
wicht zweier Konformationen (eine 
antiparallele und eine parallele Spe-
zies) vor. Die Analyse solcher Mi-
schungen gestaltet sich mit klassi-
schen Methoden wie etwa der CD-
Spektroskopie oder hochaufgelöster 
Strukturbestimmung schwierig. Auf 
der anderen Seite eignet sich die 
EPR-Spektroskopie sehr gut, um Ab-
standsverteilungen in heterogenen 
Systemen zu bestimmen.18) Zu die-
sem Zweck wurde doppelt spinmar-
kierte Quadruplex-DNA syntheti-
siert und untersucht.19) Die Schlei-
fen der Quadruplexe wurden mit Ni-
troxiden so modifiziert, dass eine 
Abstandsmessung eine eindeutige 
Zuordnung der fraglichen Topolo-
gien erlaubte. Die Messungen zeig-
ten eine hohe Flexibilität der Spin-
markierungen in den Schleifen. Dies 
erschwerte die Auswertung der 
Elektronenresonanzdaten, da im Ge-
gensatz zu Messungen an Duplex-
strukturen breite Abstandsverteilun-
gen analysiert werden müssen.18) 
Dennoch gelang es, zwei koexistie-
rende Strukturen zu identifizieren, 
nämlich eine Korbstruktur mit anti-
paralleler sowie eine Propellerstruk-
tur mit paralleler Strangorientie-
rung.19) 
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Künstliche Enzyme 
für die Industrie 

� Die industrielle Biotechnik ge-
winnt in der chemischen Industrie 
an Bedeutung, da sie biogene, nach-
wachsende Rohstoffe in Grund- und 
Feinchemikalien umwandelt und 
so hilft, den Anteil petrochemischer 
Rohstoffe zu reduzieren.1) Ob in fer-
mentativen Prozessen, die mehrstu-
fige Umwandlungen innerhalb eines 
Mikroorganismus und damit inner-
halb eines Reaktionsschritts errei-
chen, oder beim Einsatz einzelner 
isolierter Biokatalysatoren – immer 
stehen Enzyme und enzymatische 
Reaktionen im Mittelpunkt. Die be-
kannten, natürlichen Enzyme genü-
gen oft den Prozessanforderungen 
oder neu geforderten chemischen 
Reaktionen nicht. Damit steigt der 
Bedarf an technischen Enzymen mit 
neuen Eigenschaften.  

Der Bedarf lässt sich durch das 
Ausschöpfen des natürlichen Reser-
voirs mit immer effizienteren Me-
thoden zwar teilweise decken, z. B. 
durch hochparallele Pyrosequenzie-
rung oder durch die Metagenomik. 
Wichtiger noch ist jedoch die Mög-
lichkeit, Enzyme durch Design zu 
verändern und so zu neuartigen, 
künstlichen Enzymen zu gelangen, 
die einen breiten Einsatz biotech-
nischer Verfahren in der chemischen 
Industrie erlauben. Die gerichtete 
Evolution ist dabei das auch in 
nächster Zukunft wichtigste Werk-
zeug im Enzymengineering. Die ver-
schiedensten molekularbiologischen 
Methoden erzeugen hier zufällig 
sehr viele Enzymvarianten und 
überprüfen sie anschließend auf 
Zieleigenschaften. Durch Wieder-
holung dieses Prozesses aus Varia-
tion und Selektion gelangt man in 
der Regel schnell und effizient zu 
optimierten technischen Enzymen.  

Evolutives und rationales Design 
wachsen zusammen 

� Die einzelnen Schritte in diesem 
Prozess wurden und werden kon-
tinuierlich weiter verbessert. So un-
terstützen mit steigender Rechen-
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leistung zunehmend informatori-
sche Algorithmen und strukturba-
sierte Modellierung die Erzeugung 
von Enzymbibliotheken. Ein erfolg-
reiches Beispiel dafür ist der Sche-
ma-Algorithmus zur Herstellung 
von chimären Proteinen. Die Re-
kombination von Enzymen mit ho-
her Sequenzhomologie ist eine effi-
ziente Methode, Enzymbibliotheken 
herzustellen. Sie scheitert aber bei 
zu geringer Homologie. Der Sche-
ma-Algorithmus ermöglicht eine se-
quenzunabhängige, strukturgeführ-
te Rekombination. Dabei werden Se-
quenzen strukturell verwandter Pro-
teine in Elemente (die Schemas) un-
terteilt, die miteinander rekom-
biniert die Integrität der Gesamt-
struktur nur geringfügig beeinträch-
tigen sollen.2) Der Schema-Algorith-
mus ermittelt somit diejenigen 
Schnittpunkte, an denen eine Re-
kombination sinnvoll ist. Mit diesem 
System war es z. B. möglich, durch 
Rekombination von drei bakteriellen 
Ausgangsvarianten eine Bibliothek 
von Cytochrom-P450-Monooxy-
genasen herzustellen, die Varianten 
mit neuen Substratspezifitäten ent-
hält.3) In einem anderen Ansatz wur-
den mit dieser Methode deutlich sta-
bilere Cellobiohydrolasen ebenfalls 
aus einer Bibliothek identifiziert, die 

aus drei Ausgangsvarianten her-
gestellt wurde.4)  

Ein anderes Beispiel für den Ein-
satz von Rechenleistung beim Design 
von Enzymen für unnatürliche Reak-
tionen sind Algorithmen, die ur-
sprünglich zur Vorhersage der 
3-D-Struktur unbekannter Amino-
säuresequenzen entwickelt wurden.5) 
Damit gelang es, Proteinsequenzen 
zu identifizieren, deren Struktur ei-
nen Übergangszustand für eine 
Kemp-Eliminierung eines Benzisoxa-
zols zu dem entsprechenden Salicylo-
nitril bindet. Diese Reaktion hat an 
sich nur geringe industrielle Rele-
vanz, sie kann aber als Modell für die 
Protonabstraktion von einer 
C-H-Bindung dienen, die etwa bei 
der Dehydratisierung von Kohlenhy-
draten von großem Interesse ist. Wie 
bei den frühen Versuchen mit kataly-
tischen Antikörpern, die auf Basis der 
Bindung von Analoga des Übergangs-
zustands entwickelt wurden, hatten 
auch hier die besten Varianten eine 
zwar messbare aber nur geringe Akti-
vität mit niedriger Umsatzrate. Durch 
gerichtete Evolution ließ sich eine 
Variante soweit verbessern, dass diese 
die gewünschte Reaktion mehr als 
millionenfach beschleunigt und eine 
für ein Enzym passable katalytische 
Effizienz von 2600 M–1s–1 aufweist.6)  

Abb. 1. Konzept der enzymkatalysierten Kopplung eines Markermoleküls auf der Oberfläche von E. coli. 

Hoher Durchsatz  
erfordert Miniaturisierung  

� Auch Screening und Selektion 
bleiben wichtige Entwicklungsfel-
der. Vielversprechende Ansätze gab 
es hier vor allem in Richtung Minia-
turisierung und Kompartimentie-
rung, insbesondere zur Analyse und 
Selektion einzelner Zellen. Seit Jah-
ren etabliert ist die Auslese von En-
zymbibliotheken mit fluoreszenz-
aktivierter Zellsortierung (fluores-
cence activated cell sorting, FACS). 
Diese beschränkt sich jedoch auf in-
trazelluläre Enzyme und Reaktionen 
und wird durch limitierten Stoff-
transport über die Zellmembran be-
einträchtigt.  

Ein neuer Ansatz exprimiert die 
zu optimierenden Enzyme auf der 
Oberfläche von Escherichia coli und 
verbindet die zu analysierende enzy-
matische Reaktion (z. B. Esterasen) 
mit einer kovalenten Kopplung des 
Produkts mit der Zelloberfläche.7) 
Die Kopplung erfolgt über eine 
durch Peroxidasen katalysierte Radi-
kalbildung und ist auf Reaktionen 
beschränkt, die Aromaten oder H2O2 
bilden (Abbildung 1).  

Allgemeiner einsetzbar, aber tech-
nisch aufwendiger sind Verfahren, 
bei denen Zellen mit Enzymbiblio-
theken in Mikroemulsionen einge-
schlossen werden. Ein Beispiel hier-
für ist die mikrofluidische Methode 
der fluoreszenzaktivierten Tropfen-
sortierung (fluorescence activated 
droplet sorting, FADS).8) Dabei wer-
den Zellen in Tropfen mit einer Grö-
ße von etwa 12 pL eingeschlossen 
und in situ lysiert, so dass die freige-
setzten Enzyme barrierefrei mit ex-
tern zugegebenen Substraten reagie-
ren können. Damit werden nicht nur 
mehrstufige enzymatische Reaktio-
nen rekonstituierbar, sondern es kön-
nen auch Reaktionen mit extern zu-
geführten homogenen Katalysatoren 
kombiniert und en miniature ganze 
Prozesse nachgestellt werden. Mikro-
fluidische Chips sortieren die aktiven 
Tropfen durch Dielektrophorese mit 
Geschwindigkeiten von bis zu 300 
Tropfen pro Sekunde. Noch gibt es 
keine Publikation, die dem Einsatz 
dieser Methode für eine erfolgreiche 
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mationen zur Erzeugung von chimä-
ren Molekülen. Beispielsweise ließen 
sich Eigenschaften aus zwei struktu-
rell verschiedenen Aspergillus-Phyta-
sen modular kombinieren, indem die 
Proteine anhand Strukturinformatio-
nen in sieben Fragmente unterteilt 
und diese Fragmente miteinander 
kombiniert wurden.11) 

Aber auch bakterielle Phytasen 
wurden durch moderne Expressions-
systeme und Screeningmethoden in 
jüngerer Zeit industriell nutzbar. Bei-
spielsweise wurden Phytasen aus 
E. coli,12) aus Citrobacter sp.13) und 
aus Buttauxiella sp.14) sowohl bakte-
riell als auch in Hefen und filamentö-
sen Pilzen mit hoher Ausbeute expri-
miert. Varianten der Buttauxiella-
Phytase, die durch screeningbasierte 
gerichtete Evolution hergestellt wur-
den, zeigen eine hohe Aktivität ver-
bunden mit einer Thermo- und Pro-
teasestabilität.14) Einzelne, optimierte 
Varianten enthalten dabei zwölf und 
mehr Aminosäureaustausche. Daraus 
wird deutlich, dass sich mit moder-
nen und effizienten Methoden der ge-
richteten Evolution inzwischen sehr 
große Distanzen im Sequenzfunk-
tionsraum überbrücken lassen. 

Bioraffinerie: Grundchemikalien 
aus nachwachsenden Rohstoffen  

� Enzyme sind für Anwendungen in 
Bioraffineriekonzepten eine beson-
ders interessante Alternative zu che-
mischen Katalysatoren, da sie Kom-

Enzymoptimierung beschreibt, es 
lohnt sich aber, diese Entwicklung 
weiter zu verfolgen. 

Enzyme für eine grüne Industrie  

� Die wichtigsten etablierten Märk-
te für industriell angewandte und 
mit Enzymengineering optimierte 
Enzyme sind nach wie vor die Le-
bens- und Futtermittelindustrie, 
Waschmittel sowie die Textil- und 
Papierverarbeitung. Hydrolasen, 
insbesondere Proteasen, Amylasen, 
Lipasen, Phosphatasen, Cellulasen 
und Hemicellulasen, dominieren 
diese Anwendungen. 

Bei den Futtermittelenzymen 
macht insbesondere das Beispiel der 
Phytase neue Entwicklungen deut-
lich.9) Durch den Zusatz von Phyta-
sen zu Futtermitteln lassen sich die 
Phosphatzugabe und damit die Phos-
phatemissionen bei intensiver Tier-
haltung erheblich reduzieren. Über 
viele Jahre wurden hierfür Enzyme 
aus Pilzen eingesetzt. Ein heraus-
ragendes Beispiel für das Engineering 
pilzlicher Enzyme zu höherer Ther-
mostabilität ist der von den Autoren 
so genannte Consensus-Ansatz: Da-
bei wurde durch Homologievergleich 
eine artifizielle Phytase mit einer um 
mehr als 20 K gesteigerten Ther-
mostabilität generiert, die anschlie-
ßend durch Mutagenese weiter ver-
bessert wurde.10) Neuere Arbeiten zur 
Optimierung von pilzlichen Phytasen 
verwenden verstärkt Strukturinfor-

ponenten selektiv umsetzen (Abbil-
dung 2). So lassen sich durch selekti-
ve, enzymatische Depolymerisierung 
von Biomasse Stoffströme erzeugen, 
in denen einzelne Komponenten 
stark angereichert vorliegen.15) Auf 
diese Weise können kostenintensive 
Reinigungsprozesse einzelner Sub-
stanzen drastisch reduziert werden.  

Die enzymatische Hydrolyse der 
Cellulose zu Glukose ist dabei einer 
der wichtigsten Schritte. Im Ver-
gleich zur relativ einfach zu errei-
chenden Hydrolyse von Stärke mit 
Amylasen ist für den Abbau der Cel-
lulose mit Cellulasen derzeit immer 
noch die 40- bis 100-fache Menge an 
Enzymen notwendig.16) Aktivere 
Enzymsysteme für die Verzuckerung 
der Cellulose zu entwickeln, ist da-
her eine wesentliche Aufgabe. Ver-
schiedene Ansätze werden dabei ein-
zeln oder kombiniert verfolgt. Zum 
Celluloseabbau sind vor allem drei 
Enzyme notwendig: Endoglucanase, 
die Celluloseketten intern spaltet, 
Exocellulase und Cellobiohydrola-
sen (CBH, Abbildung 3), die vom re-
duzierenden bzw. vom nicht redu-
zierenden Ende kommend Cellobio-
se von den Celluloseketten abspal-
ten und b-Glucosidase (BGL), die 
letztere in Glukose hydrolysiert.  

Ein Ansatz ist es, neue Cellulasen 
zu entwickeln, die deutlich tempera-
turstabiler sind, um dadurch die Hy-
drolyse durch höhere Temperaturen 
zu beschleunigen. Während Amylasen 
mit optimaler Aktivität von weit über 

Abb. 2. Konzept der selektiven enzymatischen Hydrolyse (SEH) zur stofflichen Verwertung 

von Biomasse. 

Abb. 3. Strukturmodell der katalytischen Untereinheit von Cellula-

sen der GH7-Familie. Zu erkennen ist die Tasche, in der ein einzelner 

Cellulosestrang gebunden und gespalten wird.
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cher Entfernung zum aktiven Zen-
trum, was den Vorteil der orts-
ungerichteten Mutagenese unter-
streicht.  

Außen Enzym, innen Fermenter 

� Eine interessante weitere Ent-
wicklung ist die Expression von En-
zymen auf der Oberfläche von Zel-
len. Beispielsweise ließ sich in jüngs-
ter Zeit durch Expression der Candi-
da-antarctica-Lipase B auf der Ober-
fläche von Hefezellen ein Ganzzell-
biokatalysator generieren, den man 
zur Herstellung von Polyestern mit 
geringer Nebenproduktbildung ein-
setzen könnte.21) Systeme zur Ober-
flächenexpression von Enzymen 
werden vor allem dann interessant, 
wenn sie mit den fermentativen Akti-
vitäten der Zellen kombinierbar sind. 
Beispielsweise wurde durch Expres-
sion einer Glucoamylase aus Asper-
gillus auf der Oberfläche von Saccha-
romyces cerevisiae ein Hefe stamm er-
zeugt, der Ethanol direkt aus verflüs-
sigter Stärke produziert.22) Das Prin-
zip der Hydrolyse von Cellulose 
durch Oberflächenenzyme und an-
schließende Aufnahme der entste-
henden Monomere nutzt natürli-
cherweise eine Reihe von Mikroorga-
nismen. Besonders weit verbreitet ist 
die Expression eines Cellulose spal-
tenden Enzymkomplexes, des Cellu-
losoms, in Clostridien. Analog wur-
den Cellulasen auf der Oberfläche 
von Hefezellen exprimiert, beispiels-
weise eine Beta-Glucosidase und ei-
ne Endoglucanase aus Aspergillus auf 
der Oberfläche von S. cerevisiae. So 
ließen sich Hefezellen generieren, 
die Betaglucane zu Ethanol fermen-
tieren.23) In jüngeren Arbeiten wur-
den analog Komponenten des Cellu-
losoms aus verschiedenen anaeroben 
Clostridien auf der Oberfläche von S. 
cerevisiae exprimiert.24,25)  

Metalloenzyme mit Zukunft? 

� Die homogene Katalyse mit Me-
tallkomplexen wie denen des Ruthe-
niums oder Wolframs bilden die 
Grundlage für viele industrielle Pro-
zesse. So hat etwa die Metathese von 
Fettsäuren großes Potential für die 

100 °C beschrieben sind, gibt es keine 
Cellulasen mit nur annähernd ähnlich 
hoher Temperaturstabilität, die kris-
talline Cellulose abbauen können. Mit 
der oben beschriebenen Schema-Vari-
ante war es möglich, CBH-Varianten 
zu erzeugen, die eine 30-fach höhere 
Halbwertszeit bei 63 °C haben.17)  

Ein ungelöstes Problem der Cel-
lulosehydrolyse ist beispielsweise 
die hohe Produktinhibierung der 
CBH- und BGL-Aktivitäten durch 
Cellobiose und Glukose. 

Enzyme ermöglichen  
hochselektive Zuckerfolgechemie 

� Eine Alternative zu Hydrolasen 
sind Phosphorylasen, da diese die 
direkte Bildung von phosphorylier-
ten Intermediaten ermöglichen. 
Durch gerichtete Evolution ließ sich 
beispielsweise die Aktivität zur Spal-
tung von Lactose in einer Phospho-
rylase aus Cellulomonas uda deutlich 
steigern.18) Das optimierte Enzym 
enthält zwei Aminosäureaustausche. 
Mit permeabilisierten, das optimier-
te Enzym intrazellulär exprimieren-
den E.-coli-Zellen wurde so erfolg-
reich a-D-Galactose-1-phosphat aus 
Lactose hergestellt.19) 

Kohlenhydrate wie Glukose, aber 
auch Glycerin sind die mit Abstand 
häufigsten biogenen Moleküle. Für 
ihre Verwendung in der Industrie ist 
es notwendig, die Anzahl ihrer funk-
tionellen Gruppen zu reduzieren, bei-
spielsweise durch Dehydratisierung. 
Dies ist mit klassischer Säurekatalyse 
bei hohen Temperaturen möglich, al-
lerdings entstehen dabei zahlreiche 
Nebenprodukte. Dehydratasen bieten 
hier eine hochselektive Alternative. 
Allerdings sind diese meist über radi-
kalische Mechanismen arbeitenden 
und Cofaktoren wie Cobalamin ent-
haltenden Enzyme in der Regel nicht 
stabil genug. Mit gerichteter Evoluti-
on lassen sich diese Enzyme stabili-
sieren und aktivieren. Sättigungs-
mutagenese an zwei Positionen der 
Glyceroldehydratase von K. pneumo-
niae stabilisiert dieses Enzym bei-
spielsweise fast um das Zehnfache.20) 
Wie in vielen anderen Fällen bereits 
festgestellt, liegen auch hier die mo-
difizierten Aminosäurereste in deutli-

Herstellung von bifunktionellen 
Monomeren. Sie beruht auf der kata-
lytischen Eigenschaft von Rutheni-
um und anderen Übergangsmetal-
len, in Komplexen zwei C-C-Dop-
pelbindungen umzugruppieren. Lei-
der sind diese Reaktionen sehr un-
spezifisch und es entsteht eine große 
Zahl an Produkten.  

Die hohe Spezifität enzymkataly-
sierter Reaktionen mit der Reaktivität 
von Übergangsmetallkomplexen zu 
verbinden, ist ein naheliegender, aber 
schwieriger Ansatz. Derartige künst-
liche Metalloenzyme sind seit nahezu 
20 Jahren Objekt der Forschung und 
unterschiedliche Proteinscaffolds 
wurden für die direkte (Subtilisin, 
Zn-Finger-Proteine) oder indirekte 
(Häm-Proteine) Bindung von Über-
gangsmetallionen und -komplexen 
untersucht.26) Auch wenn die Fort-
schritte in den letzten Jahren hier 
enorm sind, stehen industriell ein-
satzfähige Enzyme hier noch aus. 
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