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Bevezetés

A kornyezeti karmentesités teriiletén az elmult évtizedekben
egyre szélesebb kortien alkalmazzdk az un. bioremediacios
technologidkat, melyek alapjat az éldszervezetekben talalhato
enzimek altal torténd szennyezdanyag lebontds biztositja. A
biokatalitikus vagy bioremediacios technoldgidk szamos elony-
nyel rendelkeznek mas fizikai-kémiai kéarmentesitésekkel
szemben, mint pl., viszonylagosan koltséghatékonyak in situ
alkalmazasaik a teriilet eredeti funkciojat nem modositjak, il-
letve mas karmentesitési folyamatokkal, el6- és utokezelésként
jol kombinalhatoak.

Ugyanakkor a mikrobioldgiai eljarasok hatékonysagahoz
kapcsolodoan ki kell jelenteni, hogy szamos korlatozo tényezd
hatart szab alkalmazhatosdguknak. Hatranyuk, hogy meglehe-
tosen iddigényesek, tovabba lebontd hatékonysagukat befolya-
solja a szennyezett kdzeg és a szennyez6 anyagok tulajdonsa-
gai.

Biokatalitikus karmentesitési beavatkozasok hatékony ter-
vezhetdsége, optimalasa megkoveteli komplex szennyezddés
Osszetétel esetén, hogy pontos képet kapjunk a szennyezda-
nyagok biokémiai lebontasi folyamatainak sajatossagairol.

Eppen ezért doktori munkam célja az enzimatikus lebontasi
sebességet befolyasold szubsztrat specifikus, gatlo és aktivalod
hatasok érzékelhetdségi vizsgalata volt modell és kisérleti adat-
sorok felhasznaldséaval.



Szamitasi és kisérleti modszerek

Biodegradacio modellezése

A Michaelis-Menten tipusunak feltételezett biodegradacios
reakcidk az alabbi 0sszefiiggéssel irhato le:

dis| _ (_alPl\ _ Is)
?‘( dt)_ Vmax "0 Ts) (1)

ahol S — a modell szennyezdanyag, mint kiindulasi szubsztrat
koncentracioja, P — a keletkezd termék koncentracidja, Ky — a
biodegradacios 1épés Michaelis-konstansa, Vmax — a biokémiai
reakcié maximalis sebessége. Egyarant szarmaztattam a modell
inhibicidmentes, illetve inhibicios és aktivalasi mechanizmus-
sal modositott feltételekre valdé megoldasait, tovabba general-
tam a szubsztratok (S = S(t)) adatsorait, amelyekhez utolag —
az analitikai mérések véletlen hibait modellezenden — az atla-
gos koncentracid értékébdl szarmaztatott kiilonbozé amplita-
doval rendelkez6 zajt szuperponaltattam.
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1. abra. Modell adatsorok egyik reprezenzinsa, ahol a benzaldehid és
toluol kozott inhibicios hatds feltételezett. BENZAL= Benzaldehid inhibi-
ciomentes, TOL= toluol lebontdsi. BENZAL_INH1-2-3= Benzaldehid
lebontasdra a toluol dltal kifejtett novekvd erdsségii inhibicios hatds.




BENZAL_AKT1-2-3= Benzaldehid lebontdsra a K'ion dltal kifejtett né-
vekvaé erdsségii aktivalasi hatds modellezése.



Kinetikai paraméterek becslése regresszios modellekkel

Az (1) Osszefliggés formailag egy elsérendi differencial-
egyenlet, melynek t = 0, S = Sy kezdeti értékfeltételhez tartozo
analitikus megoldasat (1.1) implicit egyenlet szemlélteti:

1s1
[So]

Az (1), ill. az (1.1) egyenlet alapjan, az S szubsztrat kinetikai
mérési/modellezési eredményeibdl lehetséges a lebontési pa-
raméterek, Ky és Vmax értékeit megbecsiilni. Az (1) egyenlet
Lineweaver—-Burk-féle linearizalasaval, a dt/dS és az 1/S meny-
nyiségek linedrisan korrelalnak egymassal. A reciprok mennyi-
ségek regresszios egyenesének meredekségébdl és tengelymet-
szetébdl a Ky és Vmax megbecsiilhetd. Ehhez az S = S(t) Kineti-
kai gorbe diszkrét adatsorat numerikusan derivalni sziikséges.

Az (1.1) 6sszefliggés becslésének felhasznéalasdhoz, az egyen-
let S implicit tagjai szerint kvazi tobbvaltozos linearis Ossze-
fiiggéssé alakitandd. Y = In(S/Sp) és X = S valtozok bevezeté-
sével kapjuk:

KMln +S_SO:vmax't y (11)

KMY+X_SO = _Umax't y (111)

amely haromdimenzios (Y, X, t) sikot hatdroz meg. Az (1.1.1)
egyenlet tobbvaltozos regresszidjanak egyiitthator a keresett
biokémiai 4talakulds paramétereinek alternativ becslései. A
kétféle becslési eljards pontossaganak tesztelése eltérd nagysa-
gu zajhatas és kiillonb6zd kiindulasi szubsztrat koncentraciok
alkalmazasa mellett tortént.



Biokatalitikus kisérletek

A biokatalitikus kisérletekben résztvevd kiindulasi kompo-
nenseim (etil-acetat, ciklohexanol, aceton, benzaldehid,
diklérmetan, toluol, benzol) potencidlis kornyezetszennyezd
anyagok voltak. A lebontast végzé komponens foldigiliszta
kivonatok, illetve specifikus szénhidrogénbontd termék Vvolt.
Inhibicidmentes adatsorok eldallitasa esetén a vizsgalando
komponenseket kizardlag csak Kkivonattal, mig az inhibicios
vagy aktivalasi hatds vizsgalat érdekében az egyes szennyezd
komponenseket egymas jelenlétében illetve egyéb komponen-
sekkel (glutation, KCI) elegyitettem. A szennyezdk idébeli
koncentracié véltozadsanak nyomon kovetése GC-MS, GC ana-
litikai technikaval tortént.



Uj eredmények tézisszeri ismertetése

1. tézis

Biokémiai folyamatok Kinetikai paraméterbecslését a Ki-
dolgozott tobbvaltozos linearis regresszi6 hasznalataval
pontosabban lehetséges Kkivitelezni a Lineweaver—Burk-féle
kettosreciprok becsléshez viszonyitva.

A tobbvaltozos linearis megkozelités (1.1.1 egyenlet) Kikii-
sz0boli a Lineweaver—Burk-féle eljaras esetén sziikséges diffe-
rencialasi 1épéskdzbol eredd torzitd hibat, aminek kovetkezté-
ben tapasztalhatok az extrém nagy kiugroértékek. Tovabbi eld-
nye, hogy az adatsorra szuperponalt zajhatast részlegesen tom-
pitja. Mindezek eredményeképpen nagysagrendekkel ponto-
sabb, kisebb szorasértékl becslést tesz lehetové. Ezt szemlélte-
tik a -(Km/Vmax) paraméterbecslés esetén az alabbi 2.a.-b. abrak
kétféle becslés esetén.
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2.a. abra. A tobbvaltozos becslés -(KylNmax) értékei és a hozzdjuk tartozo
szorasértékek kiilonbozo zajhatas és 11400 uM kiindulasi koncentrdcio
esetén
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2.b. abra. A Lineweaver—Burk-féle becsiés -(Kyl/Vimax) értékei és a hoz-
Zdjuk tartozo szorasértékek kiilonbozo zajhatdas és 11400 uM kiindulasi
koncentrdcié esetén

2. tézis

Az elméleti hibaanalizis Arv-re, vagyis a maximalis re-
akciosebesség reciprokanak hibajara vonatkozo elméleti
megallapitasat, nevezetesen a
Ky <KM Ky S) Ky (S) AKv

Arv = AR, =M M2 ) AR+ =M =
et s, T s, et s, Kv

So

szarmaztatott osszefiiggést megerdsitettem modellezett ada-
tok felhasznalasaval is, vagyis, hogy alacsonyabb szubsztrat
koncentraciok esetén a becslés pontossaga fiigg a szubsztrat
koncentracio mérési/becslési hibajatol (zajtol).

Az elméleti Osszefliggés kihangsulyozza a maximalis reak-
ciosebesség becslésének kiinduldsi szubsztrat koncentraciotol
valo fliggését, melyet a 3. dbra a modellezett adatok felhaszna-
lasaval érzékeltet.
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3. abra. A benzaldehid kiindulasi koncentrdcidinak hatdsa a -1y becsiilt
paraméter szordsértékeire 5%-os zaj esetén (t6bbvaltozos linedris modell-
becslés)

Ez a megallapitas, egyben ravilagit a Lineweaver—Burk-féle
becslés egyik gyengeségére is (HERKE & NEMETH, 2011),
ugyanis a legkisebb szubsztrat koncentraciohoz tartozo és ezal-
tal a legnagyobb mérési hibaval meghatarozott kezdeti sebes-
ség adatok reciprokai lesznek a legnagyobb szamértékiiek.
Ezaltal befolyasolva majd az illesztett egyenes paramétereit,
igy téve pontatlanna a v, becslését.

3. tézispont

Szennyezod komponensek azonos feltételek (bnmagukban,
illetve keverékként) mellett torténé enzimatikus lebontasi
adatsorai korrelalhatnak egymassal. A korrelaltatott ada-
tokra illesztett regresszios egyenes paraméterei (meredek-
ség és tengelymetszet) az enzimaktivitast befolyasolo hatas
kovetkezményeként szignifikansan megvaltoznak.

A referencia adatsor regresszids egyenes paramétereihez vi-
szonyitott valtozas irdnyabol meghatarozhato, hogy inhibicid
vagy aktivalas befolyasolja-e a lebontds sebességét. Inhibicid
esetén az egyenes meredeksége novekedni, a tengelymetszet
pedig csokkeni fog, mig aktivalasi hatds esetén a paraméterek
véltozasa ellentétes iranyu lesz. A paraméterek valtozasanak
mértéke aranyos a modositd hatas erésségével (HERKE et al.
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2015). A tézisponthoz tartozo egy-egy példat modell, inhibici-
0s adatok esetén a 4.a. dbra, mig kisérleti adatokkal a 4.5. dbra

szemlélteti.
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4.a. abra. Kiilonbozé erdsségii inhibicios hatas indikaldsa a modell
szubsztratok relativizalt adatsorainak korrelaltatasaval
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4.b. abra. Eltéré osszetételii benzaldehid mintak giliszta extraktummal
veQzett kisérleti adatsorainak korrelaltatisa. A ,, BENZAL MIXED” a vizs-
galt szennyezok keverékét, a ,,BENZ AKT” benzaldehid és KCI keverékét
jeloli, mig a ,,BENZAL SINGLE” esetében csak benzaldehid szerepelt a

mintdban.
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4. tézispont

A Kkorrelaltatott adatsorok regresszios paramétereinek és
latabdl empirikus tton szarmaztatni lehetséges az enzimak-
tivitast modosité hatas erésségét. Ezt a hatast a két mennyi-
ség kozotti exponencialis fiiggvény kapcsolattal fejezhetjiik
ki.

mMeredekség # Tengelymetszet értékek

y = 0,6763¢0155% y = 0,1403¢0.2832«
R2=0,8632 Rz= 0,974

Meredekség és tengelymetszet értékek

0 20 40 60 80 100
Inhibitor koncentracié (uM)

5. abra. Inhibitor koncentrdciok és a regresszios paraméterek kozotti
kapcsolat exponencialis fiiggvénnyel kozelitve

Ez a megkozelités tovabbi informaciodt szolgaltathat az inhi-
bicid érzékelés teriiletén. Inhibitor helyett aktivator koncentra-
cio értekeket alkalmazva az aktivalasi hatas mértéke is szam-
szerlisithetdvé valik hasonlé modon.
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5. tézispont

Fokomponens-elemzés hasznalataval a kinetikai gorbék
alaki sajatossagai leképezheték a “loading plot” elsé két
fokomponens-egyiitthato terében, melyek elhelyezkedése
visszatiikrozi az enzimaktivalasi hatasok jelenlétét.

Az alkalmazas az aktivitdismodosulas gyors vizualizalasara
alkalmazhatd. Az elemzéshez minden esetben sziikséges be-
vonni az inhibici6 vagy aktivalds mentes ,,referencia” kinetikai
adatsort, mivel a ,loading plot”-on az azt megjelenitd
szubsztrat ponthoz torténik a tobbi pont elhelyezkedésének
viszonyitasa. Ezek alapjan valik lehetségessé a modositod hata-
sok érzékelése, s mértékiik szamszertsitése (HERKE et al.
2015). Modell adatsorok fékomponens-elemzését mutatja be a
6. dbra:
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6. abra. Modell szubsztratok elhelyezkedése inhibicio és aktivaldsi hatas
eredményeképpen az elso kettd fokomponens-egyiitthato sikjaban abrazolva
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