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le dient. Das eigentliche Problem besteht in 
der außerordentlichen Stabilität der N2-Drei-
fachbindung, und das Haber-Bosch-Verfah-
ren nutzt hier konsequent LeChateliers Prin-
zip des kleinsten Zwangs aus: Durch die 
massive Erhöhung von Druck und Tempera-
tur wird das Gleichgewicht der Reaktion auf 
die Produktseite verschoben [3]. Was aber 
bedeutet dies für die „biologische Variante“, 
die Reaktion der Nitrogenase?

Für Enzyme ist Kinetik Verhandlungssa-
che, aber für die Thermodynamik gilt dies 
nicht: Die Bindungsenthalpie der Dreifach-
bindung von N2 beträgt –946 kJ ⋅ mol–1, was 
bedeutet, dass die Elektronen, mit denen eine 
derartige Bindung reduziert werden kann, 
ein Redoxpotenzial von –1,6 V mitbringen 
müssen. Im Unterschied zur Gasphasenche-
mie des Haber-Bosch-Verfahrens fi ndet die 
Enzymreaktion jedoch im wässrigen Milieu 
des Zytoplasmas und unter Normaldruck und 
-temperatur statt, wo bereits ein halb so 
hohes Potenzial genügt, um Wasser in H2 und 
O2 zu zerlegen. Die Spaltung von N2 sollte 
hier schlicht unmöglich sein [4]. Mit der Ni tro-
genase schafft es die Natur aber dennoch, 
diese Reaktion ablaufen zu lassen und muss 
dabei wesentlich mehr leisten, als nur Haber-
Bosch-Chemie in ein Enzym einzubauen. Wie 
Nitrogenase dies bewerkstelligt und welche 
Tricks hierfür benötigt werden, war und ist 
seit Jahrzenten Gegenstand intensiver Arbei-
ten und Debatten. Die folgende Darstellung 
beschreibt eine Arbeitshypothese, die unsere 
eigenen Arbeiten zu einer Synthese kineti-
scher, biochemischer, spektroskopischer, 
theoretischer und struktureller Daten inte-
griert, die von vielen Arbeitsgruppen über 
einen langen Zeitraum gesammelt wurde. In 
jüngster Zeit beginnt hieraus ein Modell zu 
kondensieren, das die zentralen mechanisti-
schen Fragestellungen in adäquater Weise 
adressieren kann und einem weitreichenden 
– aber nicht ausschließlichen – Konsens ent-
spricht. Die technischen Herausforderungen 
zwischen dem industriechemischen und dem 
enzymatischen Prozess unterscheiden sich 
dabei deutlich, und doch fi nden sich viele 
überraschende Übereinstimmungen. Folgen 
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ó „Die Reaktion des Enzyms Nitrogenase ist 
die einzig bekannte biologische Variante des 
großtechnischen Haber-Bosch-Verfahrens zur 
Fixierung von Stickstoff.“ Diese Aussage ist 
fast ein Allgemeinplatz, aber sie war schon 
deshalb immer etwas unscharf, weil die 
exakte Arbeitsweise des Enzyms bis heute 
nicht vollständig verstanden ist. Dabei ist die 
Bedeutung der Stickstofffi xierung unumstrit-
ten: Als der prominente britische Chemiker 
Sir William Crookes 1898 das „Weizenprob-
lem“ vorhersagte, eine bevorstehende, globa-
le Nahrungsmittelkrise, die daher rührte, 
dass das Bevölkerungswachstum die Nah-
rungsmittelproduktion überstieg, war seine 
Rede ein Weckruf für den deutschen Chemi-
ker Fritz Haber und den Ingenieur Carl 
Bosch. Sie erdachten und realisierten die 
chemische Synthese von Ammoniak, NH3, 
aus atmosphärischem N2. Dieses Haber-
Bosch-Verfahren aus dem Jahr 1913 wird bis 
heute nahezu unverändert angewandt, liefert 
so viel bioverfügbaren Stickstoff wie alle 
natürlichen Quellen zusammen und ver-
braucht dabei 2–3 % der weltweiten Energie-
produktion [1]. Heute hängt die Ernährung 
von über 50 % der mehr als 8 Milliarden Men-
schen vom Einsatz von Dünger aus der 
N2-Fixierung ab. Obwohl das Haber-Bosch-
Verfahren damit eine der größten Erfolgsge-
schichten der Chemie ist, führt die schiere 
Menge von 200 Megatonnen Stickstoff, die 
jedes Jahr fi xiert werden, unweigerlich zu 
erheblichen ökologischen Problemen. 

Erschwingliche und leicht verfügbare Dün-
gemittel werden im Überschuss eingesetzt, 
um die Ernteerträge maximieren. Allerdings 
erreicht weniger als die Hälfte der ausge-
brachten Stickstoffsalze die Pfl anzen, wäh-
rend ein großer Teil durch konkurrierende 
mikrobielle Denitrifi zierer oder Anammox-
Bakterien wieder zu gasförmigem N2 redu-
ziert wird, oder in Gewässer und Aquifere 
ausgewaschen wird. Die negativen Folgen 
sind u. a. Eutrophierung sowie die Freiset-
zung kritischer Treibhausgase wie N2O. 
Unsere Gesellschaft ist auf das Haber-Bosch-
Verfahren angewiesen, und doch nötigt uns 
gerade das Bevölkerungswachstum, das 
dadurch ermöglicht wurde, Alternativen für 
eine wirtschaftlich und ökologisch nachhal-
tige Nahrungsmittelproduktion zu fi nden [2]. 

Stickstofffi xierung im Haber-Bosch-
Verfahren und im Enzym
Mechanistisch besticht der chemische Pro-
zess nicht unbedingt durch seine Eleganz: 
Bei einem Druck von 100–180 bar und einer 
Temperatur von 400–500 °C adsorbieren N2 

und H2 aus einem Synthesegasgemisch in 
einem Reaktor an eine Eisenoberfl äche und 
dissoziieren in einzelne Atome. Aus H2 ent-
stehen so Oberfl ächen-assoziierte Hydride, 
die unter diesen Bedingungen äußerst mobil 
sind und sich mit den Stickstoffatomen zu 
Ammoniak vereinen. Dies entspricht einer 
Reduktion von N2, bei der H2 sowohl als 
Reduktionsmittel als auch als Protonenquel-
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Möglichkeiten voll ausgenutzt und den 
bereits zuvor sehr elektronenreichen Ko-
Faktor ein weiteres Mal reduziert [9].

Von „reduziert“ zu „superreduziert“ – 
mit Hydriden
Leider funktioniert dies aber nur einmal, 
denn auch diese mehrstufi ge Reduktionskas-
kade ist nicht stark genug, um einen FeM-Ko-
Faktor ein zweites Mal zu reduzieren. Die 
Reaktion der Nitrogenase erfordert jedoch 
nicht weniger als acht Reduktionsschritte, da 
neben der vollständigen Reduktion von N2 

auch zusätzlich noch ein Molekül H2 als stö-
chiometrisches Nebenprodukt gebildet wird:

N2 + 10 H+ + 8 e– + 16 ATP  
→  2 NH4

+ + H2 + 16 [ADP + Pi]

Das Problem wird zudem dadurch verstärkt, 
dass bereits die Bindung des Substrats N2 
ein Enzym erfordert, das um nicht weniger 
als vier Elektronen reduziert vorliegt. Glück-
licherweise ist der Einfallsreichtum der Nit-
rogenase an dieser Stelle noch nicht 

wir also zunächst einem Elektron auf seinem 
Weg. 

„Energiereiche Elektronen“ – aber 
wie?
Ausgangspunkt ist für alle Diazotrophen der 
Zentralstoffwechsel, in dem Nährstoffe oxi-
diert und Elektronen letztlich auf NADH 
übertragen werden (Abb. 1). Hier beginnen 
bereits die Probleme, da das Redoxpotenzial 
von NADH (E0’ = –315 mV) nicht ausreicht, 
um die erste der beiden Proteinkomponenten 
der Nitrogenase, das Fe-Protein (oder Dini-
trogenase-Reduktase) zu reduzieren. Mindes-
tens drei verschiedene Strategien können 
zum Einsatz kommen, um dieses Hindernis 
zu überwinden: Das Enzym Pyruvat: Ferre-
doxin-Oxidoreduktase (PFOR) etwa kann 
durch eine oxidative Decarboxylierung von 
Pyruvat zu Acetat stark reduzierende Elek-
tronen auf Ferredoxin (E0’ = –415 mV) über-
tragen. Alternativ kann der Elektronen-bifur-
kierende, membranassoziierte FIX-Komplex 
unter Nutzung eines Chinons als Hochpoten-
zial-Akzeptor ein Flavodoxin reduzieren 
(E0’ = –430 mV). Als dritte Option kommt 
schließlich der membranintegrale RNF-Kom-
plex in Frage, der in der N2-Fixierung, anders 
als in Acetogenen, NADH oxidiert und unter 
Ausnutzung des Protonengradienten eben-
falls Ferredoxin reduziert. Ferredoxin und 
Flavodoxin sind nun ihrerseits in der Lage, 
ein Elektron auf das Fe-Protein der Nitroge-
nase zu übertragen (Abb. 1). Diese dimere 
P-Loop-NTPase besitzt einen [4Fe:4S]-Clus-
ter, der beide Protomere verbrückt und bin-
det nach Reduktion 2 Moleküle ATP. So bela-
den kann das Fe-Protein nun einen Komplex 
mit der zweiten Komponente der Nitrogenase 
bilden. Dieses MFe-Protein (das in drei Vari-
anten vorkommt, mit M = Mo, V, oder Fe) ist 
die katalytische Untereinheit und besitzt 
zwei ungewöhnliche Eisen-Schwefel-Zentren 
[5–8]. Sein P-Cluster ist ein fl exibler [8Fe:7S]-
Elektronenüberträger, während der FeM-Ko-
Faktor das hoch spezialisierte Aktivzentrum 
darstellt (Abb. 2A). In dem eben gebildeten 
Komplex aus Fe- und MFe-Protein besteht die 
scheinbar einfache Aufgabe nun darin, das 
stark reduzierende Elektron des Fe-Proteins 
auf den FeM-Ko-Faktor zu übertragen. Was 
tatsächlich passiert, ist jedoch wohl deutlich 
ausgefeilter, da einem direkten Elektronen-
transfer zwei Probleme entgegenstehen: Zum 
einen ist der P-Cluster im Normalzustand 
bereits vollständig reduziert (d. h. alle acht 
Fe-Ionen liegen formal als Fe2+ vor) und kann 
daher kein weiteres Elektron aufnehmen, 

zum anderen ist das Redoxpotenzial des Fe-
Proteins noch immer nicht ausreichend nega-
tiv, um eine Übertragung auf den FeM-Ko-
Faktor zu ermöglichen. Hier kommt nun zum 
Tragen, dass das Fe-Protein nicht nur als 
Elektronenüberträger fungiert, sondern – 
ebenso wie die verwandten G-Proteine – auch 
die Hydrolyse des gebundenen Nukleosidtri-
phosphats ATP an eine Konformationsände-
rung koppelt, einen power stroke, der mecha-
nisch auf die Oberfl äche des MFe-Proteins 
einwirkt und dazu führt, dass ein Elektron 
zunächst vom P-Cluster auf den FeM-Ko-
Faktor übertragen wird, sodass in einem 
zweiten Schritt das Fe-Protein seinerseits 
lediglich den P-Cluster wieder in seinen voll 
reduzierten Ausgangszustand zurückverset-
zen muss. Somit ist nun ein erstes Elektron 
aus dem Zentralstoffwechsel auf den FeM-
Ko-Faktor der Dinitrogenase übertragen. In 
zwei Schritten wurde sein Redoxpotenzial 
gegenüber dem von NADH deutlich abge-
senkt, und mit der fi nalen Hydrolyse von 
2 ATP pro Elektron hat das System seine 
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verlorengehen. Eine naheliegende Protonen-
quelle wäre wiederum das umgebende Was-
ser, und die Nitrogenase kann ihre Aufgabe 
nur dann erfüllen, wenn die gebildeten 
Hy dride komplett von diesem Solvens abge-
schirmt werden. Gleichzeitig benötigt die 
Reaktion selbst aber eine große Zahl von Pro-

und das Oberflächen-Hydrid stellt eine 
bemerkenswerte Parallele zum Haber-Bosch-
Mechanismus dar [10]. Hier führt dies aber 
auch zu einer neuen Komplikation, denn 
durch eine einfache Protonierung der ener-
giereichen Hydride kann H2 entweichen, 
wodurch dem Enzym wieder zwei Elektronen 

erschöpft, denn die einzigartige Architektur 
des Ko-Faktors erlaubt es, mit einem zweiten 
Elek tron und einem bereitgestellten Proton 
ein Hydrid, H–, auf der Oberfl äche dieses 
Metallclusters zu platzieren (Abb. 2B). Der 
Cluster selbst ist damit nicht mehr reduziert 
und kann erneut ein Elektron aufnehmen, 

˚ Abb. 1: Erzeugung von Reduktionskraft bei der Nitrogenase. Elektronen stammen ursprünglich aus dem Zentralmetabolismus und werden durch 
Übertragung auf ein Ferredoxin (FDX) oder Flavodoxin (FLD) auf ein niedrigeres Potenzial gebracht. Dies geschieht entweder durch oxidative Decarbo-
xylierung von Pyruvat (PFOR) oder, ausgehend von NADH, unter Zuhilfenahme eines Protonengradienten am RNF-Komplex oder durch Bifurkation zwi-
schen Flavin und Chinon am FIX-Komplex. FDX oder FLD können das Fe-Protein der Nitrogenase reduzieren, das daraufhin 2 ATP bindet und einen 
Komplex mit dem MFe-Protein bildet (hier: M = Mo). Die Komplexbildung induziert ATP-Hydrolyse, wodurch ein Elektron mit niedrigem Potenzial vom 
P-Cluster auf den FeM-Ko-Faktor übertragen wird. Anschließend wird der P-Cluster seinerseits vom reduzierten [4Fe:4S]-Cluster des Fe-Proteins redu-
ziert, und Fe-Protein und MFe-Protein dissoziieren. Zur Reduktion eines einzigen Moleküls N2 muss dieser Prozess mindestens achtmal durchlaufen 
werden.
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nase, das Vanadium-abhängige Isoenzym, 
kann CO jedoch auch zu Kohlenwasserstof-
fen reduzieren [12, 13]. Dies wäre analog 
zum chemischen Fischer-Tropsch-Verfahren 
und kann eine wichtige Rolle bei der notwen-
digen Decarbonisierung spielen. Nitrogena-
sen reduzieren auch Nitrit, Sulfi t, Lachgas, 
Cyanid, vermutlich CO2, und auch Protonen 
(zu H2) ohne auf die reduktive Eliminierung 
zurückgreifen zu müssen. Das Enzym ist 
damit ein vielseitiger und hoch interessanter 
Kandidat für eine Vielzahl biotechnologi-
scher Anwendungen, bis hin zu einer rekom-
binanten Produktion in Nahrungspfl anzen, 
deren Wachstum dann ohne Einsatz von 
Düngemitteln und den damit verbundenen 
Umweltproblemen möglich wäre. Noch sind 
die vielfältigen Bemühungen in dieser Rich-
tung in einem frühen Stadium, aber mit unse-
rem wachsenden Verständnis der Eigen-
schaften und Eigenheiten der Nitrogenasen 
beginnt dieses zentrale Ziel einer nachhalti-
gen, grünen Biotechnologie langsam, ins 
Blickfeld zu rücken.  ó

che Anforderungen beispielweise bei der 
anaeroben Dearomatisierung benötigt wer-
den, dort aber durch Elektronen-Bifurkation 
realisiert werden können [11]. Für die Nitro-
genase ist die reduktive Eliminierung von H2 
vermutlich das Meisterstück, das allein ihr 
die Reduktion von N2 ermöglicht. Was folgt 
sind weitere Einzelektronen-Schritte, und 
hier sind im Detail noch viele Fragen offen: 
Werden auch nach der initialen Aktivierung 
von N2 noch Hydride gebildet, oder können 
Reaktionsintermediate direkt reduziert wer-
den? Wird zunächst ein N-Atom komplett 
reduziert, oder werden Elektronen abwech-
selnd übertragen? Ist die Bindung von N2 der 
Auslöser für die Eliminierung von H2 oder 
umgekehrt? Zudem beherrscht die Nitroge-
nase – als wohl stärkste Reduktase in der 
Natur – noch einige weitere Kunststücke, die 
ebenfalls von großer Bedeutung sind. So 
kann das Enzym bereits nach Aufnahme von 
zwei Elektronen, also nach der Bildung eines 
Hydrids, durch Kohlenstoffmonoxid, CO, 
inhibiert werden. Eine Variante der Nitroge-

tonen, und dies führt zur vielleicht wichtigs-
ten Randbedingung für Stickstofffi xierung 
unter Normalbedingungen: der vollständigen 
Kontrolle über den Zugang und Verbleib von 
Protonen und Elektronen. Die Choreografi e 
dieses Prozesses ist komplex und das Enzym 
ist auch keineswegs perfekt darin. Ein nicht 
geringer Anteil der Elektronen geht tatsäch-
lich unproduktiv als H2 verloren, insbeson-
dere bei niedrigen Substratkonzentrationen. 
Nitrogenase zahlt diesen Preis bei dem Ver-
such, insgesamt vier Elektronen zu akkumu-
lieren und damit zwei Oberfl ächen-Hydride 
zu bilden.

Ein letzter Kick
Bleibt zu klären, in welcher Weise uns dies 
der Lösung des Problems näherbringt. Über 
das Fe-Protein lässt sich der Ko-Faktor um 
ein Elektron reduzieren, was aber zur Akti-
vierung von N2 noch nicht ausreicht. Die 
Bildung eines Hydrids stellte für das Enzym 
zunächst einen Ausweg dar, da das Fe-Prote-
in trotz ATP-Hydrolyse nicht in der Lage ist, 
den FeM-Ko-Faktor ein zweites Mal zu redu-
zieren. Selbst mit zwei Hydriden ist der Ko-
Faktor selbst jedoch formal wieder oxidiert 
und erst recht nicht imstande, sein Substrat 
N2 auch nur zu binden. Ein letzter Trick wird 
daher benötigt, um einen noch weiter redu-
zierten Ko-Faktor zu ermöglichen, und der 
besteht darin, eine Rekombination der bei-
den Hydride zuzulassen, die nach vier Elek-
tronentransferschritten am FeM-Ko-Faktor 
entstanden sind (Abb. 2B). Durch eine reduk-
tive Eliminierung wird dann aus zwei Elektro-
nen und zwei Protonen ein H2-Molekül frei-
gesetzt, wodurch die beiden anderen Elek-
tronen notgedrungen am Ko-Faktor verblei-
ben. So entsteht lokal und transient eine 
höchst reaktive, zweifach reduzierte Form 
des Ko-Faktors. Erst diese ist nun tatsächlich 
in der Lage, ein N2-Molekül zu binden und 
dessen stabile Dreifachbindung unmittelbar 
zu brechen. Mit dem stöchiometrisch freige-
setzten H2 verliert die Nitrogenase gleich 
zwei der vier mühsam akkumulierten Elek-
tronen, generiert aber dadurch eine Reduk-
tionskraft, wie sie in einem biologischen, 
wässrigen System gar nicht erreichbar sein 
sollte. Die verbleibenden Schritte der Reak-
tion sind weit weniger fordernd, und am 
Ende steht die Freisetzung von bioverfügba-
ren Ammonium-Kationen. 

Ein vergleichbar komplexer, mehrstufi ger 
Energiewandlungsprozess zur Erzeugung 
maximaler Reduktionskraft ist von keinem 
anderen Enzym bekannt, auch wenn ähnli-
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˚ Abb. 2: Die Reaktion der Nitrogenase. A, Die drei Isoformen des Enzyms nutzen leicht unterschiedliche Ko-Faktoren am Aktivzentrum. Sie unter-
scheiden sich durch das apikale Metall: Mo, V, oder Fe sowie durch einen ungewöhnlichen Carbonatliganden im FeV-Ko-Faktor. B, Die Reduktionsreak-
tionen fi nden in allen Ko-Faktoren an den beiden Eisenionen 2 und 6 statt. Der Ko-Faktor kann selbst lediglich ein Elektron aufnehmen, jedes zweite 
Elektron bildet daher ein Hydrid an der Clusteroberfl äche, das durch separate Protonenwege μ-verbrückend (μH) oder terminal (tH) an Fe6 entsteht. 
Vermutlich löst die Bindung von Substraten an Fe6 eine Umlagerung des Hydrids aus der tH-Position in die μH-Position aus. Dies ermöglicht eine 
Rekombination, in der H2 eliminiert wird, und die beiden verbleibenden Elektronen einen superreduzierten Zustand erzeugen, der N2 verbrückend bin-
den und unmittelbar reduzieren kann.
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