzett benzol és toluol harom pdarhuzamos kisérlet lebontdsi,
relativizalt kinetikai gérbéinek eredményei (harmadikat lasd a dolgozat szévegtiorzsében 28. abra.) Az
egyes pontok az dbran a relativizalt kisérleti koncentracio adatokat jeloli, mig a vonalak pontokra illesz-
tett exponencialis fiiggvénnyel nyert , kvazi” meérési kinetikai adatsorokat jeloli. ,,SINGLE”: az adott
komponens onmagaban, ,, MIXED” a két komponens keverékeként tortént a vizsgalat.

11.7 Regresszios egyenesek Statsdirect-tel végzett kovariancia analizise
(ANCOVA)

11.7.1 Modell adatsorok
11.7.2 Autokorrelacids és inhibicios regressziés egyenesek kovariancia

analizise

Grouped linear regression
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Source of variation SSq DE MSq VR

Common slope4,081923 1 4,081923 2241,685744 P < 0,0001

Between slopes 0,022447 1 0,022447 12,327036
P =0,0008

Separate residuals 0,120181 66 0,001821

Within groups 4,22455 68

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (Benzaldehide) vs. slope 2 (BENZAL_INH3) = 1,042998 vs. 1,210482
Difference (95% CI) = 0,167484 (0,072242 to 0,262725)

t=-3,510988 P = 0,0008

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DFE
Between groups -3,30E-17 3,80E-16 0,7999691
Within 4,22455 3,669955 3,299565 68

Total 4,22455 3,669955 4,099534 69
Corrected:

Source of variation SSq DE MSq VR
Between groups 0,796533 1 0,796533374,176536
Within 0,142627 67 0,002129

Total 0,93916 68

P < 0,0001

Corrected Y means + SE for baseline mean predictor of 0,610319:
Y'=0,638029 + 0,008258
Y'=0,400224 + 0,008258

Line separations (common slope = 1,112254):

Lines not parallel

line 1 (Benzaldehide) vs. line 2 (BENZAL_INH3) vertical separation = 0,237805
95% Cl = 0,213267 to 0,262344

t=19,343643 (67 df) P <0,0001

11.7.3 Referencia és inhibicids regresszios egyenesek kovariancia analizise

Grouped linear regression

Source of variation SSq DFE MSq VR

Common slope5,286404 1 5,286404 889,378112 P < 0,0001

Between slopes 1,669637 3 0,556546 93,632578
P < 0,0001

Separate residuals 0,784599 132 0,005944

Within groups 7,74064 136

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (Benzaldehide) vs. slope 2 (BENZAL_INH3) = 0,912969 vs. 1,14127
Difference (95% CI) = 0,228301 (0,063265 to 0,393336)

t=-2,736391 P = 0,0071
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slope 1 (Benzaldehide) vs. slope 3 (BENZAL_INH2) = 0,912969 vs. 1,984609
Difference (95% CI) = 1,07164 (0,817567 to 1,325713)

t=-8,343311 P < 0,0001

slope 1 (Benzaldehide) vs. slope 4 (BENZAL_INH1) = 0,912969 vs. 9,923527
Difference (95% CI) = 9,010558 (7,806686 to 10,21443)

t=-14,805372 P < 0,0001

slope 2 (BENZAL_INH3) vs. slope 3 (BENZAL_INH2) =1,14127 vs. 1,984609
Difference (95% CI) =0,84334 (0,576115 to 1,110564)

t=-6,242732 P < 0,0001

slope 2 (BENZAL_INH3) vs. slope 4 (BENZAL_INH1) = 1,14127 vs. 9,923527
Difference (95% CI) = 8,782257 (7,575541 to 9,988973)

t=-14,396239 P < 0,0001

slope 3 (BENZAL_INH2) vs. slope 4 (BENZAL_INH1) = 1,984609 vs. 9,923527
Difference (95% CI) = 7,938918 (6,716838 to 9,160998)

t=-12,850191 P < 0,0001

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DFE
Between groups 1,38E-15 5,41E-15 7,2105413
Within 7,74064 4,650281 4,090705 136

Total 7,74064 4,650281 11,301245 139
Corrected:

Source of variation SSq DE MSq VR
Between groups 3,372888 3 1,12429661,844058
Within 2,454236 135 0,01818

Total 5,827124 138

P < 0,0001

Corrected Y means + SE for baseline mean predictor of 0,729508:
Y'=0,912706 + 0,033098

Y'=0,517384 + 0,022805

Y'=0,358674 +0,02432

Y'=0,224903 + 0,028039

Line separations (common slope = 1,136792):

Lines not parallel

line 1 (Benzaldehide) vs. line 2 (BENZAL_INH3) vertical separation = 0,395321
95% CIl = 0,316802 to 0,47384

t=9,957172 (135 df)P < 0,0001

line 1 (Benzaldehide) vs. line 3 (BENZAL_INHZ2) vertical separation = 0,554032
95% CIl = 0,463523 to 0,644541

t=12,106086 (135 df)P <0,0001

line 1 (Benzaldehide) vs. line 4 (BENZAL_INH1) vertical separation = 0,687803
95% CI = 0,585694 to 0,789912

t=13,321684 (135 df)P < 0,0001

line 2 (BENZAL_INH3) vs. line 3 (BENZAL_INH2) vertical separation = 0,158711
95% CI = 0,092364 to 0,225058

t=4,730889 (135 df)P < 0,0001

line 2 (BENZAL_INH3) vs. line 4 (BENZAL_INH1) vertical separation = 0,292482
95% CI = 0,220275 to 0,364688

t=8,010899 (135 df)P <0,0001

line 3 (BENZAL_INH2) vs. line 4 (BENZAL_INH1) vertical separation = 0,133771
95% Cl = 0,068167 to 0,199375

t=4,032669 (135 df)P < 0,0001
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11.7.4 Referencia és aktivalasi regresszios egyenesek

Grouped linear regression

Source of variation SSq DE MSq VR

Common slope4,58155 1 4,58155 1747,769242 P < 0,0001

Between slopes 0,046919 3 0,01564 5,966197
P =0,0008

Separate residuals 0,346021 132 0,002621

Within groups 4,974489 136

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (Benz_ref) vs. slope 2 (Benz_akt3) = 0,756825 vs. 0,632944
Difference (95% CI) = 0,12388 (0,033645 to 0,214116)

t=2,715654 P = 0,0075

slope 1 (Benz_ref) vs. slope 3 (Benz_akt2) = 0,756825 vs. 0,594631
Difference (95% CI) = 0,162193 (0,073133 to 0,251254)

t=3,60242 P = 0,0004

slope 1 (Benz_ref) vs. slope 4 (Benz_aktl) = 0,756825 vs. 0,579126
Difference (95% CI) =0,177699 (0,088097 to 0,267301)

t=3,922958 P = 0,0001

slope 2 (Benz_akt3) vs. slope 3 (Benz_akt2) = 0,632944 vs. 0,594631
Difference (95% CI) = 0,038313 (-0,042909 to 0,119535)

t=0,93308 P = 0,3525

slope 2 (Benz_akt3) vs. slope 4 (Benz_aktl) = 0,632944 vs. 0,579126
Difference (95% CI) = 0,053818 (-0,027997 to 0,135634)
t=1,301199 P = 0,1955

slope 3 (Benz_akt?2) vs. slope 4 (Benz_aktl) = 0,594631 vs. 0,579126
Difference (95% CI) = 0,015506 (-0,065013 to 0,096024)
t=0,380926 P = 0,7039

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DE
Between groups -2,69E-15 -2,81E-16 1,6475353
Within 4,974489 7,26111 11,507837 136

Total 4,974489 7,26111 13,155372 139
Corrected:

Source of variation SSq DE MSq VR
Between groups 0,573778 3 0,19125965,70987
Within 0,39294 135 0,002911

Total 0,966718 138

P < 0,0001

Corrected Y means + SE for baseline mean predictor of 0,366031.:
Y'=0,558328 + 0,00949

Y'=0,648026 + 0,009127

Y'=0,704065 + 0,009179

Y'=0,739647 + 0,009324

Line separations (common slope = 0,630971):

Lines not parallel

line 1 (Benz_ref) vs. line 2 (Benz_akt3) vertical separation = -0,089699
95% CI =-0,115593 to -0,063804

t=-6,850706 (135 df)P < 0,0001

line 1 (Benz_ref) vs. line 3 (Benz_akt?2) vertical separation = -0,145738
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95% Cl =-0,172258 to -0,119217

t=-10,868158 (135 df)P < 0,0001

line 1 (Benz_ref) vs. line 4 (Benz_aktl) vertical separation = -0,181319
95% CIl =-0,208379 to -0,15426

t=-13,25193 (135 df)P < 0,0001

line 2 (Benz_akt3) vs. line 3 (Benz_akt2) vertical separation = -0,056039
95% Cl =-0,081697 to -0,030381

t=-4,319407 (135 df)P <0,0001

line 2 (Benz_akt3) vs. line 4 (Benz_aktl) vertical separation = -0,091621
95% CI =-0,117532 to -0,065709

t=-6,992999 (135 df)P < 0,0001

line 3 (Benz_akt2) vs. line 4 (Benz_aktl) vertical separation = -0,035582
95% CI =-0,061149 to -0,010015

t=-2,752342 (135 df)P =0,0067

11.7.5 Kisérleti adatsorok

11.7.6 Foldigiliszta extraktummal végzett biokatalitikus kisérletekbol

szarmaztatott regresszio segyenesek kovariancia analizise

Grouped linear regression

Source of variation SSq DFE MSqg VR

Common slope0,834843 1 0,834843 4904,690442 P < 0,0001

Between slopes 0,258048 2 0,129024 758,014906
P < 0,0001

Separate residuals 0,018383 108 0,00017

Within groups 1,111274 111

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (Benzaldehid inhibicios adatsora) vs. slope 2 (Benzaldehd mentes adatsora) =
1,399853 vs. 1

Difference (95% CI) = 0,399853 (0,326724 to 0,472982)

t=10,838079 P < 0,0001

slope 1 (Benzaldehid inhibiciés adatsora) vs. slope 3 (Benzaldehid aktivalasi adatsora)
=1,399853 vs. 0,403218

Difference (95% CI) = 0,996635 (0,93458 to 1,058691)

t=31,834463 P < 0,0001

slope 2 (Benzaldehd mentes adatsora) vs. slope 3 (Benzaldehid aktivalasi adatsora) = 1
vs. 0,403218

Difference (95% CI) = 0,596782 (0,550805 to 0,642759)

t = 25,728815 P < 0,0001

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 1,01E-14 3,61E-16 3,5861742
Within 1,111274 1,508967 2,727436 111

Total 1,111274 1,508967 6,313609 113
Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
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Between groups 0,474197 2 0,23709894,348268
Within 0,276431 110 0,002513

Total 0,750628 112

P < 0,0001

Corrected Y means + SE for baseline mean predictor of 0,729797:
Y'=0,75266+ 0,009261

Y'=0,776096 +0,008719

Y'=0,971545 +0,011115

Line separations (common slope = 0,553255):

Lines not parallel

line 1 (Benzaldehid inhibiciés adatsora) vs. line 2 (Benzaldehd mentes adatsora) verti-
cal separation = -0,023437

95% CI =-0,04637 to -0,000503

t=-2,02524 (110 df)P = 0,0453

line 1 (Benzaldehid inhibicidés adatsora) vs. line 3 (Benzaldehid aktivalasi adatsora) ver-
tical separation = -0,218885

95% Cl =-0,251837 to -0,185933

t=-13,163832 (110 df)P < 0,0001

line 2 (Benzaldehd mentes adatsora) vs. line 3 (Benzaldehid aktivalasi adatsora) verti-
cal separation = -0,195449

95% CI =-0,22661 to -0,164287

t=-12,429746 (110 df)P <0,0001

11.7.7 Biokatalitikus termékkel végzett kisérletekbdl szarmaztatott regresz-

sziés egyenesek kovariancia analizise (benzaldehid-toluol)

Grouped linear regression

Source of variation SSq DE MSq VR

Common slope2,478069 1 2,478069 1743,733846 P < 0,0001

Between slopes 0,026925 1 0,026925 18,94612
P < 0,0001

Separate residuals 0,133586 94 0,001421

Within groups 2,63858 96

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (Benzaldehid 6nmagaban) vs. slope 2 (Benzaldehid MIXBEN) = 0,756394 vs. 1
Difference (95% CI) = 0,243606 (0,132483 to 0,354728)

t=-4,352714 P < 0,0001

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DF
Between groups 1,405555 3,093323 6,8077341

Within 2,63858 3,143623 3,987931 96

Total 4,044135 6,236946 10,795665 97

Corrected:

Source of variation SSq DF MSq VR
Between groups 0,280372 1 0,280372165,941272
Within 0,160511 95 0,00169
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Total 0,440883 96
P < 0,0001

Corrected Y means + SE for baseline mean predictor of 0,548712:
Y'=0,780522 +0,007995
Y'=0,604513 +0,007995

Line separations (common slope = 0,788284):

Lines not parallel

line 1 (Benzaldehid 6nmagaban) vs. line 2 (Benzaldehid MIXBEN) vertical separation =
0,176009

95% Cl = 0,148884 to 0,203134

t=12,881819 (95df) P <0,0001

11.7.8 Biokatalitikus termékkel végzett kisérletekbdl szarmaztatott regresz-

szios egyenesek kovariancia analizise (toluol-benzol)

Grouped linear regression

Source of variation SSq DE MSq VR
Common slope 6,479349 1 6,479349 1994,342701 P < 0,0001
Between slopes 0,597689 1 0,597689 183,968488 P < 0,0001
Separate residuals 0,34438 106 0,003249

Within groups  7,421417 108

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (Benzol Gnmagaban) vs. slope 2 (Benzol MIXBEN) = 0,967469 vs. 1,812387
Difference (95% CI) = 0,844918 (0,721415 to 0,968421)

t=-13,563498 P < 0,0001

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DFE
Between groups 0,37172 1,581549 6,7289831
Within 7,421417 5,614033 4,86428 108

Total 7,793137 7,195582 11,593263 109
Corrected:

Source of variation SSq DFE MSq VR
Between groups 2,384992 1 2,384992270,887112
Within 0,942068 107 0,008804

Total 3,32706 108

P <0,0001

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 0,489114:
Y' =0,483072 % 0,016456
Y' =0,028429 + 0,016456

Line separations (common slope = 1,154134):

Lines not parallel

line 1 (Benzol 6nmagaban) vs. line 2 (Benzol MIXBEN) vertical separation = 0,454643
95% CI = 0,399883 to 0,509403

t=16,458649 (107 df)P < 0,0001
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11.7.9 Biokatalitikus termékkel végzett kisérletekbdl szarmaztatott re-

gresszios egyenesek kovariancia analizise (toluol-benzol)

Grouped linear regression

Source of variation SSq DE MSq VR
Common slope 3,826794 1 3,826794 1239,733123 P < 0,0001
Between slopes 0,109825 1 0,109825 35,579192 P <0,0001
Separate residuals 0,160513 52 0,003087

Within groups  4,097132 54

Common slope is significant
Difference between slopes is significant

Slope comparisons:

slope 1 (Benzol nmagéban) vs. slope 2 (Benzol MIXBEN) = 0,978836 vs. 1,379404
Difference (95% CI) = 0,400568 (0,265812 to 0,535325)

t=-5,96483 P < 0,0001

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DE
Between groups 0,101537 0,420477 1,7412521
Within 4,097132 3,44656 3,104106 54

Total 4,198669 3,867037 4,845358 55
Corrected:

Source of variation SSq DE MSqg VR
Between groups 0,842083 1 0,842083165,090844
Within 0,270338 53 0,005101

Total 1,112421 54

P <0,0001

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 0,450968:
Y'=0,415488+ 0,015273
Y'=0,109075+ 0,015273

Line separations (common slope = 1,110323):

Lines not parallel

line 1 (Benzol 6nmagaban) vs. line 2 (Benzol MIXBEN) vertical separation = 0,306414
95% CI = 0,258581 to 0,354246

t=12,848768 (53 df) P <0,0001

11.7.10 Biokatalitikus termékkel végzett kisérletekbdl szarmaztatott

regresszios egyenesek kovariancia analizise (toluol-benzol)

Grouped linear regression

Source of variation SSq DF MSq VR
Common slope 3,883378 1 3,883378 1890,166766 P < 0,0001
Between slopes 0,054032 1 0,054032 26,299371 P <0,0001
Separate residuals 0,106835 52 0,002055

Within groups  4,044245 54

Common slope is significant
Difference between slopes is significant
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Slope comparisons:

slope 1 (Benzol 6nmagéban) vs. slope 2 (Benzol MIXBEN) = 0,974277 vs. 1,234715
Difference (95% CI) = 0,260437 (0,158531 to 0,362344)

t=-5,128291 P < 0,0001

Covariance analysis

Uncorrected:

Source of variation YY xY XX DE
Between groups 0,183111 0,506645 1,4018251
Within 4,044245 3,613335 3,36207 54

Total 4,227355 4,119979 4,763894 55
Corrected:

Source of variation SSq DFE MSq VR
Between groups 0,503389 1 0,503389165,848549
Within 0,160867 53 0,003035

Total 0,664256 54

P < 0,0001

Corrected Y means * SE for baseline mean predictor of 0,405088:
Y'=0,373536+ 0,011446
Y'=0,147818+ 0,011446

Line separations (common slope = 1,074735):

Lines not parallel

line 1 (Benzol 6nmagaban) vs. line 2 (Benzol MIXBEN) vertical separation = 0,225718
95% Cl = 0,190563 to 0,260873

t=12,87822 (53 df) P <0,0001
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