Nieoczekiwane odkrycie — nowa wolframowa hydrogenaza
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Kilka lat temu napisatem grant do European Research Council, starajac sie uzyskaé od tej najbardziej
cenionej w Europie instytucji finansowanie na badania. Chciatem badaé enzym pochodzacy z bakterii
zyjacej w poblizu wulkanicznych komindw, ktéry zawiera w swoim wnetrzu atom wolframu. Ku mojej
rozpaczy wniosek grantowy zostat zdruzgotany krytyczng recenzja. Ekspert ocenit, ze w
proponowanym temacie nie powstato przez ostatnie 25 lat zadne odkrycie, wiec nie sadzi, aby
finansowanie moich badan miato jakikolwiek sens. Kilka lat pdzniej okazato sie, jak bardzo 6w ekspert
sie pomylit...

Wodor - nie tylko paliwo przysztosci

Wszyscy wigzemy wiele nadziei z alternatywnym paliwem, jakim jest wodér. Zmiany klimatu i zatrucie
Srodowiska, jakie wynika ze spalania paliw kopalnych, predzej czy pdzniej wymusi zmiany na naszej
cywilizacji. Tymczasem wodor jest czystym paliwem, bo w czasie jego spalania powstaje tylko woda.
Co wiecej jest go wokodt nas bardzo duzo — jest co prawda uwieziony w wodzie, ale mamy go w
ogromnych ilosciach — pokrywa 70% powierzchni naszej planety. Umiemy go tez dosc tatwo z tej wody
uwolni¢ za pomocg elektrolizy, ktéra moze by¢ zasilana pragdem z baterii stonecznych.

Wodbér jest nie tylko cennym paliwem. Jest rowniez bardzo wartosciowg substancjg dla chemii
przysztosci, szczegdlnie gdy zrezygnujemy z przetwarzania ropy naftowej. Od ponad 150 lat wiekszos¢
naszego przemystu chemicznego wykorzystuje rope do produkcji substancji chemicznych, plastikow,
rozpuszczalnikéw, srodkéw czystosci czy lekdw. W przysztosci musimy to zmieni¢, gdyz zasoby ropy
nie sg niewyczerpane. Juz dzi$ chemicy i biotechnolodzy pracujg nad tym, by wykorzystaé substancje
chemiczne znajdujace sie przede wszystkim w roslinach tak, abysmy mogli zastgpi¢ rope naftowg np.
celulozg czy ligning z masy drzewnej (albo innej biomasy roslinnej, w szczegdlnosci odpadowej).
Dodatkowym plusem takiej zmiany jest to, ze drzewa wytwarzajg drewno wykorzystujgc dwutlenek
wegla z atmosfery, a wiec przeciwdziatajg ocieplaniu klimatu.

Z substancjami chemicznymi pochodzgcymi z drewna jest jednak kilka probleméw. Otéz zawierajg one
zbyt wiele atomdw tlenu, abysmy mogli zastosowac je na przyktad jako paliwa. Wezmy choéby gtdwny
sktadnik drewna - celuloze, ktéra jest cukrem — zwanym réwniez weglowodanem, co oznacza, ze na
kazdy atom wegla przypada jeden atom tlenu i dwa wodoru — tak jak w wodzie (H,0). Tymczasem nasz
przemyst chemiczny przyzwyczait sie do przerébki weglowodoréw — czyli zwigzkdw zawierajacych
gtéwnie atomy wegla i wodoru. Czy istnieje jaki$ sposdb, aby potaczy¢ nowe odnawialne Zrddta
zwigzkdéw chemicznych pochodzacych z natury z naszym obecnym przemystem? Okazuje sie, ze jest to
mozliwe! Mozna ,zredukowac” zawarto$¢ tlenu w tych substancjach, czyli usunaé z nich tlen i
chemicznie przemienié je w zwigzki bardziej przypominajgce te pochodne z ropy naftowej. Jedng z
takich ekologicznych sposobdéw na przeprowadzenie redukcji jest potraktowanie tych zwigzkéw
wodorem, ktéry w przysztosci rdwniez bedziemy pozyskiwa¢ metodami ekologicznymi. Aby jednak
efektywnie prowadzi¢ procesy redukcji wodorem, potrzebne sg katalizatory, ktdre przyspieszajg
reakcje chemiczne i jeszcze pozwalajg nam przeksztatcaé substancje chemicznie zgodnie z naszym
zyczeniem. | chociaz badania nad katalitycznym uwodornieniem trwajg od lat i mamy juz kilka
przemystowych katalizatorow, wcigz na tym polu jest sporo do odkrycia, szczegdlnie w bio-katalizie.



Wolframowa oksydoreduktaza z bakterii beztlenowych

| tutaj wifasnie wracamy do mojego tytutowego ,nieoczekiwanego odkrycia”. Pomimo braku
prestizowego grantu z ERC udato nam sie uzyskaé niewielki grant z Narodowego Centrum Nauki dla
mojej doktorantki, Agnieszki Winiarskiej. Razem z moimi wspdtpracownikami z Niemiec zaczelismy
bada¢ wolframowg oksydoreduktaze aldehydéw, ktéra pochodzita z bakterii Aromatoleum
aromaticum?. Jak sama nazwa bakterii wskazuje jest to organizm, ktéry potrafi zywié sie

aromatycznymi weglowodorami.

Rys. 1. Wolframowa oksydoreduktaza aldehyddéw. Atomy wolframu znajdujg sie w katalitycznych
podjednostkach zaznaczonych kolorem zielonym i niebieskim.

Wolframowa oksydoreduktaza (Rys. 1) jest uzywana przez bakterie do utleniania aldehydéw do
kwasow karboksylowych. Aldehydy sg substancjami toksycznymi — to wtasnie po nich boli nas gtowa
po zakrapianej imprezie. Gdy nasze enzymy metabolizujg alkohol etylowy przemieniajgc go w aldehyd
octowy, zatruwa on organizm powodujgc nieprzyjemne objawy kaca. Réwniez bakterie, ,spozywajac”
i przetwarzajac rézne substancje chemiczne, czasami wyprodukujg toksyczne aldehydy, ktérych chca
sie szybko pozby¢. Jak sie okazato w trakcie naszych badan do tego wtasnie stuzy badany przez nasz
enzym — odtruwa komorki bakteryjne utleniajac aldehydy do znacznie bardziej bezpiecznych kwaséw.
Co ciekawe, radzi sobie z tym bez uzycia tlenu czasteczkowego, a wiec przyspiesza reakcje w zupetnie
inny sposéb, niz robig to enzymy w organizmach oddychajgcych tlenem.

Z enzymami beztlenowymi pracujemy w komorach beztlenowych —to takie wielkie pudta wyposazone
w gumowe rekawice pozwalajgce naukowcom na manipulowanie przedmiotami w przestrzeni, gdzie
znajduje sie gaz pozbawiony tlenu (Rys. 2). Zaréwno w moim laboratorium, jak i u moich niemieckich
wspotpracownikdw wykorzystujemy ten sam typ komdr — wypetnione sg one gtdéwnie neutralnym
azotem z odrobing wodoru. Poniewaz komory nie sg zupetnie szczelne, do srodka wktadamy specjalny
katalizator, ktory za pomocg wodoru redukuje resztki tlenu zamieniajgc go w wode. W czasie pobytu
w Marburgu moja doktorantka badata enzym wtasnie w takiej komorze — jej gtéwnym zadaniem byto



sprawdzanie, jak szybko utlenia on rézne aldehydy do kwasdw organicznych. Aby zaobserwowac taka
reakcje wykorzystujemy spektrofotometry, urzadzenia, ktore sg w stanie rozpoznaé¢ zmiane koloru
cieczy. Po powrocie do Krakowa moja doktorantka kontynuowata badania w naszej komorze. Ze
zdziwieniem zaobserwowata, ze roztwér zawierajgcy enzym zaczyna zmieniac kolor, zanim jeszcze
doda aldehyd, ktéry miatby zosta¢ utleniony. Reakcja wydawata sie zachodzi¢ sama, w jaki$
niesamowity alchemiczny sposéb. Czego$ takiego nigdy nie zaobserwowata w czasie pobytu
badawczego w Niemczech! Oczywiscie okazato sie, ze to jednak nie magia — w komorze unosit sie
bowiem, oprécz niereaktywnego azotu, jeszcze gaz, ktdrego nikt nie podejrzewat - wodor. Gazy
rozpuszczajg sie w cieczy, wiec wodér miat kontakt z enzymem, enzym utleniat woddr, a nastepnie
reagowat z barwnikiem w cieczy, co powodowato zmiane jej koloru. | w ten troche przypadkowy
sposéb odkrylismy nowa hydrogenaze!?
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Rys. 2. Praca z enzymami beztlenowymi wymaga specjalnej komory rekawicowej, wypetnionej
atmosferg pozbawiong tlenu. W naszym urzadzeniu jest to azot z niewielkg domieszkg wodoru.

Hydrogenazy — enzymy z wodorem za pan brat

Hydrogenazy to metaloenzymy, zdolne zaréwno utleniaé woddr — a wiec rozdziela¢ znajdujace sie w
jego czasteczkach protony od elektrondw, jak i z tych protonéw obecnych w roztworze i elektronéw
na powrdt zsyntezowaé czgsteczke wodoru®. Dotad znane byty wytgcznie hydrogenazy zawierajace w
swoim katalitycznym sercu jeden lub dwa atomy Zelaza albo atomy niklu i zelaza. Jak dotad nikt nie
odkryt enzymu katalizujgcego taka reakcje dzieki atomowi wolframu.

Aktywnos$¢ hydrogenazy jest niezwykle atrakcyjna dla przemystu biotechnologicznego. Pozwala
uwolnic¢ elektrony zawarte w czasteczce wodoru i zredukowac inne substancje chemiczne. W naszym
przypadku zastosowanie wodoru umozliwia odwrdcenie naturalnej reakcji — czyli z kwasdéw
karboksylowych mozna zrobi¢ aldehydy. Dlaczego jednak kto$ chciatby produkowaé toksyczne
aldehydy? Po pierwsze nie wszystkie aldehydy sg toksyczne. Wiele z nich ma bardzo przyjemny zapach
i sg niezwykle cennymi dodatkami do zywnosci i perfum. Dobrym przyktadem jest tutaj substancja
odpowiedzialna za bardzo przyjemny zapach wanilii — aldehyd wanilinowy. Nasz enzym umozliwia jego



otrzymywanie z kwasu wanilinowego. Reaktywne aldehydy sg réwniez bardzo uzytecznymi
substancjami wyjsciowymi do wielu innych ciekawych reakcji — mozna z nich wytwarza¢ alkohole,
aminy i inne przydatne substancje, w tym komponenty do lekdéw. | tutaj wracamy do nowych Zrddet
substancji chemicznych, ktére nie pochodzg z ropy naftowej. Drewno sktada sie z dwdch
podstawowych sktadnikéw — celulozy i ligniny. Oba z nich po przetworzeniu mozemy zamienié¢ w kwasy
organiczne, ktére wtasnie za pomocg naszego enzymu oraz czystego wodoru mozemy przetwarzaé¢ w
wartosciowe produkty takie jak leki, $rodki ochrony roslin, rozpuszczalniki czy komponenty do
polimerdw.

Nie tylko aldehydy — czyli jak podtaczy¢ enzym do pradu

Czy to wszystko do czego mozemy wykorzysta¢ wolframowg oksydoreduktaze aldehydéw? Otdz nie!
W bakterii po utlenieniu aldehydéw enzym redukuje specjalng czasteczke - NAD. Jest ona
wykorzystywana do przenoszenia ,zdolnosci redukcji” w organizmie. Wiele innych enzyméw
wykorzystuje jej zredukowang postaé¢ do zasilania swoich reakcji redukcji. Tak wiec mozliwe jest
wykorzystanie NADH do syntezy alkoholi, amin czy innych czgsteczek zupetnie bez odpaddéw — caty
,wodoér” trafia bowiem do ostatecznego produktu. Nasi wspétpracownicy z Marburga poszli jeszcze
dalej*. Podtaczyli nasz enzym do elektrody i dodali jeszcze kilka biokatalizatoréw. Po zredukowaniu
enzymu pragdem elektrycznym mozliwe byto wyprodukowanie czagsteczki ATP, ktdra jest uniwersalnym
paliwem komdrek zywych. A to otwiera szereg kolejnych zastosowan biotechnologicznych i moze
bezposrednio potgczyé zielong energie elektryczng z biotechnologicznym wytwarzaniem substancji
chemicznych. Tak wiec perspektywy zastosowania enzymu wydajg sie bardzo szerokie.

Fortunna awaria

Na koniec — pewnie zastanawialiscie sie, dlaczego moi koledzy z Niemiec nie wykryli tej zaskakujgcej
wiasciwosci oksydoreduktazy w swojej komorze beztlenowej. Otéz przyczyna okazata sie niezwykle
trywialna. W ich instalacji zepsut sie czujnik wodoru — pokazywat, ze jest go kilka procent, gdy
tymczasem byto go znacznie mniej (Rys. 3). Tak wiec nie byto mozliwosci wykrycia nietypowej
aktywnosci enzymu, bo zawartos$¢ rozpuszczonego wodoru w cieczy byta zbyt mata. W naszej instalacji
wszystko dziatato i byto tego wodoru w sam raz, aby dokonac¢ odkrycia na terenie Polski. Odrobina
szczescia zawsze sie przydaje, nie tylko w codziennym zyciu, ale i w nauce.

Rys. 3. Czujnik wodoru w komorze rekawicowe]. Warto pamietac, aby raz na jakis czas go skalibrowac.
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