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Bevezetés 

A környezeti kármentesítés területén az elmúlt évtizedekben 

egyre szélesebb körűen alkalmazzák az ún. bioremediációs 

technológiákat, melyek alapját az élőszervezetekben található 

enzimek által történő szennyezőanyag lebontás biztosítja. A 

biokatalitikus vagy bioremediációs technológiák számos előny-

nyel rendelkeznek más fizikai-kémiai kármentesítésekkel 

szemben, mint pl., viszonylagosan költséghatékonyak in situ 

alkalmazásaik a terület eredeti funkcióját nem módosítják, il-

letve más kármentesítési folyamatokkal, elő- és utókezelésként 

jól kombinálhatóak.  

Ugyanakkor a mikrobiológiai eljárások hatékonyságához 

kapcsolódóan ki kell jelenteni, hogy számos korlátozó tényező 

határt szab alkalmazhatóságuknak. Hátrányuk, hogy meglehe-

tősen időigényesek, továbbá lebontó hatékonyságukat befolyá-

solja a szennyezett közeg és a szennyező anyagok tulajdonsá-

gai. 

Biokatalitikus kármentesítési beavatkozások hatékony ter-

vezhetősége, optimálása megköveteli komplex szennyeződés 

összetétel esetén, hogy pontos képet kapjunk a szennyezőa-

nyagok biokémiai lebontási folyamatainak sajátosságairól.  

Éppen ezért doktori munkám célja az enzimatikus lebontási 

sebességet befolyásoló szubsztrát specifikus, gátló és aktiváló 

hatások érzékelhetőségi vizsgálata volt modell és kísérleti adat-

sorok felhasználásával. 
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Számítási és kísérleti módszerek 

Biodegradáció modellezése 

A Michaelis-Menten típusúnak feltételezett biodegradációs 

reakciók az alábbi összefüggéssel írható le: 

𝑑[𝑆]

𝑑𝑡
= (−

𝑑[𝑃]

𝑑𝑡
) =  −𝑣𝑚𝑎𝑥 ∙

[𝑆]

𝐾𝑀+[𝑆]
   ,             (1) 

ahol S – a modell szennyezőanyag, mint kiindulási szubsztrát 

koncentrációja, P – a keletkező termék koncentrációja, KM – a 

biodegradációs lépés Michaelis-konstansa, vmax – a biokémiai 

reakció maximális sebessége. Egyaránt származtattam a modell 

inhibíciómentes, illetve inhibíciós és aktiválási mechanizmus-

sal módosított feltételekre való megoldásait, továbbá generál-

tam a szubsztrátok (S = S(t)) adatsorait, amelyekhez utólag − 

az analitikai mérések véletlen hibáit modellezendően – az átla-

gos koncentráció értékéből származtatott különböző amplitú-

dóval rendelkező zajt szuperponáltattam. 

 
1. ábra. Modell adatsorok egyik reprezentánsa, ahol a benzaldehid és 
toluol között inhibíciós hatás feltételezett. BENZAL= Benzaldehid inhibí-
ciómentes, TOL= toluol lebontási. BENZAL_INH1-2-3= Benzaldehid 
lebontására a toluol által kifejtett növekvő erősségű inhibíciós hatás. 
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BENZAL_AKT1-2-3= Benzaldehid lebontásra a K
+
ion által kifejtett nö-

vekvő erősségű aktiválási hatás modellezése. 
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Kinetikai paraméterek becslése regressziós modellekkel 

Az (1) összefüggés formailag egy elsőrendű differenciál-

egyenlet, melynek t = 0, S = S0 kezdeti értékfeltételhez tartozó 

analitikus megoldását (1.1) implicit egyenlet szemlélteti: 

𝐾𝑀 ∙ 𝑙𝑛
[𝑆]

[𝑆0]
+ 𝑆 − 𝑆0 = 𝑣𝑚𝑎𝑥 ∙ 𝑡  ,                    (1.1) 

Az (1), ill. az (1.1) egyenlet alapján, az S szubsztrát kinetikai 

mérési/modellezési eredményeiből lehetséges a lebontási pa-

raméterek, KM és vmax értékeit megbecsülni. Az (1) egyenlet 

Lineweaver‒Burk-féle linearizálásával, a dt/dS és az 1/S meny-

nyiségek lineárisan korrelálnak egymással. A reciprok mennyi-

ségek regressziós egyenesének meredekségéből és tengelymet-

szetéből a KM és vmax megbecsülhető. Ehhez az S = S(t) kineti-

kai görbe diszkrét adatsorát numerikusan deriválni szükséges.  

Az (1.1) összefüggés becslésének felhasználásához, az egyen-

let S implicit tagjai szerint kvázi többváltozós lineáris össze-

függéssé alakítandó. Y = ln(S/S0) és X = S változók bevezeté-

sével kapjuk: 

𝐾𝑀 ∙ 𝑌 + 𝑋 − 𝑆0 =  −𝑣𝑚𝑎𝑥 ∙ 𝑡  ,                  (1.1.1) 

amely háromdimenziós (Y, X, t) síkot határoz meg. Az (1.1.1) 

egyenlet többváltozós regressziójának együtthatói a keresett 

biokémiai átalakulás paramétereinek alternatív becslései. A 

kétféle becslési eljárás pontosságának tesztelése eltérő nagysá-

gú zajhatás és különböző kiindulási szubsztrát koncentrációk 

alkalmazása mellett történt. 
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Biokatalitikus kísérletek 

A biokatalitikus kísérletekben résztvevő kiindulási kompo-

nenseim (etil-acetát, ciklohexanol, aceton, benzaldehid, 

diklórmetán, toluol, benzol) potenciális környezetszennyező 

anyagok voltak. A lebontást végző komponens földigiliszta 

kivonatok, illetve specifikus szénhidrogénbontó termék volt. 

Inhibíciómentes adatsorok előállítása esetén a vizsgálandó 

komponenseket kizárólag csak kivonattal, míg az inhibíciós 

vagy aktiválási hatás vizsgálat érdekében az egyes szennyező 

komponenseket egymás jelenlétében illetve egyéb komponen-

sekkel (glutation, KCl) elegyítettem. A szennyezők időbeli 

koncentráció változásának nyomon követése GC-MS, GC ana-

litikai technikával történt. 
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Új eredmények tézisszerű ismertetése 

1. tézis 

Biokémiai folyamatok kinetikai paraméterbecslését a ki-

dolgozott többváltozós lineáris regresszió használatával 

pontosabban lehetséges kivitelezni a Lineweaver–Burk-féle 

kettősreciprok becsléshez viszonyítva. 

A többváltozós lineáris megközelítés (1.1.1 egyenlet) kikü-

szöböli a Lineweaver–Burk-féle eljárás esetén szükséges diffe-

renciálási lépésközből eredő torzító hibát, aminek következté-

ben tapasztalhatók az extrém nagy kiugróértékek. További elő-

nye, hogy az adatsorra szuperponált zajhatást részlegesen tom-

pítja. Mindezek eredményeképpen nagyságrendekkel ponto-

sabb, kisebb szórásértékű becslést tesz lehetővé. Ezt szemlélte-

tik a -(KM/vmax) paraméterbecslés esetén az alábbi 2.a.-b. ábrák 

kétféle becslés esetén. 

 
2.a. ábra. A többváltozós becslés -(KM/vmax) értékei és a hozzájuk tartozó 

szórásértékek különböző zajhatás és 11400 µM kiindulási koncentráció 

esetén  
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2.b. ábra. A Lineweaver–Burk-féle becslés -(KM/vmax) értékei és a hoz-

zájuk tartozó szórásértékek különböző zajhatás és 11400 µM kiindulási 

koncentráció esetén  

2. tézis 

Az elméleti hibaanalízis rv -re, vagyis a maximális re-

akciósebesség reciprokának hibájára vonatkozó elméleti 

megállapítását, nevezetesen a  

∆𝒓𝒗 = ∆𝒉𝒕 ∙
𝑲𝑴

𝑺𝟎

+ (
𝑲𝑴

𝑺 ∙ 𝑺𝟎

+
𝑲𝑴

𝑺𝟎
𝟐 +

𝑺

𝑺𝟎

) ∙ ∆𝒉𝒔 +
𝑲𝑴

𝑺𝟎

∙ 𝐥𝐧 (
𝑺

𝑺𝟎

) ∙
∆𝑲𝒗

𝑲𝒗
 

származtatott összefüggést megerősítettem modellezett ada-

tok felhasználásával is, vagyis, hogy alacsonyabb szubsztrát 

koncentrációk esetén a becslés pontossága függ a szubsztrát 

koncentráció mérési/becslési hibájától (zajtól). 

Az elméleti összefüggés kihangsúlyozza a maximális reak-

ciósebesség becslésének kiindulási szubsztrát koncentrációtól 

való függését, melyet a 3. ábra a modellezett adatok felhaszná-

lásával érzékeltet. 
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3. ábra. A benzaldehid kiindulási koncentrációinak hatása a -1/vmax becsült 

paraméter szórásértékeire 5%-os zaj esetén (többváltozós lineáris modell-

becslés) 

Ez a megállapítás, egyben rávilágít a Lineweaver–Burk-féle 

becslés egyik gyengeségére is (HERKE & NÉMETH, 2011), 

ugyanis a legkisebb szubsztrát koncentrációhoz tartozó és ezál-

tal a legnagyobb mérési hibával meghatározott kezdeti sebes-

ség adatok reciprokai lesznek a legnagyobb számértékűek. 

Ezáltal befolyásolva majd az illesztett egyenes paramétereit, 

így téve pontatlanná a vmax becslését. 

3. tézispont 

Szennyező komponensek azonos feltételek (önmagukban, 

illetve keverékként) mellett történő enzimatikus lebontási 

adatsorai korrelálhatnak egymással. A korreláltatott ada-

tokra illesztett regressziós egyenes paraméterei (meredek-

ség és tengelymetszet) az enzimaktivitást befolyásoló hatás 

következményeként szignifikánsan megváltoznak.  

A referencia adatsor regressziós egyenes paramétereihez vi-

szonyított változás irányából meghatározható, hogy inhibíció 

vagy aktiválás befolyásolja-e a lebontás sebességét. Inhibíció 

esetén az egyenes meredeksége növekedni, a tengelymetszet 

pedig csökkeni fog, míg aktiválási hatás esetén a paraméterek 

változása ellentétes irányú lesz. A paraméterek változásának 

mértéke arányos a módosító hatás erősségével (HERKE et al. 
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2015). A tézisponthoz tartozó egy-egy példát modell, inhibíci-

ós adatok esetén a 4.a. ábra, míg kísérleti adatokkal a 4.b. ábra 

szemlélteti.  

 
4.a. ábra. Különböző erősségű inhibíciós hatás indikálása a modell 

szubsztrátok relativizált adatsorainak korreláltatásával 

 
4.b. ábra. Eltérő összetételű benzaldehid minták giliszta extraktummal 

végzett kísérleti adatsorainak korreláltatása. A „BENZAL_MIXED” a vizs-

gált szennyezők keverékét, a „BENZ_AKT” benzaldehid és KCl keverékét 

jelöli, míg a „BENZAL_SINGLE” esetében csak benzaldehid szerepelt a 

mintában. 
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4. tézispont 

A korreláltatott adatsorok regressziós paramétereinek és 

az inhibíciót kifejtő komponens koncentrációjának kapcso-

latából empirikus úton származtatni lehetséges az enzimak-

tivitást módosító hatás erősségét. Ezt a hatást a két mennyi-

ség közötti exponenciális függvény kapcsolattal fejezhetjük 

ki. 

5. ábra. Inhibitor koncentrációk és a regressziós paraméterek közötti 

kapcsolat exponenciális függvénnyel közelítve 

Ez a megközelítés további információt szolgáltathat az inhi-

bíció érzékelés területén. Inhibitor helyett aktivátor koncentrá-

ció értékeket alkalmazva az aktiválási hatás mértéke is szám-

szerűsíthetővé válik hasonló módon. 
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5. tézispont 

Főkomponens-elemzés használatával a kinetikai görbék 

alaki sajátosságai leképezhetők a ”loading plot” első két 

főkomponens-együttható terében, melyek elhelyezkedése 

visszatükrözi az enzimaktiválási hatások jelenlétét.  

Az alkalmazás az aktivitásmódosulás gyors vizualizálására 

alkalmazható. Az elemzéshez minden esetben szükséges be-

vonni az inhibíció vagy aktiválás mentes „referencia” kinetikai 

adatsort, mivel a „loading plot”-on az azt megjelenítő 

szubsztrát ponthoz történik a többi pont elhelyezkedésének 

viszonyítása. Ezek alapján válik lehetségessé a módosító hatá-

sok érzékelése, s mértékük számszerűsítése (HERKE et al. 

2015). Modell adatsorok főkomponens-elemzését mutatja be a 

6. ábra: 

 
6. ábra. Modell szubsztrátok elhelyezkedése inhibíció és aktiválási hatás 

eredményeképpen az első kettő főkomponens-együttható síkjában ábrázolva 
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