
 
 

DOKTORI ÉRTEKEZÉS (Ph.D.) TÉZISEI 
 
 
 
 
 

A POLIHIDROXI-ALKÁNSAVAK ÉS A HIDROGÉN METABOLIZMUS  

KAPCSOLATA EGY FOTOTRÓF BÍBOR KÉNBAKTÉRIUMBAN  

 
 

Fülöp András 
 
 
 
 
 

Témavezetők: 
 

 

 

   Prof. Kovács L. Kornél                                                 Dr. Rákhely Gábor    
       egyetemi tanár                                                          egyetemi docens                
     
 

 
 

Biológia Doktori Iskola 
Szegedi Tudományegyetem 

Természettudományi és Informatikai Kar 
Biotechnológiai Tanszék 

 
 
 

 
 

Szeged 
 

2012 



1 
 

Bevezetés 
 

 Az emberiség nagy energiaéhségét a Föld kimerülő fosszilis energia 

készletei lassan nem képesek fedezni. A napenergia, - mint kifogyhatatlan 

energiaforrás - hasznosítása az egyik legígéretesebb lehetőség, ha átalakítjuk 

környezetbarát, tárolható energiahordozóvá, (mint pl. biohidrogén, biogáz vagy 

bioetanol), és az ebből történő energiafelszabadítás kevés károsanyag 

kibocsátással jár.  

 A hidrogén igen környezetbarát energiahordozó, melynek oxidációja 

során csak víz keletkezik.  

A hidrogén előállítható kémiai és biológiai módszerekkel. 

 A hidrogén biológiai úton történő előállításának kulcsenzimei a 

hidrogenázok és nitrogenázok.  

 A hidrogenáz enzimek olyan ősi fehérjék, amelyek a természetben 

előforduló legegyszerűbb molekula, a H2 képződését vagy elbontását 

katalizálják, vagyis kizárólag a hidrogén-metabolizmusra specializálódtak.  

 A hidrogén termelésére a másik lehetőséget a nitrogenázok jelentik. A 

nitrogénfixáló mikroorganizmusok a légköri N2-t, a saját és végülis a többi 

élőlény számára is elérhető nitrogén forrássá, ammóniává alakítják, mely során 

jelentős mennyiségű H2 képződik. 

 A fototróf baktériumok a növekedési körülmények függvényében 

többféle tartalék tápanyagot képesek raktározni (elemi ként, glikogént, 

polihidroxi-alkánsavakat (PHA-kat) és polifoszfátokat). A raktározott PHA-k a 

sejtek számára könnyen elérhető szén- és redukálóerő forrást jelentenek.   

 A PHA-nak sejten belül fontos szerepe van a stressztűrésben, a növény-

mikróba kölcsönhatásban, illetve a bennük raktározott redukálóerő és energia 

számos metabolikus folyamat szükségleteit elégíthetik ki.   
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 A PHA-k, mint biológiailag lebontható műanyagoknak az ipari 

felhasználása is jelentős (csomagolóanyagipar, orvosi alkalmazások stb) mivel jó 

néhány alkalmazásban képesek kiváltani a szintetikus polimereket. 

 A Thiocapsa roseopersicina BBS fototróf bíbor kénbaktériumot a 

metabolikus sokszínűség jellemzi, képes számos szubsztrátot felhasználni, 

illetve többféle tartalék tápanyagot tud elraktározni.  

 Csoportunk korábbi és jelenleg is folyó kutatásaiból kiderül(t), hogy a T. 

roseopersicina hidrogén metabolizmusa kapcsolatban áll(hat) a kén-, glikogén-, 

glükóz, acetát  stb.metabolizmussal és így az ezekből származó elektronokat 

képes (lehet) hidrogén termelésére is felhasználni. 

 

 

Célkitűzések 

 

 A fototróf baktériumban raktározott PHA-k elsősorban szén és energia 

forrást jelentenek a sejtek számára, de megfelelő körülmények között hidrogén 

termelésére is felhasználhatóak 

 A polihidroxi-alkánsavak raktározása általában valamilyen 

tápanyagkomponens - pl nitrogén vagy foszfor – hiányában indul be. A 

dolgozatban olyan nitrogén limitált körülményeket alkalmaztunk, ahol a 

nitrogenáz működésbe lép és hidrogént termel. Ilyen körülmények között a 

hidrogenázok a hidrogén oxidációját katalizálják, ezért kísérleteimhez egy aktív 

hidrogenázokat nem tartalmazó T. roseopersicina törzset (DC12B) választottam.  

 Munkám során legfőbb célom volt, hogy: 

• megtaláljam, a poliészter raktározásához optimális szénforrást és 

körülményeket  
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•  a T. roseopersicina-ban azonosítsam a polihidroxi-alkánok szintézisében 

és lebontásban részt vevő géneket.  

• megvizsgáljam a polihidroxi-alkánok szerepét a nitrogenáz katalizálta 

hidrogén termelésben.  

• valamint megnézzem a külső elektrondonorok (tioszulfát és/vagy 

szukcinát) hatását a hidrogén termelésre a poliészterek jelenlétében/ 

vagy hiányában. 

 

Módszerek 

 

 Számos szubsztrátot (szén- és nitrogén forrást) teszteltem, hogy 

megtaláljam a T. roseopersicina számára, PHA-k raktározására optimális szén és 

nitrogénforrást. A T. roseopersicina genomi szekvenciájából származó adatokat 

felhasználva, bioinformatikai módszerekkel azonosítottam és jellemeztem a 

PHA-k bioszintézisében (phaBPRACE) és lebontásában (phaZ) részt vevő 

géneket. Az általánosan elfogadott DNS manipulációs eljárások segítségével egy 

a PHA-k bioszintézisében mutáns törzset (PH12B) hoztam létre aktív 

hidrogenázt nem tartalmazó törzsben (DC12B). 

A plazmidokat Escherichia coli –ba kémiai transzformációval, T. roseopersicina-

ba konjugációval jutattam be. A DC12B és PH12B hidrogén termelését, illetve a 

poliészterek mennyiségi változását gázkromatográfial követtem nyomon. A 

tioszulfát és borostyánkősav mennyiség változásait spektrofotométerrel, illetve 

HPLC-vel követtem a hidrogén termelés során.  

A nitrogenáz aktivitást acetilén redukciós módszerrel vizsgáltam.  
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Eredmények 

 

 Munkám során a Thiocapsa roseopersicina polihidroxi-alkánsav 

metabolizmusát, vizsgáltam. Továbbá tanulmányoztam a poliészterek szerepét 

a nitrogenázhoz kapcsolt hidrogén termelésben. Ezen vizsgálatok során a 

következő eredményeket értem el:  

 

I.  Számos szén forrást tesztelve (ecetsav, piroszőlősav, borostyánkősav) az 

ecetsav bizonyult a PHA-k raktározásához optimális szubsztrátnak, illetve az 

általam vizsgált körülmények között a raktározásához ideális C/N arányt (122:1) 

a 10 g l-1 acetát és  0,17 g l-1 glutamát biztositotta. Ezen körülmények között a 

sejtek száraz tömegének kb. 31%-t polihidroxi-alkánsavak alkották. 

 

II.  A T. roseopersicina genom adatbázisában azonosítottam és jellemeztem a 

PHA-k bioszintézisében (phaBPRACE) és lebontásában (phaZ) részt vevő két 

genomi régiót.  

 

III.  A PhaC és PhaZ fehérjék filogenetikai törzsfáit összehasonlítva jelentős eltérést 

találtam, mely a PHA-k szintézisében és degradációjában részt vevő enzim(ek) 

egymástól független evolúciójára és egy lehetséges horizontális géntranszferre 

utal.  

 

IV.  A PHA-k hidrogén anyagcserében betöltött szerepének vizsgálatához egy PHA-

k bioszintézisében mutáns törzset (PH12B) hoztam létre aktív hidrogenázt nem 

tartalmazó törzsben, mely sejtvonal nem volt képes poliésztereket felhalmozni. 
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V.  A PHA-k raktározást és a hidrogén termelést elkülönítve sikerült egy hatékony 

kétlépcsős hidrogén termelő rendszert optimalizálnom.  

 

VI. Külső szén-, nitrogén- és elektronforrás hiányában a DC12B és PH12B törzsek 

hidrogén termelését összehasonlítva, a poliésztert tartalmazó sejtekben 

(DC12B) jelentősen magasabb hidrogén termelést figyeltem meg. A hidrogén 

termelésben tapasztalt számszerű különbség a poliészterek degradációjából 

származtatható, amit a poliészterek mennyiségének csökkenése is alátámaszt. 

 

VII. Kimutattam, hogy a tápoldat kiegészítése tioszulfáttal (a CO2 asszimiláció 

elsődleges elektron forrása) mindkét törzsben fokozza a hidrogén termelést. Ez 

a hatás a tioszulfát többirányú szerepének tulajdonítható: i) elektronokkal látja 

el a nitrogenázt a quinon raktáron keresztül, ii) fokozza az in vitro nitrogenáz 

aktivitást, iii) eddig ismeretlen mechanizmus révén fokozza a poliészterek 

bomlását.  
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