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Bevezetés

Az emberiség nagy energiaéhségét a Fold kimerilé fosszilis energia
készletei lassan nem képesek fedezni. A napenergia, - mint kifogyhatatlan
energiaforras - hasznositasa az egyik legigéretesebb lehet6ség, ha atalakitjuk
kornyezetbarat, tarolhatd energiahordozoéva, (mint pl. biohidrogén, biogaz vagy
bioetanol), és az ebbdl torténd energiafelszabaditas kevés karosanyag
kibocsatassal jar.

A hidrogén igen kornyezetbarat energiahordozd, melynek oxidacidja
soran csak viz keletkezik.

A hidrogén el8allithatd kémiai és bioldgiai mddszerekkel.

A hidrogén bioldgiai uton torténd el6allitdsanak kulcsenzimei a
hidrogenazok és nitrogenazok.

A hidrogenaz enzimek olyan 6&si fehérjék, amelyek a természetben
el6forduld legegyszer(ibb molekula, a H, képz6dését vagy elbontasat
katalizaljak, vagyis kizardlag a hidrogén-metabolizmusra specializalédtak.

A hidrogén termelésére a masik lehetéséget a nitrogendzok jelentik. A
nitrogénfixald6 mikroorganizmusok a légkori N,-t, a sajat és végillis a tobbi
élélény szamara is elérhetd nitrogén forrassa, ammaniava alakitjak, mely soran
jelentés mennyiségil H, képzddik.

A fototrof baktériumok a novekedési koriulmények fliggvényében
tobbféle tartalék tapanyagot képesek raktarozni (elemi ként, glikogént,
polihidroxi-alkdansavakat (PHA-kat) és polifoszfatokat). A raktarozott PHA-k a
sejtek szamara konnyen elérhetd szén- és redukalderd forrast jelentenek.

A PHA-nak sejten beliil fontos szerepe van a stressztlirésben, a novény-
mikroba kolcsonhatasban, illetve a bennlik raktarozott redukalder6 és energia

szamos metabolikus folyamat sziikségleteit elégithetik ki.



A PHA-k, mint bioldgiailag lebonthatd mUlanyagoknak az ipari
felhasznaldsa is jelentés (csomagoldanyagipar, orvosi alkalmazasok stb) mivel jé
néhany alkalmazasban képesek kivaltani a szintetikus polimereket.

A Thiocapsa roseopersicina BBS fototrof bibor kénbaktériumot a
metabolikus sokszinliség jellemzi, képes szamos szubsztratot felhasznalni,
illetve tobbféle tartalék tapanyagot tud elraktarozni.

Csoportunk korabbi és jelenleg is folyd kutatasaibodl kiderdl(t), hogy a T.
roseopersicina hidrogén metabolizmusa kapcsolatban all(hat) a kén-, glikogén-,
glikdz, acetat stb.metabolizmussal és igy az ezekbdl szarmazdé elektronokat

képes (lehet) hidrogén termelésére is felhasznalni.

Célkittizések

A fototrof baktériumban raktarozott PHA-k els6sorban szén és energia
forrast jelentenek a sejtek szamara, de megfelel§ korilmények kozott hidrogén
termelésére is felhasznalhatéak

A polihidroxi-alkansavak raktarozasa altalaban valamilyen
tapanyagkomponens - pl nitrogén vagy foszfor — hidanyaban indul be. A
dolgozatban olyan nitrogén limitalt korilményeket alkalmaztunk, ahol a
nitrogenaz mikodésbe |ép és hidrogént termel. llyen kortilmények kozott a
hidrogenazokat nem tartalmazoé T. roseopersicina torzset (DC12B) valasztottam.
Munkam soran legfébb célom volt, hogy:

* megtaldljam, a poliészter raktarozasahoz optimalis szénforrast és

kordlményeket



* a T. roseopersicina-ban azonositsam a polihidroxi-alkanok szintézisében
és lebontasban részt vevd géneket.

* megvizsgaljam a polihidroxi-alkanok szerepét a nitrogenaz katalizalta
hidrogén termelésben.

e valamint megnézzem a kils6 elektrondonorok (tioszulfat és/vagy
szukcinat) hatdsat a hidrogén termelésre a poliészterek jelenlétében/

vagy hianyaban.

Madszerek

Szamos szubsztratot (szén- és nitrogén forrast) teszteltem, hogy

megtaldljam a T. roseopersicina szamara, PHA-k raktarozasara optimalis szén és
nitrogénforrast. A T. roseopersicina genomi szekvencidjabdl szarmazo adatokat
felhasznalva, bioinformatikai moddszerekkel azonositottam és jellemeztem a
PHA-k bioszintézisében (phaBPRACE) és lebontdsaban (phaZ) részt vevd
géneket. Az altalanosan elfogadott DNS manipulacios eljarasok segitségével egy
a PHA-k bioszintézisében mutans torzset (PH12B) hoztam Iétre aktiv
hidrogenazt nem tartalmazé toérzsben (DC12B).
A plazmidokat Escherichia coli —ba kémiai transzformacioval, T. roseopersicina-
ba konjugacidval jutattam be. A DC12B és PH12B hidrogén termelését, illetve a
poliészterek mennyiségi valtozasat gazkromatografial kovettem nyomon. A
tioszulfat és borostyankésav mennyiség valtozasait spektrofotométerrel, illetve
HPLC-vel kovettem a hidrogén termelés soran.

A nitrogenaz aktivitast acetilén redukcidos modszerrel vizsgaltam.



Eredmények

Munkdm sordn a Thiocapsa roseopersicina polihidroxi-alkansav
metabolizmusat, vizsgaltam. Tovabba tanulmanyoztam a poliészterek szerepét
a nitrogenazhoz kapcsolt hidrogén termelésben. Ezen vizsgalatok soran a

kovetkez6 eredményeket értem el:

I. Szdmos szén forrast tesztelve (ecetsav, pirosz6l6sav, borostyank8sav) az
ecetsav bizonyult a PHA-k raktarozdsahoz optimalis szubsztratnak, illetve az
altalam vizsgalt kértilmények kozott a raktarozasahoz idedlis C/N aranyt (122:1)
a 10 g I acetat és 0,17 g I"* glutamat biztositotta. Ezen korilmények kozott a

sejtek szaraz tomegének kb. 31%-t polihidroxi-alkansavak alkottak.

Il. A T. roseopersicina genom adatbazisaban azonositottam és jellemeztem a
PHA-k bioszintézisében (phaBPRACE) és lebontasaban (phaZ) részt vevé két

genomi régiot.

lll. A PhaC és PhaZ fehérjék filogenetikai torzsfait 6sszehasonlitva jelents eltérést
talaltam, mely a PHA-k szintézisében és degradaciojaban részt vevé enzim(ek)
egymastol fliggetlen evolucidjara és egy lehetséges horizontalis géntranszferre

utal.

IV. A PHA-k hidrogén anyagcserében betoltott szerepének vizsgalatahoz egy PHA-
k bioszintézisében mutdns torzset (PH12B) hoztam létre aktiv hidrogendzt nem

tartalmazé toérzsben, mely sejtvonal nem volt képes poliésztereket felhalmozni.



V. A PHA-k raktarozast és a hidrogén termelést elkiilonitve sikerilt egy hatékony

kétlépcs6s hidrogén termel6 rendszert optimalizalnom.

VI. Klls6 szén-, nitrogén- és elektronforras hianyaban a DC12B és PH12B torzsek
hidrogén termelését 0Osszehasonlitva, a poliésztert tartalmazd sejtekben
(DC12B) jelent6sen magasabb hidrogén termelést figyeltem meg. A hidrogén

W4

szarmaztathato, amit a poliészterek mennyiségének csokkenése is alatamaszt.

VII. Kimutattam, hogy a tapoldat kiegészitése tioszulfattal (a CO, asszimilacid
els6dleges elektron forrasa) mindkét torzsben fokozza a hidrogén termelést. Ez
a hatas a tioszulfat tobbiranyu szerepének tulajdonithatd: i) elektronokkal |atja
el a nitrogenazt a quinon raktaron keresztiil, ii) fokozza az in vitro nitrogenaz
aktivitast, iii) eddig ismeretlen mechanizmus révén fokozza a poliészterek

bomlasat.
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