Utjecaj litickih polisaharidnih monooksigenaza na
nanocelulozu

Andelini, Magdalena

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2022

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:159:194006

Rights / Prava: Attribution-NoDerivatives 4.0 International/lmenovanje-Bez prerada 4.0
medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-18

Prehram benO RepOSitory/Repozitorij,-

biotehnoloski Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnolo

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:194006
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:4247
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:4247
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:4247

SveudiliSte u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Biotehnologija

Magdalena Andelini
7928/BT (0058216971)

UTJECAJ LITICKIH POLISAHARIDNIH
MONOOKSIGENAZA NA NANOCELULOZU

ZAVRSNI RAD

Predmet: Biokemijsko inzenjerstvo

Mentor: prof. dr. sc. Ton¢i Rezié¢

Zagreb, 2022.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Zavrs$ni rad

Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Preddiplomski sveudili$ni studij Biotehnologija

Zavod za biokemijsko inZenjerstvo
Laboratorij za biokemijsko inZenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju piva i slada

Znanstveno podrudje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Biotehnologija

Utjecaj liti¢kih polisaharidnih monooksigenaza na nanocelulozu

Magdalena Andelini, 0058216971

Sazetak: Nanoceluloza je prirodan materijal dobiven iz lignoceluloznih sirovina mehanickim,
kemijskim ili enzimskim postupcima. Zbog svojih iznimnih fizikalno-kemijskih svojstava primjenjuje
se u proizvodnji kompozitnih materijala i papira te u prehrambenoj, kozmeti¢koj i biomedicinskoj
industriji. Enzimski katalizirani procesi za dobivanje nanoceluloze imaju brojne prednosti nad
kemijskim, a skupina enzima koji su privukli poseban interes su liticke polisaharidne monooksigenaze
(LPMO). Ovi enzimi imaju bitnu ulogu u razgradnji lignoceluloze jer djeluju sinergisticki s drugim
enzimima tako $to povecaju dostupnost celuloze za djelovanje celulaza. Kao rezultat njihove C1-
oksidacijske aktivnosti, LPMO induciraju slabljenje celuloznih vlakana uvodenjem karboksilnih
skupina ¢ime se poveéava prinos nanoceluloze. Za mjerenje aktivnosti LPMO-a razvijena je nova
metoda koja se temelji na hidrocoerulignonu kao supstratu i vodikovom peroksidu kao kosupstratu, a
omogucava pouzdanu detekciju LPMO-a u sloZenim matricama poput fermentacijskog medija.

Kljuéne rijedi: Liticke polisaharidne monooksigenaze, nanoceluloza, mjerenje aktivnosti

Rad sadrZi: 23 stranice, 4 slike, 5 tablica, 57 literaturnih navoda

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektronickom obliku pohranjen u knjiznici Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu, Kaci¢eva 23, 10 000 Zagreb

Mentor: Prof. dr. sc. Ton¢i Rezi¢

Datum obrane: 7.7.2022.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Undergraduate thesis
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
University undergraduate study Biotechnology

Department of Biochemical engineering
Laboratory for Biochemical Engineering, Industrial Microbiology and Malting and Brewing
Technology

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Biotechnology

Effects of lytic polysaccharide monooxygenases on nanocellulose

Magdalena Andelini, 0058216971

Abstract: Nanocellulose is a natural material obtained from lignocellulosic materials by mechanical,
chemical or enzymatic processes. Due to its exceptional physico-chemical properties, it is used in the
production of composite materials and paper, as well as in the food, cosmetics and biomedical
industries. Enzymatically catalyzed processes for the production of nanocellulose have numerous
advantages over chemical ones, and the group of enzymes that have attracted special interest are lytic
polysaccharide monooxygenases (LPMO). These enzymes play an important role in the breakdown of
lignocellulose because they act synergistically with other enzymes by increasing the availability of
cellulose for cellulases. As a result of their C1-oxidizing activity, LPMOs disrupt the cellulose fibers
by the introduction of carboxyl groups thus increasing the yield of nanocellulose. A new method has
been developed for measuring the LPMO activity based on hydrocoerulignone as substrate and
hydrogen peroxide as cosubstrate which allows reliable detection of LPMO in complex matrices like
culture media.

Keywords:, Lytic polysaccharide monooxygenases, nanocellulose, activity measurement

Thesis contains: 23 pages, 4 figures, 5 tables, 57 references

Original in: Croatian

Thesis is deposited in printed and electronic form in the Library of the Faculty of Food Technology
and Biotechnology, University of Zagreb, Kaci¢eva 23, 10 000 Zagreb

Mentor: prof. Tonéi Rezi¢, PhD

Thesis defended: 7.7.2022.



1.
2.

Sadrzaj

UV OD ..t bbbt b b bbbt b Rt bbb b a et 1
TEORIISKI DIO ...ttt 2
2.1, NANOCELULOZA ... ..o 2
2.2.  LITICKE POLISAHARIDNE MONOOKSIGENAZE ........cccecsveierirsrnieiesisniennan, 3
2.2.1. Kilasifikacija i mehanizam djelovanja ...........cccccvvveviiieiiieii s 3
2.2.2.  Utjecaj strukturnih elemenata LPMO-a na aktivnost.............cccccvevviieiieneciennn, 5
2.2.3.  Utjecaj morfoloskih obiljezja celuloze na aktivnost LPMO-a..........ccccceevinennn. 7
2.2.4.  1zazovi i buduce PersPektiVe ........cccviiieiiiiiiiieiiie e 10
2.3. PRIKAZ ISTRAZIVANJA MJERENJA AKTIVNOSTI LPMO-a KORISTENJEM
2,6-DIMETOKSIFENOLA (2,6-DMP) | HIDROCOERULIGNONA (HC) .....cccvvennneee. 11
2.3. L0 UVOU et bbbt 11
2.3.2.  Pracenje ekspresije NCLPMOOC ..........ccoooiiiiiiiiiiiieee e 12
2.3.3. Istrazivanje (“screening‘) tvari koje inhibiraju LPMO..........cccccovviiiniiiiennn, 13
2.3.4.  Opca pravila primjene metode mjerenja aktivnosti s hidrocoerulignonom ....... 17
ZAKLIUCAK ..ottt 18
POPIS LITERATURE ..o 19
PRILOZI ...ttt b bbbt 24

5.1, POPIS KRATICA et 24



1. UvOD

Nanoceluloza je materijal nove generacije dobiven iz celulozne biomase mehanickim,
kemijskim ili enzimskim tretmanima. Zbog svojih iznimnih fizikalnih i kemijskih svojstava,
nanoceluloza se koristi u proizvodnji papira, kompozitnih materijala i u prehrambenoj industriji
(Borjesson i sur., 2015).

Enzimski katalizirani procesi za pripravu nanoceluloze smatraju se povoljnijima u
odnosu na kemijske tretmane jer enzimski kataliziranim procesima ne nastaju toksi¢ni produkti
koji bi mogli ograniciti upotrebu nanoceluloze u prehrambenoj, medicinskoj i kozmetickoj
industriji. Osim toga, smanjuje se velika potros$nja vode za neutralizaciju, a nakon enzimske
priprave celulozni nanokristali zadrzavaju povrsinske hidroksilne skupine ¢ime se osigurava
bolja toplinska stabilnost (Karnaouri i sur., 2022). Najcesc¢e koriSteni enzimi su endo-f3-1,4-
glukanaze (EG) koje djeluju nasumi¢no na unutarnjim dijelovima celuloznih lanaca smjestenih
u amorfnim podru¢jima vlakana (Karnaouri i sur., 2014). S druge strane, endoglukanaze koje
pripadaju skupini glikozid-hidrolaza koriste se u pripremi nanokristalne i nanofibrilne celuloze,
samostalno ili u kombinaciji s drugim enzimima (Xu i Chen, 2019). Druge celulaze, kao $to su
celobiohidrolaze, imaju negativan utjecaj na dobivanje nanoceluloze (Bian i sur., 2019).
Enzimi koji mogu olaksati razgradnju celuloze uklju¢uju hemicelulaze, posebice endo-p-1,4-
ksilanaze (EX), lakaze i liticke polisaharidne monooksigenaze (LPMO).

LPMO su enzimi koji su zbog svog nacina djelovanja privukli poseban interes za
proizvodnju nanoceluloze. Ovi enzimi imaju bitnu ulogu u razgradnji lignoceluloze jer djeluju
sinergisticki s drugim enzimima tako $to povecaju dostupnost celuloze za djelovanje celulaza.
Kao rezultat njihove C1l-oksidacijske aktivnosti, LPMO induciraju slabljenje celuloznih
vlakana uvodenjem karboksilnih skupina ¢ime se povecava prinos nanoceluloze. Osim njihove
uloge u pripremi nanostruktura, LPMO su takoder enzimi za dodatnu obradu i funkcionalizaciju
nanoceluloze, a najnovija istrazivanja ukazuju da je potrebno provoditi daljnja istrazivanja kako
bi se razjasnila funkcija LPMO-a u proizvodnji nanoceluloze (Karnaouri i sur., 2022).

Radi optimizacije proizvodnje nanoceluloze enzimski kataliziranim procesima potrebna
je pouzdana i osjetljiva metoda za mjerenje enzimske aktivnosti LPMO-a. Takva metoda
preduvjet je i za u€inkovitu proizvodnju, procis¢avanje i karakterizaciju samih enzima. Nova
metoda za mjerenje aktivnosti temelji se na hidrocoerulignonu kao supstratu i vodikovom
peroksidu kao kosupstratu, a omogucava pouzdanu detekciju LPMO-a u sloZenim matricama

poput fermentacijskog medija (Breslmayr i sur., 2019).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. NANOCELULOZA

Nanoceluloza je materijal dobiven iz celuloze s barem jednom dimenzijom u
nanometarskoj veli¢ini. Ovisno o uvjetima proizvodnje, koji utjeCu na dimenzije, sastav i
svojstva, nanoceluloza se moze podijeliti u tri skupine: celulozni nanokristali (CNC), celulozna
nanovlakna (CNF) i bakterijska nanoceluloza (BNC) koju sintetizira bakterija
Gluconacetobacter xylinus (Sharma i sur. 2019).

Nanoceluloza se pokazala kao ekoloski prihvatljiv materijal s iznimnim mehani¢kim
svojstvima zahvaljuju¢i svojoj strukturi. Bez obzira na vrstu nanoceluloze, pokazuje
hidrofilnost, relativno veliku specificnu povrsinu, veliku tlaénu ¢vrstocu i fleksibilnosti te dobra
elektricna 1 toplinska svojstva. Klasificirana je kao siguran materijal za rukovanje i
konzumaciju, a velika biokompatibilnost i biorazgradivost ¢ini ju obe¢avaju¢im materijalom u
biomedicinskoj primjeni (Borjesson i sur., 2015).

Celulozni nanokristali (CNC) pretezno se dobivaju primjenom anorganskih kiselina kao
Sto su H2SO4ili HCI. lako su postupci kiselinske hidrolize jednostavni, imaju brojne nedostatke
kao Sto su velika potroSnja vode, korozija opreme i velika koli¢ina otpada. Takoder, dugotrajna
izloZzenost celuloznih materijala anorganskim kiselinama moze smanjiti kristalini¢nost i
uzrokovati uzrokovati promjenu strukture kona¢nog proizvoda (Trache i sur., 2017). Celulozna
nanovlakna (CNF) dobivaju se raznim kemijsko-mehani¢kim tretmanima koji generalno
zahtijevaju velik utrosak energije. Potro$nja energije moze se smanjiti za 30-50% ako
mehanickoj obradi prethodi kemijski ili enzimski predtretman (Naderi i sur., 2015).

Enzimski katalizirani procesi za pripravu nanoceluloze imaju brojne prednosti nad
kemijskim tretmanima zbog manjeg utro$ka vode i energije te veceg prinosa nanoceluloze. U
ove svrhe koriste se pojedinacni enzimi ili kombinacije endoglukanaza (EG), endoksilanaza
(EX), lakaza i litickih polisaharidnih monooksigenaza (LPMO) (Karnaouri i sur., 2022) o

kojima ¢e biti rije¢ u nastavku.



2.2.  LITICKE POLISAHARIDNE MONOOKSIGENAZE
2.2.1. Kilasifikacija i mehanizam djelovanja

Liticke polisaharidne monooksigenaze otkrivene su 2010. godine (Vaaje-Kolstad i sur.,
2010) i od tada su provedena mnoga istrazivanja vezana uz karakterizaciju i primjenu ovih
enzima. U prirodi su LPMO rasprostranjeni u vecini carstava zivih organizama, ukljucujuéi
gljive, zivotinje, protiste, arhebakterije i eubakterije. Na temelju sli¢nosti u slijedu
aminokiselina, LPMO su u bazi podataka CAZy razvrstani u skupinu pomoc¢nih enzima (AA)
(Lombard i sur., 2014) te u 6 podskupina (AA9, AA10, AAl1l, AA13, AA14 i AA15). Supstrati
za ove enzime su polisaharidi, kao $to su celuloza, hitin, Skrob, pektin i topljivi oligosaharidi.
Clanovi podskupina AA9, AA10, AA15 i AA16 oksidiraju celulozu, podskupine AA9 i AA14
djeluju na hemicelulozu (Bissaro i sur., 2018; Couturier i sur., 2018), dok je supstrat za AA17
pektin u stani¢noj stijenci (Sabbadin i sur., 2021).

Prva istrazivanja o djelovanju LPMO-a pokazuju da se kataliza odvija redukcijom bakra
I aktivacijom kisika, dok elektrone osigurava vanjski donor (Meier i sur., 2018; Quinlan i sur.,
2011). Kasnije se pokazalo da ovi enzimi mogu djelovati i kao peroksigenaze i koristiti vodikov
peroksid (Bissaro i sur., 2017). Donori elektrona mogu biti razli¢iti organski spojevi kao $to su
cistein, askorbinska kiselina, fenoli, spojevi izvedeni iz lignina, enzimi i fotokataliticki sustavi
(Haddad i sur., 2021; Muraleedharan i sur., 2018; Frommhagen i sur., 2018; Frommhagen i
sur., 2016; Loose i sur., 2016). Njihova sposobnost doniranja elektrona je u korelaciji s
njihovim redoks potencijalom, budu¢i da svi spojevi s vrijednos$¢u redoks potencijala nizom ili
priblizno jednakom onoj aktivnog mjesta LPMO-a mogu donirati elektrone. Vecéina dosad
karakteriziranih LPMO-a ima redoks potencijal od oko +150-350 mV u odnosu na standardnu
vodikovu elektrodu (SHE) zbog ¢ega mogu primati elektrone od mnogih spojeva
(Muraleedharan i sur., 2018; Garajova i sur., 2016; Kracher i sur., 2016;. Borisova i sur., 2015).
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Slika 1. Shematski prikaz C1-oksidacijskog katalitickog ciklusa LPMO-a (prema Karnaouri i
sur., 2022)

Kataliti¢ki ciklus LPMO-a (slika 1) ukljuc¢uje nekoliko koraka prijenosa elektrona
pocevsi od redukcije Cu(Il) u Cu(l) u aktivnom mjestu enzima pomocu vanjskog donora
elektrona (Kim i sur., 2014). Nakon redukcije, Cu(l) stupa u interakciju s molekulom kisika
tvore¢i Cu(I)-superokso intermedijer, koji nakon nekoliko reakcija tvori oksilni radikal Cu(l1)-
O. Redukcija bakra odvija se zajedno s aktivacijom kisika pomoéu LPMO-a (aktivnost
monooksigenaze), nakon cega slijedi vezanje LPMO-a na supstrat (Zhang, 2020). Oksilni
radikal napada vodik na C1 ili C4 atomu B-1,4-glikozidne veze supstrata te apstrahira atom
vodika uzrokujuéi destabilizaciju glikozidne veze i njeno cijepanje (Phillips i sur., 2012; Beeson
i sur., 2012). Oksidativnim cijepanjem glikozidne veze se, ovisno o regioselektivnosti LPMO-
a, kao produkt dobiva aldonska kiselina (C1-oksidacijom), ketoaldoza (C4-oksidacijom) ili
njihova kombinacija (C1/C4-oksidacijom). U slucaju interakcije enzima u Cu(l) stanju s
vodikovim peroksidom (aktivnost peroksigenaze), hidroksilni radikali nastaju kemijskim
mehanizmom sli¢nim Fentonovoj reakciji, sto dovodi do nespecifi¢ne oksidacije supstrata
(Hangasky i sur., 2018).



2.2.2. Utjecaj strukturnih elemenata LPMO-a na aktivnost

Heterologna ekspresija LPMO-a omogucila je koriStenje metoda genetickog
inzenjerstva s ciljem poboljsanja njihovih svojstava i odredivanja strukturnih elemenata vaznih
za oksidaciju supstrata i termostabilnost enzima. Heterologna proizvodnja LPMO-a zabiljezena
je u eukariotskom ekspresijskom sustavu domacina kvasca Pichia pastoris, koji ima mogucnost
posttranslacijske glikozilacije, Medutim, ovaj sustav nema moguénost N-terminalne metilacije
koja je tipi¢na za LPMO gljivi¢nog podrijetla (Quinlan i sur., 2011) . Razli¢ita istrazivanja
opisuju ekspresiju LPMO-a u filamentoznim gljivama, kao $to su Trichoderma reseei (Zhang i
sur., 2019), Aspergillus niger (Calderaro i sur., 2020) i Aspergillus oryzae (Petrovi¢ i sur.,
2018), te upucuju na vecu stabilnost metiliranih proteina u odnosu na nemetilirane. Metilacija
smanjuje oksidativhu samoinaktivaciju enzima C¢ime se poboljSava ukupna ucinkovitost
enzima. lako je dizajniranje mutanata LPMO-a jos uvijek u ranoj fazi, napravljeno je nekoliko
uspjes$nih pokusaja usmjerenom evolucijom i genetickim inZenjerstvom ¢ime su dobiveni
LPMO s poboljsanom kataliticCkom ucinkovito$¢u, termostabilnoséu, ve¢im afinitetom prema
supstratu, ciljanom regioselektivnoscu i specificno$¢u prema supstratu i visokom tolerancijom
na vodikov peroksid. Visoka tolerancija na vodikov peroksid vazna je iz razloga $sto LPMO
koriste peroksid kao kosupstrat u svom katalitickom ciklusu, pa je poZeljno da mogu tolerirati
koncentraciju peroksida koja je nuzna za postizanje maksimalne brzine reakcije bez
denaturacije enzima (Mdller i sur., 2018). Povecanje termostabilnosti enzima ima industrijske
i ekonomske prednosti. Prema Tangheu i sur. (2017), dodavanje disulfidnih mostova radi
otpornosti na toplinsku inaktivaciju rezultiralo je pove¢anjem temperature denaturacije za 12
°C. Najcesca strategija za provedbu mutacija je supstitucija aminokiselina, te su Lo Leggio i
sur. (2018) pokazali da LPMO protein supstituiran s 4 aminokiseline ima temperaturu
denaturacije 7 °C visu od nativnog proteina. Najizazovniji aspekt u uvodenju mutacija LPMO-
a je mijenjanje regioselektivnosti enzima i omjera C1/C4-oksidiranih produkata. Izgledno je da
aromatske aminokiseline odgovorne za prepoznavanje i vezanje supstrata (petlje L2, L3, LS,
L8 i LC) (slika 2) imaju klju¢nu ulogu u oksidaciji supstrata, buduc¢i da su mutanti LPMO-a sa
supstitucijama na tim mjestima pokazali razlic¢itu selektivnost prema C1 ili C4-oksidaciji
(Danneels i sur., 2017; Mazurkewich i sur., 2021). Vu i sur. (2014) pokazali su da je duljina L2
petlje od velike vaznosti za regioselektivnost LPMO-a iz AA9 podskupine. Nakon skrac¢enja
L2 petlje za 12 aminokiselina u C1/C4-oksidacijskom LPMO-u, detektirani su samo produkti
C1l-oksidacije.



Sli¢ni rezultati uoceni su za petlju L3, gdje je skracenje dovelo do nemogucnosti
koriStenja ksiloglukana kao supstrata (Laurent i sur., 2019). Ove petlje tvore ravnu povrsinu
tipicnu za LPMO koji djeluju na kristalne supstrate, a mutacije koje rezultiraju zakrivljenim
aktivnim mjestima pokazuju smanjenu aktivnost enzima, ¢ime se potvrduje da je ravna povrSina

bitna za depolimerizaciju kristalnog supstrata (Frandsen i sur., 2016).

Slika 2. Struktura MCAA9F s naznacenim petljama L2, L3, LS, L8 i LC koje sudjeluju u
formiranju ravne povrsine tipi¢ne za LPMO koji djeluju na kristalne supstrate (Mazurkewich i
sur., 2021)

Posebna paznja posvecena je ulozi modula za vezanje ugljikohidrata (CBM) na LPMO
te je dokazano da enzim bez CBM-a ima slabiju aktivnost vezanja supstrata (Laurent i sur.,
2019), a dodavanje CBM-a stabilizira enzim na supstratu (Courtade i sur., 2018). Mutacije se
uvode i s ciljem poboljSanja kataliticke u¢inkovitosti enzima koja je postignuta tockastom
mutacijom $to je rezultiralo poboljsanom razgradnjom lignocelulozne biomase. Guo i sur.
(2020) navode da je supstitucija arginina u leucin u podrucju blizu L2 petlje u AA9 LPMO-u
promijenila interakciju vodikovih veza sa susjednim aminokiselinama 1 supstratom $to je

rezultiralo ve¢om katalitickom ucinkovito$¢u enzima za pretvorbu biomase.



2.2.3. Utjecaj morfoloskih obiljezja celuloze na aktivnost LPMO-a

Sinergisticke reakcije izmedu LPMO-a i celulaza na razgradnju lignocelulozne biomase
u literaturi su dokumentirane ve¢ vise od desetljeca. LPMO su sastavni dio komercijalnih
enzimskih pripravaka za industrijsku upotrebu (Karnaouri i sur. 2019). Istrazivanja o u¢inku
LPMO-a na morfologiju vlakana otkrila su da enzimi djeluju na celulozne lance koji se nalaze
na povrsini vlakana, a njihov oksidativni nacin djelovanja dovodi do odvajanja vlakana, ¢ime
nastaju tanje strukture (Eibinger i sur., 2014; Ladevéze i sur., 2017). Utjecaj LPMO-a na vlakna
i sinergijski u¢inci izmedu LPMO-a i celulaza ovise o kristalini¢nosti supstrata i ukupnom broju
mjesta koja su dostupna za vezanje enzima. U istrazivanju iz 2019., Valenzuela i sur. proucavali
su celulozne supstrate razlicite kristalini¢nosti kako bi procijenili aktivnost SamLPMO10 te su
pokazali da se ona razlikuje ovisno o konformaciji vlakana i proporcionalno je povezana s
indeksom kristalini¢nosti celuloze. Takoder, regioselektivnost enzima bitan je ¢imbenik u
cjelokupnom oksidativnom procesu (Tokin i sur., 2020).

Integracija koraka tretmana s LPMO u proizvodnji nanoceluloze patentirana je 2015.
godine (Cathala i sur., 2015) i dokumentirana je u nedavnim istrazivanjima, $to je sazeto u
tablici 1. Osim djelovanja LPMO-a na kristalna podrucja supstrata ¢ime slabi struktura vliakana
(Eibinger i sur. 2014) i olaksava se djelovanje celulaza (Tokin i sur., 2020), LPMO se u izolaciji
nanoceluloze koristi i za uvodenje karboksilnih skupina C1l-oksidacijom koje poticu
defibrilaciju zbog elektrostatskog odbijanja (Koskela i sur., 2019). Ovo svojstvo LPMO-a
implicira da njihovo koriStenje u izolaciji nanoceluloze moze posluziti kao korak predobrade
prije mehanicke dezintegracije ili ultrazvuka za pripremu celuloznih nanovlakana (CNF) i
celuloznih nanokristala (CNC), kao i za karakterizaciju ugradnjom karboksilnih skupina.
Prisutnost karboksilnih skupina utje¢e na medumolekularne vodikove veze jer dolazi do
elektrostatskog odbijanja izmedu sli¢nih naboja ¢ime se pospjesuje odvajanje vlakana na slican
nacin kao i interakcijom nabijenih skupina uvedenih nakon tretmana kiselinom. Glavna razlika
je ipak u tome §to, u usporedbi s kiselinom, LPMO utjecu na razgradnju kristalnih podrugja.

Uporaba LPMO u kombinaciji s drugim hidrolitickim enzimima pogoduje izolaciji
nanoceluloze. Enzimska predobrada s LPMO-om u kombinaciji s endoglukanazom i
endoksilanazom uspjesno je primijenjena prije ultrazvuka za proizvodnju CNF-a od pulpe
tvrdog drva dobivene Kraft postupkom (Hu i sur., 2018). Kombinirana aktivnost dvaju
hidrolitickih endo-enzima povecala je dostupnost kristalnog supstrata, Sto je dovelo do
povecanja aktivnost LPMO-a. LPMO je uveo mjesta cijepanja na vlaknu i potaknuo

defibrilaciju ugradnjom karboksilnih skupina. Upotreba celulaza i LPMO-a kao medutretmana



takoder poboljSava izolaciju i prinos nanoceluloze, zamjenjuje korake alkalne obrade i
kiselinske hidrolize te skracuje cikluse izbjeljivanja potrebne za dobivanje kona¢nog proizvoda,
Sto je dokazano na brezi prethodno obradenoj organskim otapalima (organosolv predtretman)
poput metanola, etanola, acetona, etilen glikola i tetrahidrofurfuril alkohola (Muraleedharan i
sur., 2021). Postupkom su dobivene koloidne suspenzije s visokim udjelom karboksila i

poboljSanom termostabilnoscu.

Tablica 1. Pregled istrazivanja u kojima je koristen LPMO tijekom proizvodnje nanoceluloze

(prema Karnaouri i sur., 2022)

Sirovina U¢inak LPMO-a na izolaciju LPMO Koristen u Tip Referenca
nanoceluloze istraZivanju nanoceluloze
Breza tretirana | Tretman LPMO-om omogucio MtLPMOYH CNC Muraleedharan
organosolv je skracenje ciklusa izbjeljivanja | (C1/C4 aktivnost), i sur. (2021)
predtretmanom | i izostavljanje alkalne obrade i PcLPMOQO9D (C1-
kisele hidrolize aktivnost)
Mikrokristalna | Tretman LPMO-om rezultirao je | NcLPMO9E (C1- CNC Koskela i sur.
celuloza izolacijom CNC-a bez aktivnost), (2021)
kiselinske obrade NcLPMO9F (C1-
aktivnost)
Lanena pulpa LPMO je djelovao zajedno s SamLPMOQO10C CNF Valenzuela i
celulazama u izolaciji CNF-a (C1-aktivnost) sur. (2019)
Pamu¢ni linteri | LPMO je djelovao zajedno s SamLPMO10C CNF Valls i sur.
celulazama u izolaciji CNF-a (C1-aktivnost) (2019)
Delignificirana | Tretman s LPMO poboljsao je NcLPMO9E (C1- CNF Koskela i sur.
vlakna mekog izolaciju CNF-a nakon aktivnost), (2019)
drva mehani¢ke obrade NcLPMOYF (C1-
aktivnost)
Kraft pulpa Tretman s LPMO poboljsao je PaLPMOOYE (C1- CNF Moreau i sur.
izbijeljene breze | izolaciju CNF-a nakon aktivnost) (2019)
mehanicke obrade
Kraft pulpa LPMO je djelovao zajedno s TaLPMO9 (C1/C4 | CNF Hu i sur.
tvrdog drveta endoglukanazom i aktivnost) (2018)
endoksilanazom u izolaciji
CNF-a




Kraft pulpa Tretman s LPMO poboljsao je PaLPMO9H CNF Villares i sur.
izbijeljenog izolaciju CNF-a nakon (C1/C4 aktivnost) (2017)

mekog drva mehaniCke obrade

CNC - celulozni nanokristali, CNF — celulozna nanovlakna

Nanofibrilacija lanene pulpe provedena je pomoéu SamLPMO10 iz Streptomyces
ambofaciens i egzoglukanaze (EG). Usporedbom proizvoda nano-veli¢ine, pokazalo se da je
kombinacija oba enzima rezultirala ve¢im prinosom (24,3%) u odnosu na slucaj u kojem je
primijenjen samo LPMO (12,7%) (Valenzuela i sur., 2019). Rezultati upucuju na sinergijske
ucinke izmedu EG i LPMO, pri ¢emu EG povecava ukupnu koli¢inu dostupnih kristalnih
podrucja, dok LPMO dovodi do slabljenja strukture vlakana i nastanka CNF-a. Valls i sur.
(2019) izolirali su CNF iz pamucnih lintera, s prinosom od 23%, nakon tretmana sa
SamLPMO10 i koktelom celulaza bez promjene stupnja polimerizacije vlakana. LPMO su
proucavani kao monoenzimi kako bi se procijenila njihova sposobnost povecanja prinosa CNF-
a nakon mehanicke obrade. Vecina istrazivanja nije pokazala modifikacije ili promjene
strukture Secera u supstratu. Medutim, u¢inak LPMO-a vidljiv je u downstream procesima i
odrazava se u svojstvima proizvedenih CNF-a (Villares i sur., 2017; Moreau i sur., 2019).

Villares i sur. (2017) pokazali su da predobrada Kraft pulpe izbijeljenog mekog drveta
s PaLPMO9H iz gljive Podospora anserina moze modificirati celuloznu mrezu i potaknuti
raslojavanje vlakana, $to je cjelokupnu strukturu ucinilo osjetljivijom na naknadnu mehanic¢ku
obradu za izolaciju CNF-a. Moreau i sur. (2019) tretirali su izbijeljenu Kraft pulpu od breze s
PaLPMOO9E, pokazuju¢i da vlakna obradena LPMO-om mogu nakon mehani¢ke obrade
uspjesno formirati dobro dispergiranu, stabilnu koloidnu suspenziju, dok se neobradena vlakna
nisu mogla obraditi zbog zacepljenja komora homogenizatora. U radu o delignificiranim
vlaknima mekog drveta, Koskela i sur. (2019) usporedili su djelovanje dva razli¢ita LPMO-a,
jedan koji sadrzi CBM (modul za vezanje ugljikohidrata) (NcCLPMOO9E) i jedan bez CBM-a
(NCLPMOQO9F). lako su oba enzima povecala negativni naboj supstrata bez promjene
kristalini¢nosti, tretman s LPMO-om bez CBM-a doveo je do tanjih vlakana s ve¢im sadrzajem
karboksilata. Sli¢ni rezultati primijeceni su u nedavnom radu (Koskela i sur., 2021) koji opisuje
uspjesnu izolaciju CNC-a iz mikrokristalne celuloze pomoc¢u LPMO tretmana, centrifugiranja
i blage sonikacije. Tretman s LPMO-om bez CBM domene doveo je do povecanog taloZenja
karboksilata.

LPMO su takoder obecavajuc¢i enzimi za dodatnu obradu izolirane nanoceluloze s ciljem

daljnjeg povecanja sadrzaja karboksilata kroz modifikaciju povrsine, individualiziranje vlakana



ili kristala i poboljSanja koloidne stabilnosti (Karnaouri i sur., 2020; Muraleedharan i sur.,
2021). Medutim, budu¢i da LPMO djeluju prvenstveno na kristalna podruc¢ja celuloze i
proizvode ne samo tanje, ve¢ i kraée nanocCestice, treba uzeti u obzir gubitak prinosa i
optimizirati uvjete reakcije kako bi se sprijecila produljena degradacija supstrata. Uloga C4-
oksidacije u nanofibrilaciji celuloze jo$ nije u potpunosti razjasnjena. Medutim, vjerojatno je
da ¢e stvaranje 4-ketoaldoza nastalih C4-oksidacijom imati suprotan u¢inak od karboksilata
dobivenih C1-oksidacijom, jer dovodi do poja¢anja medumolekularnih vodikovih veza i
posljedi¢no povecanja Kristalini¢nosti vlakana. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se
objasnio utjecaj C4-oksidacije i moguci sinergisticki u¢inci s C1-oksidiraju¢im LPMO-ima u

pogledu proizvodnje nanoceluloze.

2.2.4. lzazovi i buduce perspektive

U procesu dobivanja nanoceluloze iz lignocelulozne biomase, enzimi imaju klju¢nu
ulogu i izravno utjecu na prinos i svojstva kona¢nog proizvoda. Medutim, cijena enzima i dalje
je relativno visoka i trenutno dostupni biokatalizatori ne mogu posti¢i visoke prinose bez
primjene koraka predobrada. Kako bi se smanjili troSkovi, koriStenje jeftinih izvora za
fermentaciju s ciljem proizvodnje enzima, kao i primjena enzimskog inZenjerstva, preduvjeti
su za povecanje ukupne ucinkovitosti procesa. Nakon enzimskih procesa s lignoceluloznim
supstratima dobivaju se heterogene mjesavine Spojeva, stoga je potrebno nekoliko koraka
odvajanja i proc¢is¢avanja kako bi se dobile frakcije spojeva sa specificnim karakteristikama,
Sto povecava cijenu. Konvencionalne tehnike filtracije, centrifugiranja i dijalize obi¢no se
koriste za dobivanje proc¢iséenog i koncentriranog nanoceluloznog proizvoda. Nadalje, izolacija
celuloznih nanovlakana iz lignoceluloze u vecini slucajeva gotovo da nije izvediva bez
oSte¢enja vlakana ili gubitka prinosa. Razlozi su brojne vodikove veze koje povezuju vlakna i
prisutnost drugih sastojaka biomase, kao §to su lignin i ksilan. Stoga je obecavajuca i integracija
proizvodnje nanoceluloze u okviru biorafinerija, jer ¢e omoguciti valorizaciju svih frakcija
biomase i proizvodnju razlicitih vrijednih spojeva.

Jedan od izazova je i razvoj metoda za mjerenje aktivnosti LPMO-a u heterogenim i
kompleksnim matricama, stoga je u nastavku rada opisana metoda mjerenja aktivnost LPMO-

a koristenjem 2,6-dimetoksifenola (2,6-DMP) i hidrocoerulignona (HC).
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23. PRIKAZ ISTRAZIVANJA MJERENJA AKTIVNOSTI
LPMO-a KORISTENJEM 2,6-DIMETOKSIFENOLA (2,6-
DMP) | HIDROCOERULIGNONA (HC)

2.3.1. Uvaod

Istrazivanje je provela grupa autora (Breslmayr i sur.) te je rad objavljen u casopisu
Biotechnology for Biofuels 2019. godine. U radu je prikazan razvoj metode za odredivanje
aktivnosti LPMO-a koristenjem 2,6-dimetoksilfenola (2,6-DMP) i hidrocoerulignona (HC)
koja omoguc¢ava pouzdano mjerenje aktivnosti LPMO-a u kompleksnim matricama. Reakcija

oksidacije prikazana je naslici 3.

o i
2 2,6-DMP 2 2,6-DMP radical 1 Hydrocoerulignone 1 Coerulignone

Slika 3. Oksidacija 2,6-dimetoksifenola i dobivanje kromofora coerulignona (Breslmayr i
sur., 2019)

Coerulignon je kromoforna molekula, te se mjerenjem promjene apsorbancije pomocu
spektrofotometra moze izmjeriti aktivnost LPMO-a. Veca aktivnost LPMO-a ocituje se kao
povecanje vrijednosti apsorbancije. Takoder, za uspjeSno provodenje reakcije potrebno je
koristiti vodikov peroksid koji se kao kosupstrat reducira. Stehiometrijske reakcije prikazane

Su u nastavku.

Hidrocoerulignon je prvi produkt LPMO-om katalizirane konverzije 2,6-dimetoksifenola (2,6-
DMP) u coerulignon (jednadzba 1),

2 2,6-DMP + 1 H202 — 1 hidrocoerulignon + 2 H20 [1]
nakon koje slijedi reakcija opisana jednadzbom 2:

1 hidrocoerulignon + 1 H202 — 1 coerulignon + 2 H.O  [2]
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Ukupna reakcija (jednadzba 3) glasi:

2 2,6-DMP + 2 H,02— 1 coerulignon + 4 H20 [3]

Molarni apsorpcijski koeficijent hidrocoerulignona pri 280 nm iznosio je 16,260 M
cm. Brzina reakcije LPMO-a s HC-om je oko 15 puta veéa nego s 2,6-DMP-om. Razlog bi
mogao biti bolje vezanje supstrata u aktivnom mjestu LPMO-a, §to je vidljivo iz nize prividne
Kwm vrijednosti za HC(oko 3.6 mM) nego za 2,6-DMP (oko 100mM) i iz nizeg redoks

potencijala HC-a.

2.3.2. Pracenje ekspresije NCLPMO9C

Primjenjivost metode za mjerenje aktivnosti LPMO-a na pracenje ekspresije
rekombinantnog proteina NcLPMOOC testirana je pomocu P. pastoris. Za mjerenje aktivnosti
eksprimiranog NcLPMQO9C u supernatantu kori$tena je metoda mjerenja aktivnosti pomocu
hidrocoerulignona kao supstrata, te metoda s 2,6-DMP-om kao supstratom (slika 4). Ekspresija
LPMO-a inducirana je metanolom 29 sati nakon pocetka Sarznog uzgoja i dodan je bakrov (1)
sulfat do koncentracije od 100uM kao izvor bakra za aktivno mjesto LPMO-a. Neposredno
nakon dodatka bakrova (Il) sulfata uzet je uzorak radi utvrdivanja njegovog utjecaja te je
zaklju¢eno da je utjecaj dodanog bakra zanemariv. Nakon indukcije koncentracija
ekstracelularnog proteina i njegova izmjerena aktivnost rasle su tijekom narednih 90 sati.
Aktivnost je mjerena izravno u centrifugiranom supernatantu. Mjerenja s 2,6-DMP-om
pokazala su nisku volumetrijsku aktivnost. S druge strane, mjerenja s hidrocoerulignonom
pokazala su znatno vecu volumetrijsku aktivnost koriStenjem manjeg volumena supernatanta,
§to ovu metodu ¢ini mnogo osjetljivijom metodom za mjerenje aktivnosti LPMO-a. Mjerenja
su pokazala nelinearnost izmedu koriStenog volumena supernatanta i izmjerene enzimske
aktivnosti, dok ve¢i volumeni daju proporcionalno manje volumetrijske aktivnosti. Ovo je
ispitano dodavanjem procis¢enog NCLPMO9C u medij za ugoj, §to je rezultiralo 25% nizom
aktivno$¢u LPMO-a izmjerenom metodom s hidrocoerulignonom i 63% niZom aktivno$céu
izmjerenom s 2,6-DMP-om. Rezultati ukazuju na utjecaj fermentacijskog medija na sam

postupak mjerenja aktivnosti.
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Slika 4. Ekspresija rekombinantnog proteina NCLPMO9C pomocu P. pastoris (prema
Breslmayr i sur., 2019).

Na slici 4 prikazano je pracenje ekspresije rekombinantnog proteina NCLPMO9C u
supernatantu fermentacijskog medija. Zeleni peterokuti pokazuju vlaznu biomasu, plavi
kvadrati pokazuju ekstracelularnu koncentraciju proteina, crni dijamanti pokazuju aktivnost
mjerenu sa 500 uM HC-a kao supstrata, a naran¢aste zvijezde pokazuju aktivnost s 1000 uM
2,6-DMP-a. Aktivnost 2,6-DMP je prikazana je na uvecanom umetku, koji ima iste jedinice
kao X-os i desna Y-os. Sva mjerenja aktivnosti provodena su tijekom 300 s pri 30 °C dodatkom
100 pM vodikovog peroksida. Svi podaci izrazeni su kao srednje vrijednosti tri neovisna

mjerenja.

2.3.3. Istrazivanje (“screening™) tvari koje inhibiraju LPMO

Matrica, npr. fermentacijski medij, moze inhibirati reakciju, zbog cega je provedeno
istrazivanje tvari koje mogu otezati odredivanje LPMO-a u supernatantu tijekom fermentacije.
Za ovo istrazivanje primijenjene su metode mjerenja aktivnosti s 2,6-DMP-om i HC-om u 100

mM natrij-acetatnom puferu pH 6,0. Razli¢ite komponente koje se obi¢no koriste u mediju za
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fermentaciju, kao $to su kvascev ekstrakt, YNB (“yeast nitrogen base*), kazein pepton i mesni
pepton, testirane su u dvije relevantne koncentracije (1 i 10 g L%, odnosno 9 g L za YNB).
Rezidualna aktivnost je aktivnost enzima izmjerena nakon dodatka razli¢itih komponenti
medija u reakcijsku smjesu. Izrazava se u postotcima, a predstavlja enzimsku aktivnost uzoraka
s dodatkom komponenata medija u odnosu na prethodno odredenu specificnu aktivnost LPMO-
a (138 U g* odredena metodom s HC-om, odnosno 23 U g odredena metodom s 2,6-DMP-
om). Pri mjerenju rezidualne aktivnosti s HC-om koristen je 500 uM HC 1 0.3 uM NcLPMO9C,
a pri mjerenju 2,6-DMP metodom 2000 uM 2,6-DMP i 2 uM NcLPMO9C. Uz navedeno, u 100
mM natrij-acetatni pufer pH 6,0 dodan je 100 uM vodikov peroksid. Rezultati mjerenja izrazeni
su u tablici 2 kao srednje vrijednosti (+ standardna devijacija) tri neovisna mjerenja.

Pod istim uvjetima, kod obje metode mjerenja aktivnosti zabiljeZzena je smanjena
peroksigenazna aktivnost LPMO-a pri visim koncentracijama komponenti medija. Najslabija
inhibicija uo¢ena je za YNB (75% rezidualne aktivnosti pri 1 g L), a najjaca inhibicija za
kvaséev ekstrakt (30-50% rezidualne aktivnosti pri 1 g L). Dodatak 10 g L™ kvas¢evog
ekstrakta gotovo u potpunosti inhibira aktivnost LPMO-a u obje metode.

Tablica 2. Utjecaj komponenata medija na aktivnost enzima NcLPMQO9C (prema Breslmayr i

sur., 2019)

Rezidualna aktivnost (%0)

Hidrocoerulignon 2,6-DMP
Koncentracija (g L) | 1.0 10.0 1.0 10.0
YNB 78.8+3.2 29.0+£3.9 85.3+3.9 40.1+3.7
Mesni pepton 526+1.3 23.2+15 68.5+5.0 109+2.4
Kazein pepton 51.8+3.3 12.8+1.0 62.6 £2.3 156+1.9
Kvaséev ekstrakt 299+15 13.8+15 509+1.8 44+0.8

Kako bi se specificirale komponente medija koje inhibiraju peroksigenaznu aktivnost
LPMO-a, analizirane su komponente fermentacijskih medija: svih 20 aminokiselina, razliciti
kationi i anioni te karboksilne kiseline koje se pojavljuju u supernatantu tijekom fermentacije
ili ih oslobadaju kvasci tijekom rasta. Aminokiseline s terminalnom karboksilnom skupinom na
pobo¢nom lancu uzrokuju smanjenje aktivnosti za najmanje 50% (tablica 3). NcLPMO9C

pokazuje zanemarivu aktivnost ako su u mediju prisutni histidin ili cistein. Aromatske
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aminokiseline takoder znatno inhibiraju enzim ¢ak i pri nizoj koncentraciji od ostalih
aminokiselina (45 mM). Tirozin je, zbog njegove jo§ manje topljivosti, mjeren pri koncentraciji

od 2 mM koja pokazuje inhibiciju od oko 10%.

Tablica 3. Utjecaj aminokiselina na aktivnost enzima NcLPMQO9C (prema Breslmayr i sur.,

2019)

Rezidualna aktivnost (%0)

Hidrocoerulignon 2,6-DMP
Arg (R) 43.9+0.7 34+31
His (H) 0.3+£0.3 0.1+£0.1
Lys (K) 535127 36.0 £ 3.7
Asp (D) 39.9+£3.3 50.8+15
Glu (E) 57.4+2.0 46.5+4.38
Ser (S) 19.1+0.9 346+1.2
Thr (T) 13.0+0.5 185+ 1.6
Asn (N) 10.8+0.4 106 £0.7
GIn (Q) 25.2+0.9 35916
Cys (C) 3.7+£0.2 0.1+0.1
Gly (G) 491+1.2 440+ 34
Pro (P) 485+ 1.6 37.1+1.1
Ala (A) 39.9+17 62.5+0.3
Val (V) 23.3+2.3 424 +2.2
le (1) 355+0.9 479+ 3.2
Leu (L) 386+1.1 49.1+0.8
Met (M) 12.0+0.6 21717
Phe (F) 75+04 149+0.1
Tyr (Y) 81.5+3.6 91.8+8.3
Trp (W) 35+04 16.2+2.3

Soli imaju vrlo mali ili nikakav ucinak na aktivnost LPMO-a (tablica 4.). Jedina je
iznimka sulfat koji smanjuje aktivnost NcLPMO9C na 30-39% rezidualne aktivnosti $to se
moze objasniti interakcijom izmedu oksoaniona i bakra u aktivnom mjestu enzima. Snazan
inhibicijski u¢inak uocen je za karboksilne kiseline, posebno oksalnu kiselinu, a razlog bi moglo

biti bidentatno vezanje oksalne kiseline na bakar u aktivnom mjestu LPMO-a (tablica 5).
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Tablica 4. Utjecaj soli na aktivnost enzima NcLPMQO9C (prema Breslmayr i sur., 2019)

Rezidualna aktivnost (%0)

Hidrocoerulignon 2,6-DMP
NaF 65.9 + 10.0 740+2.1
NaCl 105.0+ 2.6 92.2+0.6
KCI 80.4+0.8 91.6+2.8
MgCl, 94.8+5.7 103.5+2.8
CaCly 840x14 107.2+2.3
Nal n.m. 86.7 £25.3
KBr 845+55 845+6.2
NaNOs 828+1.2 97.2+2.7
Na2SO4 30.2+45 38.8+34

n.m. - nije mjereno zbog jakog utjecaja na metodu mjerenja

Tablica 5. Utjecaj karboksilnih kiselina na aktivnost enzima NcLPMO9C (prema Breslmayr i

sur., 2019)

Specifi¢na aktivnost (U g?)

Hidrocoerulignon 2,6-DMP
Koncentracija (mM) 30 100 300 30 100 300
Metanska kiselina 243+15 | 1864 175+15 | 361 31.3+0.3 | 171
Etanska kiselina 226+17 [138+12 | 69+10 |33+%2 231 13+1
Etan-dikarboksilna kiselina 4x1 2x1 04+x03 |08 +02|02+01 |01x01
1.3-Propandioi¢na kiselina 24 +2 9+1 31 36+01 [07+0.1 [0.1£0.1
Butandionska kiselina 843 n.m. n.m. 153+0.4 | 11.8+0.1 | 101
Hidroksibutanedioi¢na kiselina kiselina 66 + 7 28+5 12+2 126+0.1|154+£02 | 21+0.1
2,3-dihidroksi butandionska kiselina 106 +5 46+ 3 19+04 | 18+1 9+1 35+0.3
cis-butenedioi¢na kiselina 55+4 6+3 02+0.1 ]198+01 [46£0.1 |29+0.2
3-karboksi-3-hidroksipentanedionska kiselina | 11+ 1 4+1 03+02 |17+£01 |05+0.1 |0.2+£0.1
n.m. - nije mjereno zbog jakog utjecaja na metodu mjerenja
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2.3.4. Opca pravila primjene metode mjerenja aktivnosti s hidrocoerulignonom

Dobiveni podatci o inhibiraju¢im supstancijama koriSteni su za optimizaciju mjerenja
aktivnosti LPMO-a metodom s hidrocoerulignonom. Cilj je bilo poboljsanje specifi¢nosti,
to¢nosti i osjetljivosti ove metode u razli¢itim matricama. Cimbenici koje je bitno prilagoditi
kako bi se povecala osjetljivost metode su sljedeci: vrsta pufera (puferi s bi- i tridentatnim
anionima te karboksilnim kiselinama mogu smanjiti aktivnost LPMO-a), ionska jakost
(povecanjem jakosti pufera aktivnost LPMO-a generalno opada), pH-vrijednost (pove¢anjem
pH eksponencijalno se povecava peroksigenazna aktivnost LPMO-a) i koncentracije supstrata
i kosupstrata (povec¢anjem koncentracija HC-a do 500 uM i vodikovog peroksida do 100 uM
povecéava se aktivnost LPMO-a). Bitno je napomenuti da se LPMO dobiven iz drugih izvora
moze razlikovati od NCLPMO9C, stoga navedene ¢imbenike treba razmatrati za svaki enzim

posebno.
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. ZAKLJUCAK

Enzimska predobrada lignocelulozne biomase prilikom izolacije nanoceluloze ima
brojne prednosti u odnosu na kemijske metode.

. Liticke polisaharidne monooksigenaze (LPMO) djeluju sinergisti¢ki sa drugim
enzimima Koji djeluju na lignocelulozu i uzrokuju slabljenje celuloznih vlakana
uvodenjem karboksilnih skupina kao rezultat njihove C1-oksidacijske aktivnosti, ¢ime
se povecava prinos nanoceluloze. LPMO se koriste i za dodatnu obradu i
funkcionalizaciju nanoceluloze.

Na aktivnost LPMO-a utjeée struktura samog enzima i morfoloska obiljezja celuloze.
Usmjerenom evolucijom i enzimskim inZenjerstvom moguée je dobiti enzime
poboljsanih svojstava koji imaju industrijske i ekonomske prednosti.

Metoda za mjerenje aktivnosti LPMO-a pomocu hidrocoerulignona (HC) je brza i
osjetljivija od metode s 2,6-dimetoksifenolom, a potrebno je provesti daljnja

istrazivanja o inhibitorima LPMO-a radi njezine optimizacije.
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5. PRILOZI

5.1.

2,6-DMP
AA

BNC
CAZy
cBM

CNC
CNF
EG
EX
H202
H2S04
HC
HCI
LPMO

NcLPMOS9C
NcLPMO9E

NcLPMO9F
PaLPMOSE

PaLPMO9H

SamLPMO10

SHE
YNB

POPIS KRATICA

2 ,6-dimetoksifosfat

skupina pomo¢nih redoks enzima u razgradnji ugljikohidrata
(“Auxiliary Activities®)

bakterijska nanoceluloza
Carbohydrate-Active enZYmes Database

modul za vezanje ugljikohidrata (“carbohydrate binding
module®)

celulozni nanokristali

celulozna nanovlakna
endo-B-1,4-glukanaze
endo-B-1,4-ksilanaze

vodikov peroksid

sumporna kiselina

hidrocoerulignon

klorovodic¢na kiselina

liticke polisaharidne monooksigenaze

liticka polisaharidna monooksigenaza iz Neurospore crasse
liticka polisaharidna monooksigenaza iz Neurospore crasse

liticka polisaharidna monooksigenaza iz Neurospore crasse

liticka polisaharidna monooksigenaza iz gljive Podospora
anserina

liticka polisaharidna monooksigenaza iz gljive Podospora
anserina

liti¢ka polisaharidna monooksigenaza iz Streptomyces
ambofaciens

standardna vodikova elektroda (“standard hydrogen electrode*)

“yeast nitrogen base*



Izjava o izvornosti

Ja Magdalena Andelini izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg

rada te da se u njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu

navedeni.
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