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Herausgegeben von Jorg Pietruszka

Halogenierungen spielen eine wichtige Rolle in der Modifikation und Synthese von Natur- und
Wirkstoffen. Im Rahmen dieser Arbeit sollten halogenierende Enzyme als Biokatalysatoren fir die
Anwendung im batch und kontinuierlichen Durchfluss charakterisiert und etabliert werden. Der
Fokus lag dabei auf der Enzymfamilie der Haloperoxidasen, die in Anwesenheit von Wasserstoffper-
oxid und Halogeniden Halogenierung aromatischer und elektronenreicher Substrate katalysieren.

Im Verlauf der Arbeit wurde der Fokus auf vanadiumabhéangige Haloperoxidasen gelenkt. Hier
konnte ein heterologes Kultivierungsprotokoll in Escherichia coli etabliert werden, das mit Hilfe
einer optimierten Isolationsstrategie Idsliches Protein lieferte. Mit der so isolierten literaturbe-
kannten Vanadium-Haloperoxidase aus Curvularia inaequalis wurde ein alternativer Fluoreszenz-
basierter Aktivitatsassay entwickelt, der die simultane Abnahme des Startmaterials und Zunahme
des Produkts dokumentiert und damit eine genaue Quantifizierung von Haloperoxidase-Aktivitat
erlaubt. Mit Hilfe dieses Systems konnte erstmalig eine zweidimensionale Flief3gleichgewichts-
kinetik einer vanadiumabhéangigen Haloperoxidase beschrieben werden.

Mit Hilfe des Assays wurde anschlief3end verschiedene Eigenschaften des Enzyms untersucht
und die Methoden fiir neue, putative Enzyme angewandt. Dabei konnten zwei Haloperoxida-
sen bakteriellen Ursprungs aus Luteitalea pratensis und Rhodoplanes roseus als vanadium-
abhangige Haloperoxidasen identifiziert werden. Nach kinetischen Untersuchungen konnte
das Enzym aus R. roseus eine 100-fach héhere Umsatzzahl bei geringerer Inhibition durch
Bromid aufweisen und zeigte eine &hnliche Stabilitdt wie das Homolog aus C. inaequalis.
Mit Hilfe eines Immobilisierungsprotokolls Gber kovalente Tragermaterialien konnten erfolgreich
erste Umsédtze mit der Haloperoxidase aus C. inaequalis im Durchfluss dokumentiert und ein
geeigneter Betriebsmodus etabliert werden.
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