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1. Einleitung

Biokraftstoffe aus Lignocellulose-Material stellen eine
bedeutende Herausforderung dar: Sie offerieren ein großes
Potenzial f�r die Produktion von Treibstoffen, stellen neue
Rohstoffquellen zur Verf�gung, ohne mit der Herstellung von
Lebensmitteln zu konkurrieren, und bieten die Option auf
eine erhebliche Reduktion der Treibhausgasemission. Eine
k�rzlich publizierte Analyse konstatierte, dass Ethanol aus
Cellulose verglichen mit konventionellem Benzin die Emis-
sion von Treibhausgasen um 90 % reduziert.[1] Allerdings
m�ssen noch ernsthafte Probleme im Hinblick auf Infra-
struktur, Logistik und Transport, weiterhin technische und
wirtschaftliche Aufgaben, die Konkurrenz mit anderen
Treibstoffen, Biokraftstoffe inbegriffen, und besonders die
Verbrennung von Biomasse zur Gewinnung von Elektrizit�t
und thermischer Energie in dezentralen Einrichtungen gelçst
werden; auch das „Fracking“ als neue konkurrierende Tech-
nologie scheint die Kommerzialisierung von Lignocellulose-
basierten Verfahren zu verzçgern. Sch�tzungen zufolge liegen
die Produktionskosten von Ethanol aus Lignocellulose bei
0.5 US $ pro Liter und damit doppelt so hoch wie f�r Ethanol
aus St�rke.[1,2]

Die Forschung zum enzymatischen Celluloseabbau wurde
in den letzten 30 Jahren mit schwankender Intensit�t betrie-
ben.[3] Die Thematik ist seit den 1970er Jahren, nach der
ersten �lkrise, wiederholt in Mode gekommen. Ihr Wegbe-
reiter war Elwin T. Reese,[4] der in den fr�hen 1950er Jahren
die Verrottung von Zelten aus Baumwolltuch in den Labors
der US-Army untersuchte. Er identifizierte Pilze der Gattung
Trichoderma, die erhebliche Mengen an Cellulasen produ-
zierten und Cellulose zu Glucose hydrolysieren, einschließ-
lich einer Spezies, die sp�ter als Trichoderma reesei bezeich-
net wurde. Zu Reese stieß 1956 Mary Mandels, und der
Schwerpunkt der Cellulaseforschung verschob sich von der
Verhinderung der Hydrolyse hin zu ihrer Verst�rkung f�r die
Gewinnung von Glucose. Die Gruppe von Henrissat bereitete
den Weg sowohl f�r die Klassifizierung und Charakterisie-
rung als auch die Erforschung der Reaktionen und der Syn-
ergie von Cellulasen.[5] Zu den ersten �bersichten und Ver-
çffentlichungen �ber Kinetik und Reaktionsf�hrung gehçren
die von Ladisch und Zhao,[6] Ghose[7] und Buchholz et al.[8]

Der vorliegende Aufsatz bietet eine aktuelle �bersicht �ber
den Stand der Forschung zum enzymatischen Abbau von
(Ligno)Cellulose-Material. Er behandelt die Verf�gbarkeit
und Struktur der Ausgangsmaterialien, weiterhin eine Ein-
f�hrung �ber die erforderlichen Enzyme, ihre Reaktions-
weise, die Suche („Screening“) nach (neuen) Aktivit�ten und
das Protein-Engineering, sowie Aspekte der Reaktionsf�h-
rung.

2. Biomasse

Ein breites Spektrum an Substraten und Ausgangsmate-
rialien wurde untersucht, darunter Holz oder Teile von Holz,
Restmaterialien aus Verarbeitungsprozessen der Lebensmit-
telindustrie, Getreidereste, Maisstroh, Maiskolben, Zucker-
rohrbagasse und Energiepflanzen, vor allen Dingen Ruten-
hirse und Pappel-Hybride. Treibstoffe aus nachwachsenden
Rohstoffen decken zurzeit 10% des Weltenergiebedarfs, oder
53 Exajoule.[9] Das globale Potenzial f�r Bioenergie aus dem
gezielten Anbau von Biomasse im 21. Jahrhundert wurde
unter Ber�cksichtigung einer Reihe von Anforderungen be-
z�glich Nachhaltigkeit gesch�tzt, um die Nahrungsmittel-
produktion und die Biodiversit�t zu erhalten, sowie eine an-
gemessene Kohlenstoffbilanz im Boden zu gew�hrleisten.
Biotreibstoffe bieten das Potenzial, in Zukunft ein Viertel des
Energiebedarfs der Welt zu decken (153 von 623 Exajoule im
Jahr 2035; Abbildung 1).[10]

2.1. Vorkommen und Strukturen von Lignocellulose-Materialien

Landwirtschaftliche Reststoffe enthalten in der Regel
etwa 30–40 % Cellulose, 20–30 % Hemicellulosen und in der
Grçßenordnung von 15–30 % Lignin, w�hrend der Cellulo-
segehalt von Nadelholz und Laubholz im Bereich von 40–
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Biokraftstoffen und wertschçpfenden Chemikalien. Neue Einsichten
in Proteinfunktionen und Substratstrukturen, Kinetiken zur Erken-
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42% liegt mit etwa 20–30 % Hemicellulosen und 25–32%
Lignin. Die Nutzung der Nebenprodukte, im besonderen
Maße des Lignins, wird als entscheidend f�r einen wirt-
schaftlichen industriellen Prozess erachtet. So kann Lignin
ein geeignetes Ausgangsmaterial f�r Chemikalien wie Vanil-
lin und andere Aromaten darstellen. Die Cellulose setzt sich
aus b-1,4-glykosidisch verkn�pften d-Glucose-Untereinhei-
ten zusammen. Die Hemicellulosen repr�sentieren komplexe
Kohlenhydratstrukturen, die sich aus unterschiedlichen Po-
lysacchariden wie Pentosanen (z. B. Xylan und Araban),
Hexosepolymeren (vorwiegend Mannnan, Glucan, Gluco-
mannan und Galactan) sowie Pektin aufbauen. Diese Poly-
saccharide sind leicht zu hydrolysieren (Schema 1).

Dagegen ist Lignin ein dreidimensionales statistisch ver-
kn�pftes Polypropanoid(C9)-Polyphenol, das vorzugsweise
�ber Arylglyceryl-Etherbindungen zwischen Phenol-p-cu-
maryl(H)-, Coniferyl(G)- und Sinapyl(S)-Alkohol-Baustei-

nen verkn�pft ist (Schema 2).[11] Gymnosperm-Lignin besteht
nahezu vollst�ndig aus G (G-Lignin), Dicotyledon-Angio-
sperm-Lignin stellt eine Mischung aus G- und S- (GS-Lignin)
und Monocotyledon-Lignin eine Mischung aller drei Typen
(GSH-Lignin) dar. Das Polymer ist nahezu resistent gegen
mikrobiellen (und enzymatischen) Abbau.[12]

2.2. Vorbehandlung

Ein erhebliches Problem f�r den Zugang der Enzyme zu
den Polysacchariden in (Ligno)Cellulose-Material stellt die
Resistenz der Pflanzenzellwand gegen biologischen Abbau
dar. Dieses Kernproblem muss f�r eine kosteng�nstige Pro-
duktion von Treibstoffen und Chemikalien als erstes ange-
gangen werden, um cellulosehaltige Feststoffe durch enzy-
matische Hydrolyse mit Ausbeuten von �ber 90 % in ange-
messener Reaktionszeit (bis zu einem Tag) abzubauen, und
um hohe Zuckerkonzentrationen (�ber 10% f�r Glucose,
zus�tzlich Arabinose und Xylose) f�r die anschließende Fer-
mentation zu erzielen. Ohne Vorbehandlung w�ren die en-
zymatische Umsetzung der Substrate, die Reaktionsge-
schwindigkeit und die Produktkonzentrationen zu niedrig
und somit unwirtschaftlich. Schl�sselfaktoren sind deshalb
das In-Lçsung-Bringen der Hemicellulosen und die Ver�n-
derung der Ligninstruktur, sodass die Zug�nglichkeit der
Cellulose f�r hydrolytische Enzyme durch eine Struktur mit
vergrçßertem Porenvolumen, die entsch�tzt, aufgebrochen
und hydratisiert ist, verbessert wird. Die Eigenschaften des
Substrats, die die Geschwindigkeit der enzymatischen Hy-
drolyse bestimmen, umfassen die Zug�nglichkeit f�r Enzyme
und den Kristallisationsgrad, Regionen hoher Kristallinit�t
sind von amorphen Regionen unterbrochen, von Hemicellu-
losen und durch Lignin gesch�tzt. Die Bildung von Inhibito-
ren durch die Fermentation (Ameisen-, Essig- und L�vulin-
s�ure, Furanderivate und phenolische Komponenten) muss
minimiert werden. Ebenso wesentlich sind ein geringer
Bedarf an W�rme- und elektrischer Energie, sowie geringe
Kosten. In diesem Aufsatz kann nur kurz darauf eingegangen
werden; allerdings umfassen neuere �bersichten zur Vorbe-
handlung alle wesentlichen Aspekte und sollten bez�glich
einzelner Details herangezogen werden. Diese betreffen: die
Zerkleinerung des Substrats, die Verbesserung der Zug�ng-
lichkeit, die Rolle der Entfernung von Komponenten, be-
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Abbildung 1. Nutzung von Biomasse in den Jahren 2010 (insgesamt
53 EJ) und 2035 (insgesamt 153 EJ). 1 EJ = 1 Exajoule = 1018 J. Gr�n:
W�rmeenergie; blau: Transport; rot: Elektrizit�t.[10]

Schema 1. Strukturen von Cellulose und Hemicellulose.
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sonders bez�glich der Hemicellulose/des Lignins, die Inhi-
bierung durch einzelne Komponenten, die Rolle der Reakti-
onsbedingungen und die substratspezifische Optimie-
rung.[12, 13]

Die Elementarfibrillen der Cellulose und ihre Aggrega-
tion sind in der Natur ausgebildet in nativen Fasern, wie
Baumwoll- oder Holzfasern und finden sich in unterschied-
lichen Lagen von Zellw�nden in typischen Anordnungen.[14]

Drei verschiedene Arten von Polymeren – Cellulose, Hemi-

cellulosen und Lignin – sind eng unter-
einander verkn�pft und hemmen den en-
zymatischen Abbau.

Leu und Zhu[13c] erkannten, dass die
Entfernung von Hemicellulosen wichtiger
ist als die von Lignin, um f�r Cellulasen
zug�ngliche Poren zu erzeugen. Die par-
tielle Entfernung von Lignin ist erforder-
lich, um eine hinreichende Verzuckerung
von Lignocellulosen mit hohem Lignin-
gehalt zu erzielen, z. B. bei Nadelholz.
Behandlungen, die die Eigenschaften der
Oberfl�che von Lignin modifizieren,
kçnnen effizient sein, um die Hemmung
von Cellulasen durch Lignin zu reduzie-
ren oder zu eliminieren, und so eine ver-
besserte Hydrolyse von Cellulose zu be-
wirken.

Die Dampfexplosion („steam explo-
sion“) ist die am weitesten verbreitete
physikalisch-chemische Methode f�r die
Vorbehandlung von Lignocellulose-Bio-
masse, in der die Biomasse hohem
Dampfdruck und hoher Temperatur (bis
240 8C) f�r einige Minuten ausgesetzt
wird, und anschließend plçtzlicher Ent-
spannung unterworfen wird.[12] Diese Art
der Vorbehandlung vereint mechanische
Kr�fte, verursacht durch die Dekompres-
sion, und chemische Effekte der Hydro-
lyse durch die Protonen des Wassers und
der Acetylgruppen, die in Hemicellulosen
vorliegen (Bildung von Essigs�ure).
Lignin wird umgelagert und teilweise von

den Fasern entfernt. Die Entfernung von Hemicellulosen
exponiert die Celluloseoberfl�che und erhçht so ihre Zu-
g�nglichkeit f�r Enzyme. Diese Vorbehandlung erzielt gute
Umsetzung bei der enzymatischen Hydrolyse mit hoher
Ausbeute an Zuckern und vermeidet gleichzeitig die Bildung
von Inhibitoren. Sie hat sich f�r eine Reihe von Rohstoffen,
z. B. Pappelholz und Reste aus landwirtschaftlichen Produk-
ten wie Mais- und Weizenstroh, als effizient erwiesen. Sie
eignet sich f�r die �bertragung in den industriellen Maßstab,
erfordert relativ geringen Investitionsaufwand und bietet im
Vergleich zu einer Vorbehandlung mit ionischen Fl�ssigkei-
ten ein grçßeres Potenzial f�r die Energieeffizienz.[12]

F�r eine Vorbehandlung mit heißem Wasser wird dieses
als Fl�ssigkeit unter Druck bei hohen Temperaturen ange-
wendet (2–5 bar, 160–240 8C, Reaktionszeiten von wenigen
Minuten bis zu einer Stunde), um Ver�nderungen der
Struktur von Lignocellulosen zu bewirken, die bedingt sind
durch die Verschiebung im pH-Wert des Wassers bei diesen
Bedingungen.[12] Ziel dabei ist es, vorwiegend die Hemicel-
lulosen zu hydrolysieren, um so die Cellulose besser zu-
g�nglich zu machen, und die Bildung von Inhibitoren zu
vermeiden (unter anderem durch Kontrolle des pH-Wertes).
Man erh�lt zwei Fraktionen: eine feste, Cellulose-reiche
Fraktion und eine lçsliche Fraktion, die reich an Hemicellu-
lose-Oligomeren ist. Rohstoffe, die untersucht wurden, sind
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Schema 2. Ligninsynthese und -struktur.[11] Der Polymerisationsschritt wird durch Peroxidase-
und Laccaseenzyme katalysiert �ber kombinatorische radikalische Verkn�pfungsreaktionen
zwischen delokalisierten phenolischen Monolignol-Radikalen.
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z. B. Mais- und Weizenstroh sowie Zuckerrohrbagasse. Eine
ausf�hrliche Studie ergab eine Steigerung der Glucoseaus-
beute ausgehend von nat�rlichem, nicht vorbehandeltem
Weizenstroh von 3–9% auf nahezu 100 % bei optimalen Be-
dingungen von 200 8C und 20 Minuten, wobei mit Celluclast
(aus T. reesei) und Novozym 188 (beide von Novozymes A/S,
D�nemark) kommerzielle Enzympr�parate eingesetzt wur-
den.[13b] Die Methode erscheint besonders wegen ihres Kos-
teneinsparungspotentials und der kosteng�nstigen Reaktor-
konstruktion (geringe Korrosionsgefahr) attraktiv.[12, 13h,i]

Eine Organosolv-analoge Prozessf�hrung wurde lange
zur Delignifizierung der Holz-Ultrastrukturen diskutiert.[15]

Sie verwendet organische Lçsungsmittel (z. B. Ethanol oder
kurzkettige Alkohole) und Wasser, die Teile des Lignins und
der Hemicellulosen auflçsen, die so gelçsten Lignin- und
Hemicellulose-Bestandteile abtrennen und durch eine �n-
derung der Konzentration der organischen Lçsungsmittel
ihre Gewinnung ermçglichen. Die hohen Kosten der Lç-
sungsmittel werden als prohibitiv f�r den Organosolv-Prozess
angesehen.[16] Als Alternative wurde ein Zweiphasenverfah-
ren f�r die Vorbehandlung von Biomasse vorgeschlagen.
Dieser Organocat-Prozess verwendet eine w�ssrige Lçsung
von Oxals�ure als katalytisches Agens und 2-Methyltetrahy-
drofuran (MTHF) als organisches Lçsungsmittel,[17] das
Lignin auflçst, w�hrend die teilweise hydrolysierten Hemi-
cellulosen in der w�ssrigen Phase gelçst werden. Cellulose
bleibt als Feststoff �brig. Dieser Prozess wurde k�rzlich hin-
sichtlich der Wirtschaftlichkeit untersucht.[16] Der angenom-
mene Energiebedarf liegt bei 5 MJ je kg Trockenbiomasse,
vorwiegend aufgrund des Lçsungsmittel-Recyclings. Die At-
traktivit�t des Organocat-Prozesses beruht jedoch auf der
effizienten Abtrennung des Lignins und der potenziellen
Synthese von Aromaten, Propylen und Butadien.

3. Cellulose spaltende Enzyme

3.1. CAZyme-Klassifizierung

Glycosid-Hydrolasen sind Schl�sselenzyme des Kohlen-
hydratmetabolismus, die in den drei grundlegenden Dom�-
nen (Archaebakterien, Eubakterien, Eukaryoten) vorkom-
men. Die IUB-Enzymnomenklatur basiert auf den Reakti-
onstypen, die Enzyme katalysieren, und ihrer Substratspezi-
fit�t. Bei Glycosid-Hydrolasen (EC 3.2.1.x) bezeichnen die
ersten drei Ziffern Enzyme, die O-Glycosyl-Verkn�pfungen
hydrolysieren, w�hrend die letzten Zahlen das Substrat aus-
weisen und zuweilen den molekularen Mechanismus reflek-
tieren. 1991 klassifizierte Henrissat Glycosid-Hydrolasen
�ber Aminos�uresequenz-�hnlichkeiten und schlug eine
�nderung der Enzym Nomenklatur vor.[18] Durch das Zu-
sammentragen von mehr Daten war die Datenbank CAZy –
„Carbohydrate-Active enZymes“ (http://www.cazy.org/)[19]

geboren. Die CAZy-Datenbank umschließt Familien struk-
turverwandter katalytischer und Kohlenhydrat-bindender
Module (oder funktioneller Dom�nen) von Enzymen, die
glycosidische Bindungen spalten, modifizieren oder bilden.
Die CAZy-Datenbank umfasst 133 Glycosyl-Hydrolase-Fa-
milien[18,20] (Glycosidasen und Transglycosidasen), 96 Glyco-

syltransferase-Familien,[21] 23 Familien von Polysaccharid-
Lyasen[22] und 16 Familien von Kohlenhydrat-Esterasen.
J�ngst wurden dar�ber hinaus Redoxenzyme, die in Verbin-
dung mit CAZymes wirken, als „Hilfsaktivit�ten“ aufge-
nommen.[23] Um die Familien zuordnen zu kçnnen, wurden
ihnen Nummern gegeben, beispielhaft enth�lt die Glycosyl-
Hydrolase-Familie-1-Enzyme, die eine TIM-Fass-Faltung
aufweisen. Diese Familien bilden 14 verschiedene Clans, die
Struktur�hnlichkeiten gemein haben. Momentan sind in der
Datenbank CAZyme Informationen von 2931 Bakterien-,
167 Archaea-, 76 Eukaryoten- und 255 Viren-Genomen ent-
halten.

CAZy-Daten kçnnen entweder durch Recherchen von
sequenzbasierten Familien oder durch Genomrecherche der
Kohlenhydrat-aktiven Enzyme genutzt werden. Die neuen
Genome werden umgehend eingepflegt, sobald sie in den
t�glichen Verçffentlichungen von GenBank erschienen sind.
Die Leitlinie der CAZy-Datenbank ist, alle Kohlenhydrat-
aktiven Enzyme abzudecken und sie �ber Organismen und
Subklassen der Glykowissenschaften zu klassifizieren.

Ein typisches Cellulasesystem umfasst drei Hauptaktivi-
t�ten: Endketten-spaltende Cellobiohydrolasen (CBH),
Zwischenketten-spaltende Endoglucanasen (EG) und b-
Glucosidasen (BGLs), die lçsliche kurzkettige Glucooligo-
saccharide zu Glucose hydrolysieren. EGs agieren haupt-
s�chlich an amorphen Strukturen der Cellulose. Verschiedene
CBHs wirken mçglicherweise bei amorpheren und kristalli-
nen Teilen der Cellulose. W�hrend EGs neue Kettenenden
erzeugen, hydrolysieren CBHs weiter und produzieren
haupts�chlich Cellobiose (zwei Glucoseeinheiten), welches
durch BGLs hydrolysiert wird und Glucose liefert. Die un-
terschiedlichen Enzymsysteme und das mannigfaltige Zu-
sammenspiel von Kohlenhydrat-bindenden Modulen laufen
sicherlich komplexer ab, als in Abschnitt 3.5 diskutiert wird.

3.2. Vorkommen der CBM

Im Allgemeinen sind Glycosid-Hydrolasen f�r den Abbau
von unlçslichen Polysacchariden ineffiziente Enzyme, da das
Protein Schwierigkeiten hat, das Substrat in einer f�r die
Katalyse geeigneten Position zu erreichen. Um diesen Ein-
schr�nkungen entgegenzuwirken, sind Glycosid-Hydrolasen
oft in modularer Weise organisiert. So beinhalten diese Sys-
teme Hydrolasen als katalytische Module, die mit einem oder
mehreren Kohlenhydrat-bindenden Modulen (CBMs) ver-
kn�pft sind. Diese CBMs sind der nichtkatalytische Abschnitt
vieler auf Polysaccharide ausgerichteter Enzyme wie Cellu-
lasen und Hemicellulasen, die an Zellwandpolymere binden.
Aber wie funktionieren sie genau? Neue Kenntnisse legen
nahe, dass CBMs das Eindringen des Enzyms in die Cellulo-
sesubstrate fçrdern. Gilbert et al. haben dazu wichtige Fragen
in einem exzellenten Artikel aufgeworfen: Welche sind die
Kohlenhydratmotive, die von CBMs erkannt werden, und
welche ihrer Strukturmerkmale treiben die Erkennung dieser
Motive voran?[24]

Die CAZy-Datenbank gruppiert CBMs aufgrund ihrer
�hnlichen Proteinsequenzen in 67 Familien,[25] und 54 dieser
Familien sind bis jetzt strukturell vertreten. Die CBM-
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Module sind weiter unterteilt in die Typen A, B und C. Diese
Klassifizierung wurde eingef�hrt, um CBMs aufgrund ihrer
Bindungsspezifit�t zu definieren, wobei TypA-CBMs die
Oberfl�che von kristallinen Polysacchariden binden. TypB-
CBMs erkennen interne Kohlenhydratketten (Endo-Typ),
und bei TypC-CBMs handelt es sich um solche Module, die
die Enden von Glycanen binden (Exo-Typ).

3.3. Zusammenspiel von CBM und Glycosid-Hydrolasen und
Linkern

Es gibt verschiedene Mechanismen, die zur Bindung
zwischen Kohlenhydraten und Proteinen, vertreten durch
CBMs, Enzymen und Linker, beitragen. Ein typischer Me-
chanismus zwischen TypA-CBM63 von der b-1,4-(Exo)Glu-
canase Cex aus Cellulomonas fimi und unlçslicher bakteriel-
ler mikrokristalliner Cellulose ist die entropiegetriebene
Expulsion von Wassermolek�len der hydrophoben Oberfl�-
chen der Cellulose und des Proteins.[26]

In weiteren Mechanismen wurde f�r die Kohlenhydrat-
erkennung ein Zusammenwirken von CBM und der Hydro-
lase beobachtet. Xyn10B von Clostridium thermocellum ist
ein typisches modular aufgebautes Enzym, welches ein N-
terminales CBM der Familie 22 (CBM22-1), eine katalytische
Dom�ne der Glycosid-Hydrolase-Familie 10 (GH10), ein
zweites CBM22 (CBM22-2), eine Dockerin-Sequenz und eine
C-terminale katalytische Kohlenhydrat-Esterase-Dom�ne
der Familie 1 (CE1) enth�lt. Reste der Helix H4 des GH10-
Moduls stellen die wesentlichen Kontakte her, indem sie in
die kleine Mulde des CBM22-1-Moduls passen.[27] Die Ori-
entierung von CBM22-1 ist so, dass das Substrat leicht ge-
bunden und anschließend in prozessiver Weise dem aktiven
Zentrum zugef�hrt werden kann (Abbildung 2).[27] Viele
Enzyme, die Lignocellulose abbauen, sind multimodular mit
CBMs und katalytischen Dom�nen �ber flexible glycosylierte
Linker verbunden. Von diesen Linkern dachte man lange
Zeit, dass sie einfach als Bindeglied zwischen den Struktur-
dom�nen dienen. In j�ngster Zeit wurde jedoch nachgewie-
sen, dass der Linker die Bindung �ber das CBM hinaus um
eine Grçßenordnung verst�rkt und eine dynamische Bin-
dungsfunktion zum Substrat aufweist und demnach voraus-
sichtlich ein wichtiger Akteur der Enzymaktivit�t ist (Abbil-
dung 3).[28] MD-Simulationen vor und nach der Bindung des
Linkers suggerieren gleichermaßen, dass der gebundene
Linker die Enzymfunktion wegen der signifikanten D�mp-
fung der Enzymbewegung beeinflussen kçnnte.

3.4. Multienzymkomplexe

Cellulosome sind Multienzymkomplexe, die Anfang der
1980er Jahre entdeckt wurden.[29] Die Cellulosome sind von
cellulolytischen Mikroorganismen als Nanomaschinen f�r
den effizienten Abbau von Cellulose und Hemicellulose
entwickelt worden.[30] Die „Nanomaschinen“ sind aus zwei
komplement�ren Strukturmodulen zusammengesetzt, die an
zwei separierten und wechselwirkenden Untereinheitstypen
lokalisiert sind. Das Coh�sin-Modul auf dem Scaffoldin

bindet ein Dockerin-Modul auf jeder enzymatischen Unter-
einheit.[31] Mit diesem Prinzip arbeiten viele cellulolytische
Untereinheiten wie Endoglucanasen, Cellobiohydrolasen,
Xylanasen und andere Enzyme zusammen, um heterogene,
unlçsliche Cellulosesubstrate gemeinsam abzubauen. Die
Bindung des Cellulosoms an sein Substrat wird durch ein

Abbildung 2. Struktur des vermeintlichen Xylan-Bindungskanals. Das
CtCBM22-1-GH10-Monomer ist als Oberfl�che dargestellt, um hervor-
zuheben, dass die CBM22-1- und GH10-Module (rot bzw. gr�n) eng
verbunden sind. Die vermeintliche Ligandenbindungsfurche des
CBM22-1-Moduls ist mit der katalytischen Tasche von GH 10 zur Bil-
dung eines langen durchgehenden Kanals (Pfeil) abgestimmt, der mut-
maßlich Xylanketten mit wenigstens 10 Xyloseeinheiten beherbergen
kann. In der Kristallstruktur (PDB-Code: 2w5f) wird der Xylotriose-Teil
in den Untereinheiten �1 bis �3 beobachtet.[27]

Abbildung 3. Molek�ldynamik(MD)-Simulationen der Familie-6- und
Familie-7-Cellobiohydrolasen aus Trichoderma reesei (TrCel6A and
TrCel7A), gebunden an Cellulose. Die Vorhersage der MD-Simulationen
wurde experimentell �berpr�ft durch Bestimmung der Bindungsaffini-
t�t der Cel7A-CBM und des nativ glycosylierten Cel7A-CBM-Linkers.
Auf kristalliner Cellulose steigert der glycosylierte Linker die Bindungs-
affinit�t um eine Grçßenordnung. Insgesamt legen die Ergebnisse
nahe, dass glycosylierte Linker in Kohlenhydrat-aktiven Enzymen, die
eigentlich ungeordnete Proteine in Lçsung sind, die dynamische Bin-
dung w�hrend des enzymatischen Abbaus der Pflanzenzellwand unter-
st�tzen.[28]
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Scaffoldin-gest�tztes Cellulose-bindendes Modul (CBM)
vermittelt. �ber die Herstellung k�nstlicher Cellulosome zur
Effizienzsteigerung des enzymatischen Zuckerabbaus wurde
berichtet.[32] In einem chemischen Ansatz wurde ein Multi-
cellulase-Konjugat auf einer Doppelstrang-DNA assembliert,
und das resultierende DNA-(Endoglucanase)n-Konjugat wies
eine einzigartige hydrolytische Aktivit�t gegen kristalline
Cellulose (Avicel) auf, die vom Cellulase/DNA-Verh�ltnis
dieses k�nstlichen Cellulosoms abhing (Abbildung 4).[33]

3.5. Reaktionsschritte, Synergie und Kinetik

Die Kinetik der enzymatischen Hydrolyse von Cellulose
ist hochkomplex, und es ist schwierig, rationale kinetische
Modelle zu formulieren, die auf mechanistischen Reaktions-
schritten basieren. Dies ist durch mehrere Aspekte bedingt,
die sich aus dem Substrat- und Enzymkomplex herleiten,
wobei letzterer erforderlich ist f�r die synergistische und
somit effiziente Hydrolyse.[3, 34] Das Substrat ist aus verschie-
denen Sichtweisen und auf mehreren strukturellen Ebenen
heterogen:

Die planaren Hexoseringe unterschiedlicher Polysaccha-
ridketten sind in einer Ebene angeordnet und durch Stapel-
wechselwirkungen mit anderen Lagen der Celluloseketten
verbunden, was eine enge Anordnung bedingt und einen
hohen Organisationsgrad zwischen einzelnen Celluloseketten
beg�nstigt sowie die Bildung eines stabilen intra- und inter-
molekularen Wasserstoffbr�ckennetzwerks zur Folge hat.[35]

Dies f�hrt zu dicht gepackten und hochorganisierten („kris-
tallinen“) Regionen der Cellulose.[36] Die Cellulosekompo-
nente schließt sowohl amorphe als auch kristalline Regionen
ein, die ihrerseits unterschiedliche Grçße und Zug�nglichkeit

aufweisen und somit mit sehr unterschiedlichen Reaktions-
geschwindigkeiten abgebaut werden. Diese Faktoren unter-
scheiden sich je nach Herkunft des Substrats. Dar�ber hinaus
ver�ndern sich die Strukturen und ihre relevanten Parameter,
wie die Anzahl zug�nglicher Bindungsstellen, die Kettenl�n-
ge und der Kristallisationsgrad, mit fortschreitendem
Abbau.[3, 34a] In der technischen Anwendung ist das Substrat
nicht nur aus Cellulose zusammengesetzt, sondern auch aus
weiteren Komponenten, wie unterschiedlichen Hemicellulo-

sen, insbesondere Arabinoxylanen ver-
schiedener Struktur, die die Cellulose
sch�tzen und die Zug�nglichkeit behin-
dern kçnnen, was besonders durch
Lignin bedingt ist (Schema 3).

Relevante Faktoren f�r die Hydro-
lyse sind: 1) Zug�nglichkeit, 2) Ober-
fl�che, 3) Kristallinit�t, 4) Polymerisati-
onsgrad, 5) Lignin- und Hemicellulose-
Gehalt, 6) Ver�nderungen der Parame-
ter w�hrend des Abbaus und 7) Vorbe-
handlung.[37] Zu ber�cksichtigen sind
dar�ber hinaus Adsorption und De-
sorption sowie unproduktive Bindungen
verschiedener Enzymaktivit�ten an un-
terschiedlichen, heterogenen Substrat-
stellen.[34b, 38] Dar�ber hinaus kann Dif-
fusion eine Rolle spielen.[39] Einzel-
schritte der Enzymhydrolyse sind: Ad-
sorption an der (heterogenen) Sub-
stratoberfl�che; laterale Diffusion auf
der Oberfl�che; Komplexbildung; kata-
lytischer Schritt; Dekomplexierung;
Desorption.[34b]

Ein typisches Cellulasesystem um-
fasst drei Hauptaktivit�ten: Cellobio-
hydrolasen (CBH), die vom Kettenende
her spalten, in der Kette spaltende En-

doglucanase (EG) und b-Glucosidasen (BGL), die lçsliche
kurzkettige Oligosaccharide zu Glucose hydrolysieren. Die
Cellobiohydrolasen zeigen dar�ber hinaus vorzugsweise hy-
drolytische Aktivit�t f�r die Cellulosekette vom reduzieren-
den Ende her (CBH I) oder vom nichtreduzierenden Ende
her (CBH II). Die drei vorherrschenden hydrolytischen
Enzyme wirken synergistisch.[3, 34]

Aktuelle Untersuchungen mit modernen Methoden, wie
Proteinstrukturanalyse,[40] In-situ-Rasterkraftmikroskopie
(AFM),[34a,41] PALM mit zweidimensionaler interner Refle-
xionsfluoreszenz (TIRF-PALM), Coh�sin-Dockerin-Wech-
selwirkungen[30] und differenzielle kinetische Analyse,[34b]

zeigen die Details der komplexen Wechselwirkung der
Enzyme mit dem Substrat.[3] So ermçglicht In-situ-Bilderfas-
sung (z. B. mit AFM) den Einblick in dynamische Vorg�nge
der enzymatischen Reaktionsschritte und des Celluloseab-
baus bis zur meso- und nanomorphologischen Ebene und
sogar bis zur Ebene einzelner Enzymmolek�le. Auf diese
Weise wird ein Einblick in die Cellulaseaktivit�t auf der
Celluloseoberfl�che mçglich, und es lassen sich quantitative
Informationen zur Dynamik auf der Oberfl�che, zur Identi-
fizierung von Hindernissen sowie zu geschwindigkeitsbe-

Abbildung 4. DNA-(EG)n-Konjugate zur Steigerung des cellulosischen Zuckerabbaus.
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stimmenden Schritte erhalten. Die in verschiedenen Studien
angewendeten Methoden zur Visualisierung haben entschei-
dend unsere Kenntnisse erweitert und ermçglichten es, ein
verfeinertes Modell des enzymatischen Celluloseabbaus zu
entwickeln.[34a]

Die Adsorption verschiedener Cellulasen wird vermittelt
durch Cellulose bindende Module (CBM), von denen zwei
Kategorien, gebunden an cellulolytische Enzyme, identifiziert
wurden (einerseits spezifisch f�r kristalline, andererseits f�r
amorphe Regionen). Die f�r kristalline Regionen spezifische
CBMs binden bevorzugt an Graten, die typisch sind f�r li-
neare Regionen mit parallel laufenden Glucanketten. TrC-
BH I (Cellobiohydrolase I von Trichoderma reesei) bindet
vorzugsweise an der hydrophoben Seiten von kristallinen
Cellulose-Mikrofibrillen.[42] Die Bindestellen f�r CBH I auf
kristalliner Cellulose sind rar wegen der dichten Packung der
Ketten und der Lage der Kettenenden in unzug�nglichen
Bereichen im Kristall. Die f�r amorphe Regionen spezifi-
schen CBM binden eher gleichm�ßig verteilt an der Ober-
fl�che, indem sie fest an herausgehobene Glucanketten an-
haften.[34b] Endoglucanasen (EG) bevorzugen amorphe Re-
gionen.[3, 34a] CBMs kçnnen vermutlich auch an nichthydro-
lytischer Zersetzung der Substrate beteiligt sein (Amorpho-
genese).[43] Dar�ber hinaus wurde k�rzlich gezeigt, dass
weitere nichthydrolytische Proteine die Amorphogenese un-
terst�tzen.[44]

Die Diffusion der Enzyme in Hohlr�ume (Lçcher) des
festen Substrats wurde von Luterbacher et al.[38] untersucht
und modelliert, dies wird hier aber aus zwei Gr�nden nicht
behandelt: Der Effekt h�ngt von der Partikelgrçße ab, die
durch Vorbehandlung in eine geeignete Grçße eingestellt
werden kann, und die Reaktionsgeschwindigkeiten fallen
drastisch ab nach dem Start der Reaktion, sodass der Einfluss
der Diffusion abnimmt.

In ihren Untersuchungen von Trichoderma-reesei-
TrCBH II mit Cellulosekristallen (Valonia) beobachteten
Chanzy und Henrissat,[45] dass das Enzym von einem be-
stimmten Ende her, dem nichtreduzierenden Ende des aus-
gedehnten Kristalls, arbeitet, sodass dieses Ende des Kristalls

gesch�rft wird. Dieser Effekt l�sst vermuten, dass der Abbau
der kristallinen Cellulose schichtweise vom leicht zug�ngli-
chen �ußeren Ende der Celluloseketten am Kristallende er-
folgt. Dagegen beginnt der Abbau durch TrCBH I vom re-
duzierenden Ende her.[46] Weitere Hinweise legen nahe, dass
TrCBH I entlang der Mikrofibrille[42b] gleitet, und Igarashi
et al.[41] konnten sogar die Geschwindigkeit von TrCBH I mit
3.5 nm s�1 bestimmen.

3.5.1. Synergien

Der Cellulasekomplex mit verschiedenen Funktionen und
Aktivit�ten arbeitet synergistisch (und muss es, um effizient
zu sein). Kooperativit�t und Synergie werden nicht vollst�n-
dig verstanden.[3] Synergie bedeutet, dass die Hydrolysege-
schwindigkeit der drei wichtigsten Enzymaktivit�ten signifi-
kant hçher ist, im Sinne des Celluloseabbaus, und die Summe
der Geschwindigkeiten der einzelnen Enzyme �ber-
steigt.[3, 34, 47] Synergistische Effekte der Kombination von
Endo- und Exo-Enzymen wurden schon fr�h mit jedem der
CBH-Enzyme beobachtet.[45,48] Endo- und Exo-Synergie wird
allgemein erkl�rt mit der Schaffung neuer Kettenenden durch
CBH-Angriffe statistisch schneidender EGs.[49] Im Einzelnen
machen EG und CBH II die Celluloseoberfl�che zug�nglich
f�r CBH I durch Abbau amorph-ungeordneter Oberfl�-
chenbereiche und exponieren auf diese Weise die zuvor ein-
gebetteten kristallin-geordneten Nanofibrillen der Cellulose.
Anschließend werden diese Fibrillen effizient durch CBH I
abgebaut, wodurch neue amorphe Regionen exponiert
werden. Daraus wurde geschlossen, dass die Synergie zwi-
schen den Cellulasen morphologieabh�ngig und bedingt ist
durch die Kooperativit�t dieser Enzyme.[34a]

Biochemische Studien ergaben, dass der synergistische
Abbau des polymorphen Substrats durch das komplette
Cellulasesystem zu 90% Umsatz f�hrte; die Geschwindigkeit
der Zuckerfreisetzung wurde infolge der Synergie von EG
und CBH II vierfach beschleunigt, und dar�ber hinaus wurde
nach Zugabe von CBH I eine sechsfache Erhçhung der Hy-
drolysegeschwindigkeit beobachtet. Die Kooperativit�t zwi-

Schema 3. H-Br�cken-Anordnungen in Cellulose Ia and Ib nach Sturcova et al.[35] Oben: die beiden alternativen H-Br�cken-Netzwerke in Cellulo-
se Ia. Unten: das dominierende H-Br�cken-Netzwerke in Cellulose Ib. Links: in den Ketten am Ursprung der Elementarzelle des Kristalls. Rechts:
Ketten im Zentrum der Elementarzelle.
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schen dem Endo-Exo-System
(EG und CBH II), das die Cel-
lulose vorbereitet oder modifi-
ziert, und einer Exocellulase
(CBH I, mit deutlicher Pr�fe-
renz f�r hçher geordnete Berei-
che) ist also essenziell, und diese
morphologieabh�ngige Synergie
stellt damit die prim�re Synergie
dar.[34a]

In einer hervorragenden
Publikation �ber AFM-Studien
analysierte die Gruppe um Ni-
detzky,[34a] unter Nutzung des
kompletten Cellulasesystems
von T. reesei, den vertikalen
Abbau von polymorpher Cellu-
lose, indem sie viele Stellen auf
der Oberfl�che hinsichtlich der
zeitlichen Ver�nderungen ver-
folgten und große Kristallite als
Bezug nutzten. Das Substrat war
gemischt amorph-kristalline
Cellulose bestehend aus Kris-
talliten und kleinen kristallinen
Fibrillen. Die Masse des amor-
phen Materials wurde zuerst
abgebaut, die großen Kristallite
dagegen extrem langsam. Die
Analyse f�hrte zu dem Schluss,
dass Cellulasen das amorphe
Material, das die Kristalle
umgibt, zuerst abbauen, und
anschließend die Fibrillen, was
wiederum amorphes Material
freilegt. Fibrillen werden auf
unterschiedliche Weise abge-
baut (Abbildung 5), vor allem
beginnend von den Seitenw�n-
den, aber auch durch Abbau von
den Enden her, und durch die
Bildung von Defekten in der
Fibrillenmitte (Abbildung 5c,d).
Sobald ein neuer Defekt ent-
standen war (Abbildung 5 c,
Kreis im linken Bildteil), verlief
der Abbau schnell von den
beiden neuen Enden her (Ab-
bildung 5 c, Pfeile). Es konnten
bemerkenswert unterschiedliche Abbaugeschwindigkeiten
identifiziert werden: Sobald sie frei liegen, werden kleine
kristalline Fibrillen signifikant schneller abgebaut ((3.8�
0.2) nm min�1) als die �brige amorphe Matrix ((0.7�
0.2) nm min�1). Die Reaktionsgeschwindigkeit h�ngt stark ab
von Kristallgrçße und -form sowie von der Zug�nglichkeit
der Bindungsstellen am Kristall.[34a]

3.5.2. Reaktionskinetik

Die Kinetik stellt Schl�sselinformationen f�r mechanis-
tische Details einer Reaktion zur Verf�gung, ebenso f�r die
Reaktionstechnik, das Reaktordesign und die Maßstabsver-
grçßerung. F�r den Celluloseabbau kann jedoch keine ein-
fache, mechanistisch abgeleitete Kinetik formuliert werden
aufgrund der komplexen Substrate, mit Hemicellulose- und
Ligninkomponenten, der verschiedenen Vorbehandlungsme-
thoden, einer Reihe komplexer Ereignisse und Reaktions-

Abbildung 5. In-situ-Untersuchung des synergistischen Abbaus polymorpher Cellulose durch das kom-
plette Cellulasesystem von T. reesei. a) Substrat-Oberfl�che zu Beginn (t = 0 min) und nach Inkubation
(t =237 min) mit dem kompletten Cellulasesystem. Ein typischer großer Kristallit, der als Marker genutzt
wurde f�r die �nderung der Hçhe, ist markiert. Das Substrat darum wird abgebaut, w�hrend der Kristal-
lit selbst im Wesentlichen unver�ndert bleibt. b) Profile der Sektionen, die in (a) gezeigt werden, geben
die Volumen�nderung beim Abbau mit der Zeit an. Relativ zu dem Marker wurde das Substrat darum bis
zu 700 nm in 237 min abgebaut. c) In-situ-Beobachtung eines Defekts (Kreis) der in eine Fibrille einge-
bracht wurde. Danach wird die Fibrille angegriffen und abgebaut von beiden neuen Enden her, die durch
den Defekt erzeugt wurden (Pfeile). d) Schnappsch�sse zeigen den anf�nglichen Abbau amorpher Regio-
nen (17 min). Zuvor verdeckte kristalline Fibrillen treten hervor (28 min) und werden schnell in prozessi-
ver Weise abgebaut, beginnend an ihren Enden sowie an zuvor eingebrachten Defekten (49 min). Maß-
stab 100 nm.[34a]
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schritte. Und daher steht bis heute kein rationales Modell zur
Verf�gung, das alle Effekte und Befunde einbezieht.[50] Ein
Beitrag von Bansal et al.[51] gibt eine �bersicht �ber publi-
zierte Konzepte und Modelle zu Cellulasekinetiken. Daher
wird hier nur eine kurze Zusammenfassung gegeben. Ein
mathematisches Modell – basierend auf experimentellen
Daten – sollte die wichtigsten Enzymaktivit�ten einbeziehen
(Endo-spaltende Aktivit�ten EG; Exo-spaltende CBH,
BGL), um eine rationale Basis zu ergeben f�r das optimale
Design von Enzymmischungen, die hinsichtlich der Struktur
des Substrats und der Vorbehandlungsmethode (auch Xyla-
nasen, Arabanasen, Galactanasen usw. sind gegebenenfalls
einzubeziehen) unterschiedlich sein werden.

Es wurde gezeigt, dass Endoglucanasen die Aktivit�t der
Cellobiohydrolasen bedeutend erhçhen, nicht nur durch die
Erzeugung freier Kettenenden, sondern auch durch �nde-
rungen der Substratoberfl�che in der Art, dass die prozessive
Aktionsl�nge des Enzyms vergrçßert wird. Mçgliche, zu dis-
kutierende Reaktionsschritte sind (Abbildung 6; mit Bezug
zu unter anderem Lit. [41,47,52]): 1) Eine Cellobiohydrolase
adsorbiert an die kristalline Region einer Celluloseoberfl�che
mittels ihrer CBM-Dom�ne. 2) Das Enzym diffundiert ent-
lang der Oberfl�che und bildet Komplexe mit einem Cellu-
lose-Kettenende mit seiner katalytischen Dom�ne. 3) Es ka-
talysiert einen einleitenden hydrolytischen Schritt, indem es
Glucose, Cellobiose oder Cellotriose bildet (G1, G2 oder
G3). 4) Es katalysiert nachfolgende hydrolytische Schritte,
indem es nur noch G2 bildet, w�hrend es prozessiv entlang
der Kette gleitet. 5) Es lçst sich von der Cellulosekette ab
(dekomplexiert). 6) Es bildet erneut einen reaktiven Kom-
plex mit einer Cellulosekette oder desorbiert von der Ober-
fl�che. Mit Endoglucanasen erfolgen �hnliche Schritte, es
wird aber angenommen, dass sie in nichtprozessiven, statis-
tischen Schritten amorphe oder gering kristalline Regionen
mit einzelnen exponierten Ketten angreifen.

Fox et al.[53] analysierten quantitativ Einzelschritte eines
Modellsystems (Hydrolyse bakterieller mikrokristalliner
Cellulose, BMCC) einerseits durch eine Cellobiohydrolase
allein und andererseits in Gegenwart einer Endoglucanase,
wobei sie Differentialgleichungen verwendeten. Die Analyse

ergab, dass die Geschwindigkeit der durch Trichoderma-lon-
gibrachiatum-Cellobiohydrolase I (TlCel7A) katalysierten
Hydrolyse kristalliner Cellulose begrenzt ist durch die En-
zymkomplexbildung mit Glucanketten, was �quivalent ist zu
der Geschwindigkeit der Bildung der Anfangsprodukte
(„initial-cut products“, G1, G2, G3). Diese Geschwindigkeit
wird erhçht in Gegenwart von Endoglucanasen.[53] Die Er-
gebnisse der Studie und vorausgehende Arbeiten zeigten,
dass die TlCel7A-Cellobiohydrolase eine unidirektionale
prozessive Katalyse auf der hydrophoben Oberfl�che des
Kristalls ausf�hrt,[41,42b] und dass die Komplexierung der
Cellobiohydrolase langsam erfolgt relativ zu anderen kineti-
schen Schritten und somit geschwindigkeitsbegrenzend ist
(Abbildung 5).[53] Die Absch�tzung der prozessiven Schritt-
l�nge verschiedener Enzymmischungen basierte auf den
Verh�ltnissen der Konzentrationen von prozessiv gebildeten
Produkten („processive-cut products“) zu denen des An-
fangsschritts („initial-cut products“) f�r ein prozessives
Enzym, wobei sich Werte im Bereich von 10 bis 20 Einzel-
schritten ergaben. Diese Werte sind �berraschenderweise um
zwei Grçßenordnungen niedriger als Absch�tzungen der in-
trinsischen Prozessivschrittl�nge der Trichoderma Cel7A-
Enzyme auf dem gleichen Substrat – ein Widerspruch, der
unaufgelçst bleibt.[53] Die Autoren schließen daraus, dass die
Morphologie der Oberfl�che die Prozessivit�t begrenzt, und
dass prozessive Cellobiohydrolasen offenbar durch physika-
lische Hindernisse oder andere, die Dekomplexierung be-
g�nstigende Faktoren, gehemmt werden – in �bereinstim-
mung mit vorangehenden Arbeiten, die zeigten, dass die
prozessive Schrittl�nge von der Natur des Substrats ab-
h�ngt.[52]

Fortgeschrittene Modelle des Mechanismus ausgew�hlter
Schritte wurden von den Gruppen um Clark und Blanch[54]

entwickelt, die Modellsysteme verwendeten (mikrokristalline
Cellulose, wobei das feste Cellulosesubstrat als Ansammlung
sph�rischer Partikel, bzw. als BMCC, repr�sentiert war),
sowie mit Einzelaktivit�ten und mit Mischungen von Endo-
und Exocellulasen. Sie schließen Produktinhibierung ein,
thermische Inaktivierung und Oberfl�chenheterogenit�ten
des Substrats. Allerdings unterscheiden sie nicht amorphe

Abbildung 6. Allgemeine Reaktionsschritte von Cellobiohydrolasen bei der Hydrolyse unlçslicher Cellulose. Reaktionsschritte von Endoglucanasen
d�rften �hnlich sein, sie erfolgen jedoch nicht in prozessiven katalytischen Sequenzen.[53]
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und kristalline Anteile. Sie ber�cksichtigen weder komple-
xere Substrate noch b-Glucosidase-Aktivit�ten, sie geben
dennoch einen detaillierten Einblick in einzelne Reaktions-
schritte. Der Artikel gibt einen kritischen �berblick voran-
gehender kinetischer Modelle, deren Brauchbarkeit durch
weitere vereinfachende Annahmen erheblich begrenzt war.

Die f�r einzelne Enzyme erhaltenen Ergebnisse (T. reesei
Endoglucanase 2, EG 2, und Cellobiohydrolase 1, CBH I)
und Systeme mit beiden Enzymen wurden verglichen mit
Literaturdaten. Das Modell war empfindlich bez�glich der f�r
Cellulasen zug�nglichen Oberfl�che; die experimentell be-
obachtete Synergie zwischen EG 2 und CBH I wurde nur bei
hinreichend großer Celluloseoberfl�che vorausgesagt, und
die Bedeutung der Trennung von Adsorptions- und Kom-
plexierungsschritt wurde durch das Modell aufgezeigt; die
individuelle Kettenl�nge und der zeitliche Verlauf bez�glich
der Celluloseoberfl�che (Schrumpfen) wurden ebenfalls be-
r�cksichtigt. Adsorption und Desorption der Cellulasen
wurden erfasst durch Gleichgewichte von Bindungsstellen
und Enzymen, die Konzentrationen von Celluloseoberfl�-
chen-Bindungsstellen und Enzymen in Lçsung ergeben.
Gleichgewichte und Differenzialgleichungen f�r die Enzyme
(einschließlich Lçsungs-, Adsorptions- und Inhibitionspro-
zessen – hier nicht gezeigt) sowie die Oberfl�chenkonzen-
tration fester Celluloseketten (mit einer L�nge i> 6) wurden
abgeleitet [Gleichung (1)]. Eine Differenzialgleichung f�r die
Bildung von Cellobiose ist mit Gleichung (2)[*] gegeben.[54a]

Kinetische Parameter wurden der Literatur entnommen.
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Mit erheblicher Verst�rkung der Inhibierung durch Cello-
biose und der thermischen Inaktivierung konnte das Modell
den Abfall der Hydrolysegeschwindigkeit wiedergeben, der
aus den experimentellen Daten hervorgeht. Starke Inhibie-
rung durch Cellobiose war dazu erforderlich: Ki = 0.01 mm

f�r EG2 und Ki = 0.093 mm f�r CBH I. Die Einbeziehung
kurzer Halbwertszeiten bei der thermischen Inaktivierung
ermçglicht es, mit dem Modell quantitative �bereinstim-
mung mit den experimentellen Daten zu erzielen, ein-
schließlich der Synergie von EG 2 und CBH I. Die Halb-
wertszeiten waren allerdings um bis zu einer Grçßenordnung
kleiner als die f�r das T.-reesei-Cellulasegemisch bekannten.
Zus�tzliche Mechanismen, die die Enzymaktivit�t limitieren,
m�ssen daher untersucht werden.[54a](Siehe auch Lit. [53] f�r
zus�tzliche experimentelle Daten.)

Die Inhibierung der Cellobiohydrolase-Enzyme durch
Glucose und Cellobiose ist bekannt. In einer neueren Studie
berechneten Bu et al.[55] die freien Bindungsenergien f�r
Cellobiose an die katalytische Dom�ne von Cel7A bei T.

reesei. F�r die Anwendung bei technischen Cellulosesub-
straten bleiben experimentelle Untersuchungen essenziell,
bez�glich (vorbehandelter) Substrate und ihrer Konzentrati-
on, unterschiedlicher Enzymmischungen und deren Konzen-
tration, der Reaktionszeit, des pH-Wertes und der Tempera-
tur, um optimale Ergebnisse zu erzielen hinsichtlich mini-
miertem Enzymeinsatz, hohem Umsatz und Ausbeute, und
hoher Endkonzentration.[2a] Zum Beispiel zeigten Experi-
mente mit Celluclast 1.5 aus T. reesei (Novozymes) die Eig-
nung minimierter Enzymmischungen f�r vorbehandelte
Lignocellulose-Biomasse, die anders zusammengesetzt war
als die urspr�ngliche Enzymmischung, wobei statistisch vari-
ierte Kombinationen der vier Hauptaktivit�ten (zwei CBHs
und zwei EGs) eingesetzt wurden.[56] Zahlreiche empirische
Modelle sind publiziert worden, die es ermçglichen, unter-
schiedliche beobachtete Effekte quantitativ zu erfassen.
South et al. formulierten die Reaktionsgeschwindigkeitskon-
stante als Funktion des Umsatzes mit Gleichung (3).[57]

kðxÞ ¼ kð1�xÞn þ c ð3Þ

Dabei ist k die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante der Hy-
drolyse, x der Umsatz, k(x) die Reaktionsgeschwindigkeits-
konstante beim Umsatz x, n der Exponent der abnehmenden
Geschwindigkeitskonstante und c eine Konstante. Die Para-
meter n und c wurden abgesch�tzt durch Anpassung von k(x)
an den Umsatz (x). Diese Gleichung wurde sp�ter benutzt,
um SSF („simultaneous saccharification and fermentation“)
mit hintereinander, als Stufenprozess angeordneten Reakto-
ren und intermedi�rer Zugabe von Enzymen und Substrat zu
modellieren.[58] Adsorptionsgleichungen, z. B. die Langmuir-
Isotherme, sind in Hydrolysemodelle integriert worden,
wobei der Umsatz und vier verschiedene Cellulosesubstrate
ber�cksichtigt wurden.[47, 51]

Ein weiteres empirisches Modell f�r einen kommerziellen
Cellulasekomplex (Cellubrix, Novozymes) und ein Modell-
substrat (Avicel) einerseits, und vorbehandeltes Weizenstroh
andererseits wurde von Drissen et al.[59] entwickelt. Das ma-
thematische Modell ber�cksichtigte verschiedene Ph�nome-
ne, wie die Adsorption der Enzyme am Substrat, die Sub-
stratheterogenit�t, einschließlich des Substratumsatzes (be-
zeichnet als „substrate recalcitrance“), die Inhibierung durch
Glucose, die Abh�ngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten
von der Temperatur (mit der Aktivierungsenergie Ea =

29.8 kJ mol�1) und die thermische Inaktivierung der Enzyme
(unter Annahme einer Reaktion erster Ordnung, Ea =

148 kJmol�1).

[*] Anmerkung zu Gleichung (1): E’ bedeutet unkomplexiertes adsor-
biertes Enzym, und q ist die Fraktion freier Bindungsstellen auf der
Oberfl�che, die f�r CBH oder EG verf�gbar ist. Subskripte: ads f�r
adsorbiertes Enzym; cel f�r feste Cellulose; i, j f�r die L�nge der
Cellulosekette. Anmerkung zu Gleichung (2): Diese Gleichung ist
vereinfacht, sie soll das Prinzip des kinetischen Ansatzes zeigen; sie
enth�lt nicht Terme f�r lçsliche Zwischenprodukte mit 3 bis 6 Glu-
coseeinheiten, f�r die niedrige Konzentrationen angenommen
werden; f�r die vollst�ndigen Gleichungen sollte der Leser die Ori-
ginalpublikation heranziehen.[54a]
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4. Aspekte der Reaktionstechnik, Pilot- und Demon-
strationsanlagen

Die Prozess- und Reaktionstechnik m�ssen Reaktorkon-
zepte entwickeln, die die erforderliche Verweilzeit sowohl f�r
hohen Umsatz als auch f�r hohe Produktkonzentration ge-
w�hrleisten. Besonders wichtig ist es, die Produkthemmung
zu minimieren, sodass geringere Enzymmengen erforderlich
sind. Die Prozessschritte Vorbehandlung, Hydrolyse und
Fermentation m�ssen als Gesamtprozess betrachtet werden,
um die Ethanolausbeute zu maximieren und die Prozesskos-
ten niedrig zu halten. Um die Enzymkosten zu minimieren,
haben Genencor und Novozymes, beginnend im Jahr 2000,
mithilfe betr�chtlicher Mittel des US-amerikanischen De-
partment of Energy (DOE) ein grçßeres Forschungs- und
Entwicklungsprogramm erfolgreich durchgef�hrt und die
Kosten f�r die Herstellung von Cellulasen von mehr als 1.3 $
auf weniger als 5.3 Cent pro L gesenkt. Die enzymatische
Hydrolyse kann entweder getrennt von der Fermentation
durchgef�hrt werden (SHF, „separate hydrolysis and fer-
mentation“) oder in Kombination mit der Fermentation (SSF,
„simultaneous saccharification and fermentation“). SSF ver-
meidet den haupts�chlichen Nachteil getrennter Hydrolyse,
verursacht durch Produktinhibierung der Enzyme durch die
gebildeten Mono- und Disaccharide. Das Prozessdesign er-
fordert Kompromisse hinsichtlich Reaktionstemperatur und
pH-Wert; die Hydrolyse durch Enzyme aus T. reesei verl�uft
optimal bei pH 5 und 50 8C, aber die Einstellung auf Fer-
mentationsbedingungen bei pH 5.5–7 und 30–40 8C ist erfor-
derlich.[60] In einer Modellrechnung durch Galbe und Zacchi
aus dem Jahr 2007 ergab sich eine Gesamt-Ethanolausbeute
von 296 L je Tonne trockenes Substrat, einschließlich Etha-
nolverlusten im Prozess, und unter Ber�cksichtigung des
Zuckeranteils, der f�r das Wachstum der Hefe erforderlich
ist.[60d] Das entspricht 69% des theoretischen Werts auf der
Basis des Hexosan-Anteils im Rohmaterial.

Neue Entwicklungen beg�nstigen jedoch den SHF-Pro-
zess aus mehreren Gr�nden: Ein neuer Enzymcocktail (Cellic
CTec 2, Novozymes) ergibt um 16–17 % hçhere Gesamtaus-
beuten an Ethanol, wenn er separat in der Hydrolyse einge-
setzt wird, mit optimaler (hçherer) Temperatur, mit hçherer
b-Glucosidase-Aktivit�t, die die Hemmung durch Cellobiose
reduziert, und mit einer weiteren Aktivit�t, einer lytischen
Polysaccharid-Monoxygenase (LPMO), die Sauerstoff erfor-
dert.[61] Die Untersuchungen wurden mit Weizenstroh
durchgef�hrt, das einer hydrothermalen Vorbehandlung un-
terworfen wurde (bei 195 8C mit einer Verweilzeit von
18.5 min, gefolgt von einem Waschschritt). Das Verfahren
wurde bei sehr hohem Trockensubstanzgehalt durchgef�hrt
(20 und 30 % TS), welcher als wesentlich erachtet wurde, um
die Bioethanolherstellung in wirtschaftlicher Hinsicht sinn-
voll durchzuf�hren. Dar�ber hinaus wurde in einem weiteren
Ansatz von Experimenten bei 30% TS das Tensid PEG3000
zugesetzt, um mçgliche positive Effekte auf die Endausbeute
bei industriell relevanten Bedingungen zu untersuchen; dabei
wird angenommen, dass dadurch eine nichtproduktive En-
zymadsorption an Lignin verhindert wird. Beim SHF-Ver-
fahren war die Temperatur f�r die Hydrolyse 50 8C �ber
72 Stunden, die der Fermentation 34 8C. Um die Durchmi-

schung zu verbessern, die bei konventioneller Reaktionsf�h-
rung mit sehr hohem Trockenmassegehalt ineffizient ist,
wurde ein System entsprechend dem von Drehrohren (oder
„Roller Bottles“) angewendet. Es wurden hohe Glucose-
konzentrationen erzielt (maximal 150 gkg�1). Die besten Er-
gebnisse sind in den Tabellen I und II von Lit. [61] zusam-
mengefasst. Diese waren mit der neuen Enzymmischung
(Dosierung 22.8 mgg�1 Cellulose; Cellic CTec 2, Novozymes):
Anwendung von SHF: 88.8 % Ethanolausbeute (bezogen auf
Cellulose), Hydrolyse bei 50 8C, 72 h, 30% TS, Zugabe von
PEG (0.4 %; Ersparnis von 30% Enzym), Fermentation bei
34 8C, 96 h. Anwendung von SSF: 86.3% Ethanolausbeute,
gleiche Enzymdosierung, Reaktion bei 34 8C, 168 h, 20% TS.

Eine Reihe von Pilotversuchen, Demonstrations- und/
oder kommerziellen Anlagen wurde in den letzten Jahren
angek�ndigt; allerdings arbeiteten nur wenige in relevantem
Maßstab, z. B. bei POET (USA), der Iogen Corporation
(Kanada), Renmatrix, Inbicon in D�nemark, Abengoa in
Spanien (siehe auch http://www.poet.com).[60b, 61] Neue „Start-
up“-Anlagen, meist in den USA, wurden bez�glich Fertig-
stellung in den Jahren 2012 oder 2013 erwartet, so bei Poet
DSM Advanced Biofuels, KiOR, Beta Renewables and
ZeaChem, wobei z. B. Mais- oder Weizenstroh als Rohmate-
rial genutzt werden; GraalBio in Brasilien will Zuckerrohr-
bagasse verwenden.[62]

Einen �berblick �ber 11 grçßere Projekte mit Jahreska-
pazit�ten bis 100 000 m3 hat McCoy im Jahr 2012 gegeben.[63]

Die Iogen Corporation betreibt die erste Demonstrations-
anlage in Ottawa (Kanada) seit 2004, sie nutzt eine Kombi-
nation von thermischen, chemischen und biochemischen
Techniken, um Biomasse, Weizen-, Hafer- und Gerstenstroh
in Ethanol umzusetzen. Die Vorbehandlung erfolgt mit einem
modifizierten Dampfexplosions-Prozess. F�r die Hydrolyse
entwickelte Iogen ein Mehrstufenverfahren mit anschließen-
der Fermentation. Effiziente Cellulasesysteme werden intern
mittels T. reesei produziert. Die Fermentation erfolgt mit
Mikroorganismen, die sowohl C6- als auch C5-Zucker in
Ethanol umwandeln. Die Ausbeute betr�gt 340 L je Tonne
Weizenstroh. Das Design eines großen Prozesses schließt die
effiziente Integration von W�rmeenergie, Wasserkreisl�ufen
und Nebenproduktnutzung ein, um die Wirtschaftlichkeit des
Gesamtprozesses zu gew�hrleisten.[64] Eine Demonstrations-
anlage, die Stroh und Enzyme von Danisco Genecor (jetzt
DuPont), Novozymes und DSM verwendet, wird in Kalund-
borg (D�nemark) betrieben; sie produziert 5400 m3 pro Jahr
Ethanol, Ligninpellets und Melasse als Nebenprodukte.[65]

Die Anlage von Chemtex in Italien, ebenso die kommerzielle
Bioraffinerie von Beta Renewables in Crescentino, mit einer
Kapazit�t von 75000 m3 pro Jahr arbeiten beide mit Wei-
zenstroh und Schilfrohr, Arundo donax, wobei sie Enzyme
von Novozymes nutzen. Beta Renewables gibt einen Preis f�r
Zucker aus Biomasse von 22 Cent je kg an, im Vergleich zu
40–44 Cent je kg f�r Zucker aus Mais, und einen Preis f�r
Ethanol von 65 Cent je L.[62a] BASF (D) wird mit Renmatrix
(USA) bei der Maßstabsvergrçßerung eines Prozesses zu-
sammenarbeiten, um Zucker aus z. B. Holz oder Stroh zu
produzieren, wobei Wasser bei hoher Temperatur und Druck
zur Vorbehandlung eingesetzt wird und anschließend mittels
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Fermentation Zwischenprodukte wie 1,4-Butandiol und
Bernsteins�ure hergestellt werden.[66]

Clariant entwickelte den Sunliquid-Prozess, bei dem
keine zus�tzliche fossile Energie bençtigt wird, zur Synthese
von Ethanol aus lignocellulotischen Pflanzenmaterial. Eine
Pilotanlage f�r diesen Prozess mit einer j�hrlichen Kapazit�t
von 1000 Tonnen Ethanol wurde 2012 in Betrieb genom-
men.[67]

Die Pflanzengenetik kçnnte neue Perspektiven erçffnen,
um Lignocellulosen leichter zu hydrolysieren. Ein Ansatz
besteht darin, den Gehalt und die Struktur von Lignin zu
ver�ndern. Dies wurde k�rzlich f�r Mutanten von Arabi-
dopsis thaliana bez�glich eines Enzyms im zentralen Lignin-
Biosyntheseweg gezeigt, die weniger Lignin einlagern als
Wildtyp-Pflanzen.[68]Im Zusammenhang mit dieser Ver�nde-
rung erhçhte sich der Umsatz von Cellulose zu Glucose in den
Mutanten vierfach gegen�ber dem Wildtyp bei Hydrolyse
ohne Vorbehandlung.

5. Identifizierung neuer CAZymes

Die klassische Vorgehensweise zur Identifizierung neuer
Enzyme basiert auf dem Screening beispielweise von Bo-
denproben, ungewçhnlichen Habitaten oder Industriearea-
len, durch Anreicherungskulturen, in Stammsammlungen
oder in pflanzlichen und tierischen Geweben. Dieses allge-
meine Konzept wurde auch zur Entdeckung neuer CAZymes
genutzt. Allerdings wird bei dieser Methode der grçßte Teil
der nat�rlichen Biodiversit�t nicht abgedeckt, da nur ein ge-
ringer Anteil der Mikroben erfolgreich im Labor kultiviert
werden kann. Wilson hat in einem exzellenten �bersichtsar-
tikel darauf hingewiesen, dass zwei große Probleme unser
Verst�ndnis zum Abbau von Celluloseproben begrenzen:
„die riesige Diversit�t der Organismen in den meisten Cellu-
lose-abbauenden Umgebungen und das Unvermçgen diese zu
kultivieren.“[69] In Abh�ngigkeit vom Habitat wird gesch�tzt,
dass < 1% der Mikroorganismen einer Umweltprobe unter
normalen Laborbedingungen kultiviert werden kçnnen.[70]

Gr�nde hierf�r sind die Unkenntnis geeigneter Kultivie-
rungsbedingungen und niedrige Wachstumsraten, oder das
Wachstum einer Mikrobe ist abh�ngig von anderen Spezies,
die N�hrstoffe liefern. Der Metagenomansatz �berwindet
diese Einschr�nkungen durch Umgehung des Kultivierungs-
schrittes. Hierf�r wird die gesamte genomische DNA einer
Probe extrahiert, fragmentiert und kloniert, um die entspre-
chenden Metagenombibliotheken zu erhalten.[71] Diese Bi-
bliotheken kçnnen dann entweder auf die gew�nschte Akti-
vit�t durchmustert werden (mit einem funktionsbasierten
Assay), oder in einem sequenzbasierten Ansatz werden die
Gene nach Sequenzierung der gesamten DNA durch Ho-
mologievergleiche mit bekannten Enzymen identifiziert.
Aktuelle �bersichten geben einen �berblick �ber mit beiden
Methoden identifizierte Enzyme, einschließlich CAZymes.[72]

Diese �bersichtsartikel decken auch neue Studien zur Ent-
deckung neuer Glycosidhydrolasen aus �kosystemen wie
Boden, Seen, heißen Quellen, Pansen, Kaninchen- oder In-
sekteneingeweiden ab.

In einer herausragenden Forschungsleistung wurde das
Mikrobiom des menschlichen Verdauungstrakts �ber den
Metagenomansatz untersucht, um neue CAZymes zu entde-
cken.[73] Der Grund zur Erkundung dieser mikrobiellen Ge-
meinschaft im menschlichen Verdauungstrakt war, dass die
Ballaststoffe haupts�chlich aus komplexen Zellwandpoly-
sacchariden und Ligninen bestehen. Aufgrund der breiten
strukturellen Diversit�t dieser Ballaststoffe nahmen die Au-
toren an, dass Bakterien im menschlichen Darm – von denen
nur 20% mit herkçmmlichen mikrobiologischen Methoden
kultiviert werden konnten – eine breite Palette an CAZymes
produzieren m�ssen. In fr�heren Arbeiten war diese Biodi-
versit�t bereits �ber funktionelle und strukturelle Genom-
analyse beschr�nkt auf kultivierbare Bakterien untersucht
worden.[74]

Tasse et al. stellten zun�chst eine Metagenombibliothek
her (5.4 � 109 Basenpaare metagenomischer DNA, kloniert
und exprimiert in E. coli) und durchmusterten diese an-
schließend mit einem funktionsbasierten Plattentest auf b-
Glucan, Xylan, Galactan, Pektin und Amyloseabbau f�r ins-
gesamt 704 000 Klone. 310 Klone wurden dann in einem Se-
kund�rscreening zur Ermittlung der Enzymspezifit�ten ge-
gen�ber 15 Polysacchariden untersucht und die Enzymstabi-
lit�t bei verschiedenen pH-Werten und Temperaturen ermit-
telt. Aktive Klone wurden pyrosequenziert, gefolgt von der
Annotation der Gene und einer taxonomischem Zuordnung.
Dieser Arbeiten f�hrten zur Entdeckung von 18 CAZy-
Genclustern bestehend aus 73 CAZy-Genen aus 35 Familien
und 86 CAZy-Modulen. Wesentlich ist, dass viele der neu
gefundenen Gene keine hohe Sequenzhomologie zu be-
kannten Proteinen aufwiesen, was wiederum best�tigt, dass
diese Strategie die Auffindung komplett neuer Enzyme er-
mçglicht. In einer j�ngeren Verçffentlichung erweiterte die
gleiche Arbeitsgruppe das Konzept auf zwei Metagenombi-
bliotheken aus der Darmschleimhaut und F�kalmikrobiota
mit besonderem Fokus auf den Abbau probiotischer Koh-
lenhydrate wie Inulin und Fructooligosacchariden.[75] Erneut
wurden eine große Zahl neuer Kohlenhydrat-hydrolysieren-
der Enzyme aus verschiedenen CAZyme-Familien sowie
Transporter identifiziert. Zus�tzlich zu Agarplattentests und
Standardanalysemethoden wurde auch ein NMR-basiertes
Verfahren f�r das Hochdurchsatzscreening von CAZymes
entwickelt, das eine quantitative Identifizierung der Reakti-
onsprodukte ermçglichte und zus�tzlich Strukturinformatio-
nen lieferte.[76] Die Methode wurde ausgehend von der Ex-
pression der Genbibliothek gefolgt von der direkten Analyse
des nicht aufbereiteten Reaktionsmediums automatisiert, um
die Strukturen der Kohlenhydrate zu ermitteln. So konnte
eine Bibliothek von 4032 CAZymes mit einer Rate von 480
Enzymvarianten pro Tag analysiert werden, von denen 303
Enzyme genauer charakterisiert wurden.

In einer anderen herausragenden Verçffentlichung wurde
der Metagenomansatz genutzt, um Cellulose-abbauende
Enzyme im Rinderpansen mit Rutenhirse (Panicum virga-
tum) als Zielsubstrat zu finden.[77] Die Autoren sequenzierten
und annotierten 268 Gigabasen der DNA von Mikroben aus
dem Pansen. Dies f�hrte zur Identifizierung von 27755
Genen, die f�r putative Kohlenhydrat-aktive Enzyme kodie-
ren. Von 90 exprimierten Kandidaten konnten 57% als aktiv
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gegen�ber einem Satz von zehn Cellulosesubstraten best�tigt
werden. Ein wesentlicher Aspekt dieser Studie ist die Er-
kenntnis, dass die erschçpfende Sequenzierung und der Ver-
gleich der Gensequenzen mit den Eintr�gen in der CAZyme-
Datenbank ergab, dass nur 1% der 2716 Sequenzen (kodie-
rend f�r b-(1,4)-Endoglucanasen, b-Glucosidasen oder Cel-
lobiohydrolasen) hohe �hnlichkeit zu irgendwelchen CAZy-
Datenbankeintr�gen hatten. In einer aktuellen Arbeit wurde
ein Sauerstoff-tolerantes mikrobielles Konsortium analysiert,
das Lignocellulose aus landwirtschaftlichen Reststoffen und
industriellem P�lpeabfall abbauen kann.[78] Die Autoren be-
richteten �ber eine stabile Gemeinschaft von Clostridium-,
Acetanaerobacterium- und Ureibacillus-Spezies mit CMCase-,
Xylanase- und b-Glucanase-Aktivit�ten. Die anschließende
„Shotgun“-Pyrosequenzierung einer Metagenombibliothek
identifizierte eine Vielzahl von CAZymes aus 26 Familien.
Diese Beispiele zeigen deutlich, dass der grçßte Teil der
CAZymes mit herkçmmlichen Methoden nicht gefunden
werden konnte und dass nur der Metagenomansatz kombi-
niert mit umfangreicher Sequenzierung ihre Entdeckung er-
mçglichte.

Eine nahezu unerschlossene Quelle potenzieller CAZy-
mes sind Archaea.[79] In einem Beispiel wurde Desulfuro-
coccus fermentans als hyperthermophiler Organismus identi-
fiziert, der in der Lage war, auf kristalliner Cellulose bei 81 8C
zu wachsen. In einer aktuelleren Arbeit[80] beschreiben
Graham et al. drei hyperthermophile Archaea, die aus einer
kontinentalen geothermalen Quelle stammen und auf kris-
talliner Cellulose bei 90 8C wuchsen. Interessanterweise
scheiterten Versuche, die Spezies voneinander zu trennen. Es
wurde argumentiert, dass ein einzelnes isoliertes hyperther-
mophiles Archaebakterium nicht in der Lage ist, die ver-
schiedenen f�r den komplexen Abbau von Lignocellulosen
notwendigen Enzyme zu produzieren, da die jeweiligen
Genome nur eine begrenzte Grçße haben. Eine nachfolgende
Metagenomanalyse des Konsortiums identifizierte eine
90 kDa große Multidom�nen-Endoglucanase mit ungewçhn-
lichen strukturellen Eigenschaften. Das Enzym hat erstaun-
liche Charakteristika wie eine optimale Aktivit�t bei 109 8C
und eine Halbwertszeit von 5 h bei 100 8C, und es war sehr
stabil in Gegenwart ionischer Fl�ssigkeiten, starker Tenside
und hoher Salzkonzentrationen.

Erst k�rzlich r�ckte die Bedeutung oxidativer Enzyme f�r
den Abbau von (Ligno)Cellulose in den Vordergrund, und
viele bekannte Enzyme wurden zusammen mit neu entdeck-
ten Aktivit�ten als „auxiliary enzymes“ (Hilfsenzyme) in der
CAZy-Datenbank reklassifiziert.[23, 81] Diese Unterfamilie
enth�lt nun sehr gut untersuchte Enzyme wie Laccasen,
Mangan- oder Lignin-Peroxidasen – alles Mehrfachkupfer-
oxidasen, die bekanntermaßen f�r den oxidativen Abbau von
Lignin essenziell sind. Andere „auxiliary enzymes“ sind
Cellobiose-Dehydrogenasen, Pyranose-Oxidasen und Galac-
tose-Oxidasen. Cellulasen, die bislang als GH61-Enzyme
klassifiziert worden waren, konnten k�rzlich als Kupfer-ab-
h�ngige (lytische) Polysaccharid-Monooxygenasen (LPMO)
eingeordnet werden, die den Abbau von Cellulose im Zu-
sammenspiel mit klassischen Cellulasen verst�rken (f�r ak-
tuelle �bersichten siehe Lit. [82] und darin zitierte Arbeiten).
Diese aus Pilzen wie Neurospora crassa stammenden PMO

katalysieren die oxidative Spaltung von Cellulose mit Re-
duktionsmitteln wie Ascorbins�ure, Gallat oder reduziertem
Glutathion. Besonders wichtig ist, dass PMO direkt kristalline
Mikrofibrillen-Cellulose angreifen. Quinlan et al. fanden ein
Typ-II-Kupferzentrum, das f�r die beobachtete GH61-Akti-
vit�t notwendig ist.[83] Marletta und Mitarbeiter identifizier-
ten als Erste die Oxidationsprodukte am nichtreduzierenden
Ende als 4-Ketoaldosen und konnten best�tigen, dass keine
C6-Oxidation erfolgte. Basierend auf Isotopenmarkierungen
postulierten sie einen Mechanismus – abh�ngig davon ob Typ-
I- oder Typ-II-PMO (PMO1 bzw. PMO2) verwendet wurde –
bei dem der Sauerstoffeinbau an der C1- oder C4-Position
stattfindet, gefolgt von einer Eliminierung zu Ketoaldosen
(Schema 4).

Erst k�rzlich wurde �ber eine weitere Familie (AA11)
dieser Hilfsenzyme berichtet,[85] wodurch die Zahl der
LPMOs mit Aktivit�t gegen�ber Cellulose (AA9, zuvor
GH61) oder Chitin (AA10, zuvor CBM33) vergrçßert wurde.
F�r die AA11-Enzyme aus Aspergillus oryzae konnte gezeigt
werden, dass diese oxidative chitinolytische Aktivit�t auf-
weisen und zu Aldons�ure-Oligosacchariden f�hren. Bio-
chemische Studien ergaben, dass die strukturellen und spek-
troskopischen Eigenschaften dieser AA11-Enzyme zwischen
denen der AA9- und AA10-Familien liegen.[82b]

Wie zuvor beschrieben, wurden CBM33 reklassifiziert
und sind auch Kupfer-abh�ngige LPMO. In einer bahnbre-
chenden Arbeit wurde f�r CBP21 erstmals gezeigt, dass es
tats�chlich ein oxidatives Enzym ist, dass die Spaltung von
kristallinem Chitin, beschleunigt durch Ascorbins�ure, zum
oxidierten Zucker 2-(Acetylamino)-2-desoxy-d-glucons�ure
katalysiert.[86] Chauvigne-Hines et al. entwickelten einen ak-
tivit�tsbasierten Test (ABPP) auf der Basis einer Alkinmar-
kierung, um Proteinprofile durch direkte Markierung des
cellulosomalen Sekretoms von C. thermocellum zu erstel-
len.[87] Die gegen�ber ABP als selektiv gefundenen Glyco-
sidhydrolasen (GH) wurden anschließend durch Massen-
spektrometrie verifiziert.

Schema 4. Postulierter Reaktionsweg f�r die oxidative Spaltung von
Cellulose durch PMO1 oder PMO2.[84]
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Tabelle 1: Ausgew�hlte aktuelle Beispiele zum Protein-Engineering von CAZymes.

Enzymfamilie Organismus Mutations-
methode

Assay/
Substrat

Verbesserte Eigenschaft Bemerkungen Lit.

Endoglucanase (Endo-b-1,4-glucanase), EC 3.2.1.4

GH5/Cel5A Bacillus subtilis epPCR/DNA-
„Shuffling“

Kongorot F�r-
bung/DNS/
CMC[a]

Verbesserte Aktivit�t (bis zu
2,7-fach) gegen�ber CMC[b]

etwas verbesserte pH-Toleranz
und Thermostabilit�t; bis zu
12 Mutationen, meist außer-
halb konservierter Regionen

[96]

GH5/Cel5A Clostridium phyto-
fermentans

epPCR Kongorot-F�r-
bung/CMC

etwas verbesserte Halbwerts-
zeit f�r CMC, amorphe Cellu-
lose und Avicel

Oberfl�chendisplay eines Fu-
sionsproteins; Expression
mit/ohne CBM oder His-Mar-
kierung; erhebliche Variation
der Eigenschaften der Mutan-
ten beeinflusst durch diese
Konstrukte

[93]

GH5/CBM3 Bacillus amylo-
liquefaciens

Fehlerbehaftete
Vervielf�ltigung
am rollenden Ring

DNS/CMC Erhçhte Aktivit�t (bis 8-fach)
gegen�ber CMC

Sechs Mutationen gefunden,
aber nur E289V relevant, da
diese in der katalytischen
Dom�ne der Cellulase lokali-
siert ist

[97]

Cel8A Clostridium
thermocellum

epPCR und Kon-
sens-Mutationen

PASC/CMC Erhçhte Thermostabilit�t mit
14-fach erhçhter Halbwerts-
zeit bei 85 8C

Die Konsensstrategie identifi-
zierte eine G283P-Mutation,
die mit einer fr�heren 3-fach-
Mutante kombiniert wurde

[98]

EGII Trichoderma reesei Kongorot-F�r-
bung/Avicel/
CMC

Erhçhte Cellulaseaktivit�t
und verbesserte Bindung des
CBM

Auf zwei Reste fokussierte
CBM-Bibliothek, die �ber Zell-
oberfl�chendisplay in Hefe er-
zeugt wurde. Dies ergab 1.5-
fach erhçhte Bindungsaffinit�t
und 1.3-fach erhçhte hydroly-
tische Aktivit�t

[99]

CMCase Bacillus subtilis „Shuffling“ Kongorot-F�r-
bung/CMC,
HPLC

Varianten mit 2- bis 5-fach
hçherer Aktivit�t gegen�ber
CMC

Bakterialles Oberfl�chendis-
play zum Screening der Bi-
bliothek; bis zu 8 Mutationen,
meist in der katalytischen
Dom�ne

[100]

Cellobiohydrolase, EC 3.2.1.91

GH6/Cel6A/
CBH II

Drei homologe
Enzyme z.B. aus
Humicola insolens

SCHEMA-Rekom-
binierung von 8
Bereichen

PASC/Avicel Erhçhte Thermostabilit�t bei
63 8C; Varianten waren bei 7–
15 8C hçheren Temperaturen
aktiv als der Wildtyp

15 Varianten mit bis zu 63
Mutationen wurden detailliert
untersucht, auch Mutanten
mit verbessertem pH-Profil ;
eine sp�tere Arbeit zeigte,
dass nur eine Punktmutation
hierf�r verantwortlich war

[101]

GH6/Cel6A Beste Variante
einer fr�heren
Studie[101]

epPCR/Rekombi-
nierung

Avicel Halbwertszeit von 280 min
bei 75 8C, T50 von 80 8C (15–
20 8C> als Wildtyp)

Kristallstrukturen der Mutan-
ten ermittelt

[102]

GH6/CBH II Phanerochaete chry-
sosporium

Konsensmethode PASC Etwas verbesserte Thermo-
stabilit�t bei 50 8C f�r 72 h

IVTT zur Enzymherstellung.
Die beste Variante enthielt 15
Mutatione, die zu einer ver-
bessertem DTm um ca. 5 8C
f�hrte

[103]

GH7/CBH I/
Cel7B

Melanocarpus
albomyces

Punktmutationen/
Fusion mit CBM

MUL/Avicel Thermoaktivit�t und -stabili-
t�t verbessert
Fusion mit CBM ergab 7-fach
erhçhte Aktivit�t gegen�ber
Avicel

Zus�tzliche Disulfidbr�cke
nahe dem N-Terminus und
Einfachmutation f�hrte zu
verbesertem DTm um 4 8C

[104]

GH7/CBH I/
Cel7A

Talaromyces
emersonii

Disulfidbr�cken-
Engineering

MUL/Avicel Thermoaktivit�t und -stabili-
t�t verbessert

F�nf einzelne S-S-Varianten
untersucht. Eine 3-fach-Mu-
tante hatte um 9 8C verbesser-
te DTm und Aktivit�t bei 80 8C

[105]
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6. Protein-Engineering von CAZymes

Protein-Engineering ist mittlerweile eine etablierte
Technologie, um die Eigenschaften von Enzymen zu ver�n-
dern; generelle Strategien und zahlreiche erfolgreiche Bei-
spiele sind sehr gut dokumentiert.[88] Die zwei wesentlichen
Prinzipien basieren auf rationalem Proteindesign oder ge-
richteter (molekularer) Evolution. Ist die 3D-Struktur oder
ein angemessenes Homologiemodell verf�gbar, ist das ratio-
nale Proteindesign die Methode der Wahl, um Art und Posi-
tionen f�r Mutationen von Aminos�uren vorherzusagen, die
anschließend durch positionsgerichtete Mutagenese in das
proteinkodierende Gen eingef�hrt werden. Nachdem die
Variante durch rekombinante Expression hergestellt wurde,
kann das Enzym aufgereinigt und bez�glich der gew�nschten
Eigenschaften charakterisiert werden. In Abwesenheit einer
Proteinstruktur oder ausreichender Informationen, um das
Protein-Engineering zu planen, ist die gerichtete Evolution
die Methode der Wahl. Hierbei werden Mutationen zuf�llig
(z. B. durch fehlerbehaftete Polymerasekettenreaktion
(„error-prone PCR“))[89] eingef�gt, oder homologe Gene
werden rekombiniert (z. B. durch DNA-„Shuffling“).[90] Die

grçßte Herausforderung in der gerichteten Evolution ist die
Verf�gbarkeit geeigneter Methoden f�r das Hochdurchsatz-
Screening, um schnell und zuverl�ssig gew�nschte Varianten
in einer riesigen durch Zufallsmutagenese erzeugten Mutan-
tenbibliothek zu identifizieren.

Protein-Engineering wurde bereits erfolgreich f�r
CAZymes mit dem urspr�nglichen Ziel den Katalysemecha-
nismus aufzukl�ren[91] eingesetzt, und in aktuellen For-
schungsarbeiten wurden deren Eigenschaften verbessert.[91,92]

Die Ver�nderung dieser Enzyme ist eine große Herausfor-
derung, weil die enzymatische Hydrolyse sehr komplex ist,
heterogene Substrate vorliegen und verschiedene weitere
Komponenten f�r die Aktivit�t notwendig sind. Die gerich-
tete Evolution wurde genutzt, um Varianten mit gesteigerter
Aktivit�t gegen�ber lçslichen Substraten, verbesserter Ther-
mostabilit�t, ver�ndertem pH-Optimum oder verbesserter
Expression zu erzeugen. Erhçhte Thermoaktivit�t (> 50 8C)
ist ein wichtiges Ziel, da dies zu reduzierter (mikrobieller)
Kontamination und Viskosit�t sowie erhçhter hydrolytischer
Aktivit�t f�hrt. Eine verbesserte Stabilit�t f�hrt auch zu re-
duzierten Enzymkosten. Einen �berblick ausgew�hlter Bei-
spiele gibt Tabelle 1.

Tabelle 1: (Fortsetzung)

Enzymfamilie Organismus Mutations-
methode

Assay/
Substrat

Verbesserte Eigenschaft Bemerkungen Lit.

GH7/CBH I/
Cel7A

F�nf homologe
Enzyme, z.B. aus
Talaromyces
emersonii

SCHEMA-Rekom-
binierung von 8
Bereichen

MUL/feste
Cellulose

Thermostabilit�t. Chim�ren
aktiv bei 70 8C (Wildtyp:
65 8C)

16 Chim�ren funktional expri-
miert, im Durchschnitt 37
Mutationen pro Chim�re

[106]

GH7/CBH I/
Cel7A

Chim�re abgeleitet
aus Talaromyces
emersonii

Rationales Design
mittels FoldX/
Konsens-Methode

MUL/feste
Cellulose

Thermostabilit�t. 10 8C er-
hçhte Stabilit�t auf 65 8C,
50% erhçhte Freisetzung von
Zuckern aus CMC

Computerbasierte Analyse
sagte 43 Mutanten vorher, 9
wurden untersucht, die 8
besten kombiniert; effektive
Mutationen sind auf Protein-
oberfl�che

[107]

GH8/Cel7A 11 Ausgangs-
enzyme, z.B. aus
Aspergillus sp.

Rekombinierung MUL/Avicel Thermostabilit�t und -aktivi-
t�t. 86% der 469 Chim�ren
waren aktiv, 51 hatten hçhere
Stabilit�t. Durchschnittlich 4–
5 Mutationen pro Chim�re

„Biased clique shuffling“
wurde als gegen�ber Stan-
dardmethoden �berlegen an-
gesehen. Zus�tzlich wurde
eine 100-fach bessere Expres-
sion in Saccharomyces cerevi-
siae erzielt, da eine Hypergly-
cosylierung vermieden wurde

[108]

Verschiedene Enzyme

GH11/Xylanase Nicht berichtet,
Metagenomquelle

GSSM und Re-
kombinierung

Xylan aus Hafer Von 76 8C auf 101 8C signifi-
kant verbesserte Thermosta-
bilit�t

Mutationen meist in der N-
terminalen Region. Die 3D-
Struktur gab keine Hinweise
auf die Gr�nde f�r die verbes-
serte Stabilit�t/Aktivit�t, da
eher subtile Ver�nderungen
vorlagen

[109]

GH70/Reuteran-
sucrase

Lactobacillus
reuteri

Rationales Design Wachstumsassay Allosyltransferase-Aktivit�t Modellierung sagte die Ak-
zeptanz neuer Donormolek�le
vorher

[110]

Cel48 Rekombinierung
von drei Genen aus
Clostridium sp.

SCHEMA-Rekom-
binierung

Avicel Große Variationen in Tempe-
raturprofil, Stabilit�t, Aktivit�t
gefunden

Mutanten enthilten bis zu 106
Mutationen im Vergleich zu
den Wildtypenzymen. 60 neue
Cel48 Varianten charakterisiert

[111]

[a] DNS = Dinitrosalicyls�ure. CMC = Carboxymethylcellulose. CBM = Cellulose-Bindedom�ne. MUL = 4-Methylumbelliferyl-b-d-lactosid. PSAC =

mit Phosphors�ure gequollene Cellulose. IVTT = In-vitro-Transkription-Translation. GSSM = „gene-site saturation mutagenesis“.
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Noch 2010 stellten Liu et al. fest, dass „die Entwicklung
von Hochdurchsatztests f�r Cellulasen auf festen Cellulose-
substraten dringend notwendig ist“.[93] In den meisten Bei-
spielen wurden Varianten zun�chst entweder in einem
Agarplattentest oder in Mikrotiterplatten mit lçslichen
Chromophoren wie 4-Methylumbelliferyl-b-d-lactosid oder
Phosphors�ure-gequollener Cellulose in Kombination mit
einem Farbstoff durchmustert, um aktive von inaktiven
Klonen zu unterscheiden. Erst in einem nachfolgenden
zweiten Test wurden die echten Cellulosesubstrate wie Avicel
verwendet, um wirklich verbesserte Varianten zu identifizie-
ren. Eine weitere Herausforderung ist, dass die meisten
CAZymes sich nur m�ßig in f�r gerichtete Evolution �blichen
Wirten (z. B. E. coli, S. cerevisiae) exprimieren lassen. Als
Konsequenz werden die besten Mutanten aufgrund schlech-
ter Expression h�ufig �bersehen oder Varianten, die verbes-
serte Eigenschaften aufweisen, versagen in sp�teren Studien,
wenn industrielle Produktionsst�mme f�r eine Maßstabsver-
grçßerung eingesetzt werden. Insbesondere CBH-1-Cello-
biohydrolasen haben sich als sehr schwierig f�r das Engi-
neering erwiesen, was teilweise mit dem niedrigen Expressi-
onsniveau in heterologen Wirten, aber vor allem mit ihrer
komplexen Struktur begr�ndet wurde. CBH-1-Enzyme ent-
halten �blicherweise 8–10 Disulfidbr�cken und mindestens
drei Glykosylierungsstellen. In den meisten Arbeiten zur
gerichteten Evolution wurden entweder fehlerbehaftete PCR
oder „Shuffling“ verwendet, und dies f�hrte meist nur zu
moderaten Verbesserungen (Tabelle 1). Die Gruppe von
Arnold war durch den Einsatz des SCHEMA-Algorithmus
erfolgreicher, um das Design der Mutanten zu planen. Diese
strukturbasierte Rekombinierungsmethode funktioniert auch
ohne Hochdurchsatz-Screeningmethoden und identifiziert
Bereiche, die f�r die Erstellung von Enzymchim�ren geeignet
sind, selbst bei Sequenzhomologien unter 30%.[94]

7. Zusammenfassung und Ausblick

Die Gewinnung g�nstiger fermentierbarer Zucker aus
Biomasse ist nicht nur f�r die Ethanolproduktion wichtig,
sondern auch f�r eine Vielzahl anderer fermentativer Pro-
zesse in der Großchemie, weil die Produktion von Ethanol in
j�ngster Zeit çkonomisch mit Alternativen auf der Grundlage
der Schiefergasnutzung konkurrieren muss.[95] Neueste Er-
rungenschaften wie die Oxygenase sind Beispiele f�r eine
Entwicklung, die aktuell viele Aspekte der klassischen Me-
chanismen kritisch hinterfragt und irgendwie das Konzept,
das wir f�r den enzymatischen Abbau von Cellulose kannten,
redigiert. Verschiedene Cellulasen und Oxygenasen ermçg-
lichen den Abbau einer breiteren Auswahl an Oberfl�chen.
Die resultierenden Monosaccharide und Oligosaccharide
kçnnen wieder von genetisch ver�nderten Enzymen zu neuen
maßgeschneiderten Produkten zusammengef�gt werden. Die
Bioraffinerie der Zukunft kçnnte ebenfalls die Nutzung von
Lignin und Hemicellulose f�r die Produktion von Groß- und
Feinchemikalien in Betracht ziehen, falls es gelingt, das Re-
pertoire der Natur um neue Enzymaktivit�ten zu bereichern.
In diesem Zusammenhang wird die Implementierung von
Vorbehandlung, Biokatalysatordesign und Verfahrenstechnik

neue Wege f�r Synthese von Kraftstoffen und Chemikalien
ebnen.

J.S. wird durch einen DuPont Young Professor Award unter-
st�tzt.
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