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Enzymatische vorming en oxidatie van 

H2. 

Ontwikkeling van waterstof vindt plaats gedurende de groei van 
een groot aantal obligaat- of facultatief-anaerobe bacteriën, 
fotosynthetische bacteriën en algen, en kan worden opgevat als 
een mechanisme om electronen (reductie-equivalenten), vrijge- 
maakt in oxidatieve stofwisselingsprocessen, kwijt te raken (1). 
Bovendien kunnen zekere Organismen in deze groepen, maar ook 
strikt-aerobe bacteriën, zoals Hydrogenomonas en Azotobacter, 
waterstof gebruiken als bron voor energie en/of reductie-equiva- 
lenten. 

De interesse in het mechanisme van de 
waterstof-stofwisseling door micro-orga- 
nismen is sterk toegenomen door de nood- 
zaak nieuwe methoden voor energiepro- 
duktie te vinden en het besef dat biologi- 
sche katalysatoren wellicht kunnen wor- 
den gebruikt voor de omzetting op grote 
schaal van zonne-energie in waterstof (of 
een precursor) of in synthetische readies 
zoals de reductie van N2 in NH,. Voor ze 
echter kunnen worden toegepast op deze 
praktische Problemen, is meer basiskennis 
nodig over de eigenschappen van deze 
enzymen (hydrogenasen). Ofschoon in de 
literatuur hydrogenasen uit vele Organis- 
men zijn beschreven, zijn tot op heden 
slechts twee hydrogenasen uit obli- 
gaat-anaerobe bacteriën (2-6) en één uit 
een fotosynthetische bacterie (7) enigszins 
gezuiverd. Hoewel ten dele gekarakteri- 
seerd, is weinig directe kennis — voor een 
deel tegenstrijdig - beschikbaar over hun 
structuren, redox-eigenschappen en het 
mechanisme waarmee zij met hun electro- 
nen donors/acceptors reageren en waar- 
mee H+/Hj gereduceerd/geoxideerd 
wordt. 
Een project dat beoogt hydrogenasen uit 
verschillende Organismen te zuiveren en 
daarna te bestuderen is onder auspiciën 
van de SON Werkgemeenschap voor 
Bio-energetica aangevangen en omvat sa- 
menwerkende en gecoördineerde onder- 
zoekingen van het Laboratorium voor 
Microbiologie, VrijeUniversiteit, Amster- 
dam en de Laboratoria voor Biochemie 
van de Gemeentelijke Universiteit, Am- 
sterdam en de Landbouwhogeschool, Wa- 
geningen. 

Eigenschappen van het hy- 
drogenase 
De gekatalyseerde overall reactie is H2 

-—- 2 H+ + 2 e(Het mechanisme van de 
waterstofwisseling is als specialistische 
notitie opgenomen op pagina 384). Uit 

isotoopuitwisselingsexperimenten tussen 
H2 en HDO of HTO blijkt, dat het enzym 
H2 heterolytisch splitst, waarbij een en- 
zym-hydride en een proton worden ge- 
vormd (E + H, —> EH + H+) dit in 
tegenstelling tot de homolytische reactie 
aan de Pt-electrode. Metingen van de HD 
uitwisselingssnelheid zijn de grondslag 
voor een activiteitsbepaling van het hydro- 
genase; twee alternatieve bepalingsmetho- 
den voor het enzym zijn een manometri- 
sche bepaling van de gasproduktie uit 
S204

2- in aanwezigheid van methyl violo- 
geen als electronen carrier, of de gas 
opname onder invloed van een kleurstof 
zoals benzyl viologen of methyleen blauw 
als electronen acceptor. Niet alle hydroge- 
nasen de beide laatste readies kunnen 
katalyseren. 
Volgens de literatuur is de hydrogenase 
activiteit gelocaliseerd in öf de oplosbare 
öf aan de membraanstructuren van de cel. 
In sommige Organismen wordt activiteit 
gevonden in beide fracties. In die gevallen 
waar dit is waargenomen, is het niet 
duidelijk of deze verdeling fysiologische 
betekenis heeft of dat de relatieve verhou- 
ding oplosbaar en membraan-gebonden 
enzym afhankelijk is van de methode 
gebruikt om de cellen te openen. Tegen- 
strijdige rapporten zijn dan ook gepubli- 
ceerd over de oplosbaarheid van één soort 
hydrogenase. 
Het is sinds jaren bekend, dat hydrogena- 
sen worden geremd door CO. In het begin 
werd dit aangenomen als aanwijzing, dat 
zoals haemoglobine — dat eveneens CO 
bindt - hydrogenase haem bevatten. Hoe- 
wel er bovendien aanwijzingen waren, dat 
ook Fe een rol speelde, is uit later onder- 
zoek gebleken, dat een structuur overeen- 
komend met die van de ferredoxinen (8) 
een rol speelt. Naast het Fe zit een vorm 
van zwavel in deze structuur; bij aanzuren 
wordt H2S vrijgemaakt (het zogenaamde 
zuur-labiele zwavel). 
Pogingen om het hydrogenase te zuiveren, 

hebben vele jaren schipbreuk geleden door 
de eigenschap dat vele hydrogenasen snel 
gei'nactiveerd worden door 02. Op dit 
moment is het echter duidelijk, dat de 
02-gevoeligheid afhankelijk is van de bron 
van het enzym; hydrogenasen van obli- 
gaat-anaerobe bacteriën zijn in het alge- 
meen ge voeliger dan het enzym uit f aculta- 
tie-anaerobe of fotosynthetische bacte- 
riën. 02 schijnt twee effecten te hebben; 
het veroorzaakt inactivering alsmede een 
vorm van remming, die kan worden opge- 
heven door het enzym te reduceren met 
Na2S204 en methyl viologeen. De Chemie 
van deze 02-effecten is echter volledig 
onbegrepen. Om deze effecten te voorko- 
men, dient het enzym — vooral de zeer 
gevoeligen - te worden gezuiverd onder 
uitsluiting van 02. 
Een aantal fysisch-chemische parameters 
van de hydrogenasen die zijn gezuiverd is 
samengevat in Tabel I. 
Er is grote onzekerheid over de gehalten 
aan Fe en zuur-labiel S in het hydrogenase 
uit C. pasteurianum maar het lijkt erop 
alsof een minimum gehalte van 4 atomen 
Fe per molecuul eiwit nodig is voor volle 
activiteit. Een gelijk gehalte aan Fe is 
bepaald in het hydrogenase uit de fotosyn- 
thetische bacterie Chromatium, maar het 
mol. gewicht van dit eiwit is hoger en 
verschilt in andere aspecten eveneens van 
de hydrogenasen uit obligaat-anaerobe 
bacteriën. 
Er zijn publikaties geweest, waarin werd 
gesteld, dat onzuivere preparaten van hy- 
drogenase Mo en/of flavine bevatten, es- 
sentieel voor de activiteit. Deze waarne- 
mingen zijn echter niet bevestigd uit de 
analyses van de hoog-gezuiverde enzy- 
men. De mogelijkheid dat één of meer 
componenten verloren zijn gegaan bij zui- 
vering kan echter niet worden uitgesloten. 
Van belang is ook het feit, dat nitrogenase 
Mo bevat, terwijl de electronen-carrier 
flavodoxine, welke een rol speelt in dit 
procès, flavine bevat. 
Al deze meer of minder zuivere preparaten 
absorberen zichtbaar licht en hebben een 
breed absorptie-maximum bij ongeveer 
400 nm, en hebben in dit opzicht daarmee 
dezelfde karakteristieken als de veel klei- 
nere ferredoxinen, die 4 of 8 Fe en S2- 

atomen per molecuul bevatten. De absorp- 
tie in het zichtbare spectrum neemt af na 
reductie van het enzym met Na,S204 of 
H2. 
Het EPR spectrum van het door 
H,-gereduceerde hydrogenase uit C.pas- 
teurianum lijkt op dat van de gereduceerde 
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Tabel 1 

Bron 

Clostridium 
pasteurianum 

Desulfovibrio 
vulgaris (soluble) 
(particulate) 
Chromatium 

Mol. 
Referentie Gewicht 

2 60 000 
3,9 60 500 
4 60 000 

60 000 
60 000 
98 000 

Fe 
Subeenheden (g.atomen/mol) 

2 4 
1 12 
1 4-5 

2 3,5 
8 

2 4 

labiel S2‘ 

4 
12 

4-5 

3,2 

4 

bacteriële ferredoxinen (4 Fe,S per cluster 
(8)); het spectrum van het enzym na 
oxidatie met H+ of kleurstoffen lijkt sterk 
op dat van het hoge-potentiaal ijzereiwit 
(HiPiP). Het lijkt er op dat het redox 
centrum van hydrogenase 2 electronen kan 
opnemen. Maar om de resultaten van de 
HD uitwisseling te kunnen verklären, wel- 
ke aantonen dat een half-geoxideerde 
vorm van H2 aan het enzym wordt gebon- 
den, wordt aangenomen, dat gedurende de 
katalytische cyclus de Fe-S clusters oscil- 
leert tussen de volledige en de half-geredu- 
ceerde vorm. Deze half-gereduceerde 
vorm, die geen EPR signaal geeft - dit in 
tegenstelling tot de volledig gereduceerde 
vorm en de hoge-potentiaal vorm, die 
beide zeer karakteristieke Signalen hebben 
— is in feite een toestand, die equivalent is 
met de geoxideerde vorm van bacteriële 
ferredoxine. 
Deuterium heeft geen duidelijk effect op 

het EPR spectrum, maar 13CO verbreedt 
het spectrum, hetgeen aangeeft, dat het 
een complex vormt met het Fe-S centrum. 
Verdere aanwijzingen dat het Fe-S cen- 
trum van het hydrogenase op dat van 
bacteriële ferredoxine lijkt en niet op het 
2Fe-S centrum van het planten type ferre- 
doxine (8), komt uit vervangingsexperi- 
menten met thiofenol, die het 
Fe4S4(thiofenyl)4 dianion opleveren. 
De resultaten tot nu toe verkregen, sugge- 
reren dat de verschilfende gezuiverde hy- 
drogenasen verschilfen in hun reactiviteit 
met electron acceptors/donors. Zij reage- 
ren allemaal met viologeen kleurstoffen en 
methyleenblauw, maar in tegenstelling tot 
het C.pasteurianum hydrogenase reageert 
het Chromatium hydrogenase niet met 
ferredoxine; bovendien zijn er aanwijzin- 
gen dat de hydrogenasen uit Desulfovibrio 
spp specifiek reageren met cytochrome 
C3. 

4- e + e 
geoxideerd  + gereduceerd — geoxideerd   + gereduceerd 
HiPiP ^  HiPiP   ferredoxine  ferredoxine 

E0‘ +350 mV E0> -400 mV 

EPR actief EPR inactief EPR actief 

Modellen voor hydrogenase 

Cys-S S-Cys 

Fe'" N ^ 

Cys-S ^ V/ ^ s-Cys 

Cys 
\ S JS Fe' 

Fe —j—- 1 

-S-Cys 

Cys-sa S-ssFe — 

/ / 

--S 

Fe 

S-Cys 

II 

Model verbindingen voor de cubaan-achti- 
ge structuur van de Fe-S centra van 
bacteriële ferredoxine zijn gesyntheti- 
seerd. Zij hebben de algemene formule 
Fe4S4(SR)4 (structuur II), waarin R aro- 
matisch of alif atisch kan zijn. Deze verbin- 
dingen hebben fysisch-chemische eigen- 

0 

II 

H C   S 0 

SCHEMATISCHE VOORSTELLING van ijzer, 
labiele zwavel en cysteïnezwavel in de Fe-S III 
structuur van I plant-type ferredoxine; II bacte- 
rietype ferredoxine en hoge-potentiaal ijzereiwit Voorgestelde structuur van een modelver- 
(HiPiP). binding voor de nitrogenase. 

schappen overeenkomend met die van de 
bacteriële ferredoxinen. Zij zijn in Staat de 
reductie van molybdothiol complexen te 
katalyseren, die worden voorgesteld als > 
modellen voor nitrogenase (10). H2 wordt 
ontwikkeld wanneer de twee complexen 
worden gemengd, maar het is duidelijk dat 
de gasvorming veroorzaakt wordt door het 
Mo-complex. H2 produktie door middel 
van Mo-vrije Systemen is ook waargeno- 
men maar de maximum gasvorming vond 
plaats wanneer Fe2+, S2- en n-C3H7SH 
gemengd waren in de verhouding 1:2:6, 
een stoichiometrie die niet in overeen- 
stemming is met de inzichten betreffende 
het actieve centrum van C.pasteurianum 
hydrogenase. 

Kunstmatige Systemen voor 
de foto-produktie van water- 
stof 
De foto-produktie van H2 uit H20 is 
waargemaakt op laboratorium schaal met 
behulp van een systeem bestaande uit 
chloroplasten uit planten met bacteriële 
hydrogenase in aanwezigheid van een juis- 
te lage-potentiaal electronen carrier (ferre- 
doxine of methyl viologeen). Helaas is het 
chloroplasten systeem niet erg stabiel, 
terwijl het systeem gevoelig is voor 02 ; 02, 
het tweede produkt van de fotolyse van 
H20, inactiveert het hydrogenase en au- 
to-oxideert de electronen-carrier. Metho- 
den om het systeem te stabiliseren zijn dan 
ook vereist, om dit systeem practisch 
toepasbaar te maken. 
Het onderzoek met Systemen, die H2 

produceren, kunnen zieh in principe op de 
volgende aspecten richten. 
□ Het ontwikkelen van chemische 
Fe-S-modellen als Substituenten voor bio- 
logische electronen-carriers. De modellen 
van Schrauzer voor de reductie van N2 zijn 
in dat opzicht zeer interessant een veelbe- 
lovend. 
□ Koppeling van hydrogenase met de 
fotosynthese. Inzicht in het mechanisme 
van de fotosynthese is hiervoor zeer be- 
langrijk. Men kan de vraag stellen of 
gebruik kan worden gemaakt van fotore- 
duceerbare modelverbindingen door deze 
te koppelen via chemische Fe-S-modellen 
aan het hydrogenase systeem. 
□ Koppeling van de H2-vorming aan anae- 
robe fermentatie. Hoewel het zeker is dat 
een dergelijk procès zelfs bij optimalise- 
ring geen eindoplossing voor het energie 
vraagstuk oplevert, mag worden ver- 
wacht, dat bestudering van dit procès kan 
leiden tot inzichten, van nut voor de 
fotoreductieve koppeling. De fermentatie- 
ve verwerking verdient uit energetisch en 
economisch oogpunt de voorkeur boven 
meer chemische wijzen. De moeilijkheid is 
dat bij de specifieke afbraak tot de voor H2 

noodzakelijke verbindingen (pyruvaat, 
lactaat), grote hoeveelheden hogere en 
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VAKINFORMATIE 

lagere vetzuren (acetaat, propionaat en 
butyraat) en corresponderende alcoholen 
worden geproduceerd. Van groot belang 
zijn waarnemingen die spreken over een 
synergisme tussen Hrvormende en 
CH4-vormende bacteriën. Het gevormde 
H2 wordt in een energie-gekoppelde reac- 
tie gebruikt bij de omzetting van C02 en 
vetzuren in CH4. Bovendien is beschreven 
dat bacteriële processen als de H2S- en 
NHj-vorming door de aanwezigheid van 
H2 sterk worden bei'nvloed. 
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Instrumentatie 

informatie 

De nieuwe catalogus van Cole Parmer 
handelt onder meer over een aantal Pro- 
dukten om temperaturen te meten. Inte- 
ressant kan de thermistor thermometer 
zijn, een apparaat dat op batterijen werkt 
en waarmee men met drukknoppen uit drie 
verschillende opnemers kan kiezen. Er 
zijn diverse typen met verschillende meet- 

gebieden, bijvoorbeeld —30 tot +50 °C. 
Een goed bereik om de homogeniteit in 
temperatuurverdeling van een oven te 
controleren. Uitbreiding is mogelijk met 
een extra kastje dat op een der ingangen 
aangesloten wordt en waarmee men uit 
tien verschillende opnemers kan kiezen. 
Prijs van de meetkast is circa $ 70 en van 
de uitbreiding $ 40. Voor $ 400 verkrijgt u 
een meetapparaat dat met thermokoppels 
werkt en de temperatuur digitaal op drie 
cijfers afleest. Het interessante ervan is 
dat het met miniatuur opnemers geleverd 
wordt om bijvoorbeeld de temperatuur 
van insecten te meten. Het apparaat werkt 
vanaf lichtnet of vanaf batterijen en bevat 
een gelijkstroom versterker. (Applikon, 
postbus 413, Vlaardingen, 010-357322). 
De Thermophil 4448-1 is een ander appa- 
raat om temperaturen rond kamertempera- 
tuur op eenvoudige wijze met een nauw- 
keurigheid van + 0,2 °C te meten. Het 
werkt op oplaadbare batterijen in het 
temperatuurgebied van —5 tot +43 °C. 
Het wordt geleverd met diverse opnemers, 
aangepast aan een grote verscheidenheid 
van toepassingen. (Geveke, postbus 652, 
Amsterdam, 020-802802). 
De Netzsch temperatuur regelaar voor 
geprogrammeerde temperatuurprofielen 
laat door zijn modulaire structuur een 
groot aantal gebruiksvariaties toe. De ba- 
siseenheid regelt de temperatuur met een 
P-I karakteristiek en heeft de mogelijkheid 
begin- en eindtemperatuur, alsmede de 
opwarmsnelheid, in te stellen met een 
nauwkeurigheid van 1 °C. Regeling volgt 
met een nauwkeurigheid van 0,06 °C. De 
cyclus kan ook afkoelen aan het eind 
omvatten. Met een aanbouweenheid kan 
men echter na een bepaalde in te stellen 
tijd omschakelen naar de programmering 
van deze eenheid. In totaal kunnen 10 van 
deze extra eenheden aangeschakeld wor- 
den, waardoor gecompliceerde tempera- 
tuurprogramma’s opgezet kunnen wor- 
den. ledere aanbouweenheid heeft weer 
de mogelijkheid voor opwarmen, constant 
houden, naar basiseenheid terug of naar 
volgende aanbouweenheid terug na be- 
paalde tijd. Het geheel kan werken 
met diverse thermokoppels. (Technowa, 
Henri Dunantstraat 54, Krommenie, 
075-285767). 
De precisie hygrometer van Shaw kan 
binnen 5 seconden het vochtgehalte tot op 
0,001 ppm meten in het bereik van 0 tot 
1000 ppm, met digitale weergave van het 
resultaat op drie cijfers. De hoge meetsnel- 
heid wordt onder meer bereikt doordat het 
instrument niet eerst met droge lucht 
droog gemaakt hoeft te worden, omdat de 
capacitieve opnemer zieh continu in de 
buurt van een moléculaire zeef bevindt. 
Tijdens de meting wordt uiteraard het 
droogmiddel van het te meten gas geschei- 
den. De grote aanspreekgevoeligheid is 

A 

bereikt doordat de opnemer met een laagje 
van slechts 10 micron werkt voor absorptie 
van de waterdamp. (Ceton, Ringbaan 
West 244, Tilburg, 013-683210). 

Signaal registratie 
De 5000 serie registrerende potentiometers 
van Omniscribe heeft een aantal verbete- 
ringen ondergaan. Het balanselement is nu 
capacitief, waardoor er geen meetbare 
dode zone meer is en de kans op storingen 
minder is. Dit laatste is ook bereikt door- 
dat een electronische begrenzing overstu- 
ring van de pen voorkomt. De prijs van de 
1 pens uitvoering is f 1500,—. Bij dezelfde 
Nederlandse firma kunt u terecht voor de 
Exatron GID 526A, één der voorbeelden 
waarbij digitale electronica nieuwe moge- 
lijkheden opent. Deze transient schrijver 
digitaliseert (in dit geval in zes bits) het 
ingangssignaal en slaat het resultaat op in 
het geheugen (in dit geval 500 waarden). 
Het bijzondere in dit apparaat is dat naast 
het analoge signaal ook nog twee digitale 
aan/uit Signalen gelijktijdig geregistreerd 
kunnen worden. Er kunnen snelle ver- 
schijnselen mee-bestudeerd worden, om- 
dat iedere 1 microseconde een meting 
verricht kan worden. Maximum inleestijd 
voor het gehele signaal is 20 seconden. Het 
apparaat wordt gecompleteerd met een 
ingebouwde thermografische schrijver, 
waarop in 11 sec het digitaal vastgelegde 
patroon geschreven kan worden om het 
geheugen voor een volgende meting vrij te 
maken. De quantalatch 4000, verkrijgbaar 
bij dezelfde firma, is ook een transient 
schrijver, die over 4 analoge ingangen 
beschikt en het signaal in 8 of 10 bits 
vastlegt. Daarenboven bestaat het geheu- 
gen uit 4000 waarden. Uitbreiding ervan is 
bovendien mogelijk. De grotere flexibili- 
teit blijkt ook uit het feit dat de meettijd 
per waarde ingesteld kan worden tussen 1 
microseconde en 10 seconden en dat de 
informatie van ieder ingangskanaal afzon- 
derlijk bewaard kan worden. Weergave 
kan op een aparte oscilloscoop geschie- 
den, terwijl afzonderlijke waarden op de 
ingebouwde LED-weergave afgelezen 
kunnen worden. (Geveke, Kabelweg 25, 
Amsterdam, 020-802802). 
De 4101 van PAR is een soortgelijk appa- 
raat, waarbij de informatie van ieder 
woord in 10 bits bewaard wordt (precisie 
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