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1. UVOD

Lignocelulozna biomasa je najzastupljenija sirovina na Zemlji (Langston i sur., 2011) te
prema tome i najinteresantnija u smislu razvoja ekoloski i ekonomski odrzivih procesa. Glavni
razlog porasta zanimanja za ove sirovine je njihova obnovljivost, dostupnost te ¢injenica da ne
kompromitiraju proizvodnju hrane ili hrane za Zivotinje (Monlau i sur., 2013), dok je glavna
prepreka njihovom koristenju njihova izrazita kemijska i fizikalna stabilnost. Bioloska
razgradnja lignoceluloznih sirovina postize se uporabom gljiva bijelog, smedeg i mekog
truljenja, a u industrijskom mjerilu se radi povecanja ucinkovitosti koriste pripravci
hidroliti¢kih i oksidoreduktivnih enzima spomenutih gljiva. Cak i kada se koriste pripravci
enzima umjesto cijelih gljiva, proces je spor i slozen, stoga je otkrice litickih polisaharidnih
monooksigenaza (engl. lytic polysaccharide monooxygenases, LPMO) koje pojacavaju
aktivnost celuloliti¢kih enzima uvelike poboljsalo u¢inkovitost procesa razgradnje.

LPMO su metaloenzimi s atomom bakra u srediStu aktivnog mjesta ukljuc¢eni u razgradnju
polisaharida ukljucujuéi hitin i celulozu koji su najzastupljeniji polisaharidi u prirodi (Kracher
i sur., 2018). Njihov oksidativni mehanizam otkriven je 2010. godine kada se pokazalo da hitin-
vezujuci protein CBP21 iz bakterije Serratia macescens katalizira oksidativno cijepanje -1,4
glikozidne veze u hitinu te da prilikom cijepanja nastaje C1-oksidirani oligosaharidni produkt
(Kont i sur., 2020). Reakcija cijepanja ovisi 0 dostupnosti Kkisika ili vodikovog peroksida te
vanjskog donora elektrona. Preko 10 godina intenzivnog istrazivanja dovelo je do spoznaje da
se LPMO nalaze u veéini carstava zivog svijeta, a danas su klasificirani u osam grupa kategorije
enzima s pomoc¢nom aktivno$¢u (engl. auxiliary activity, AA) u bazi enzima s aktivno$¢u na
kompleksne ugljikohidrate i glikokonjugate (engl. Carbohydrate-Active EnZymes database,
CAZy). lako su otkriveni relativno nedavno, LPMO enzimi ukljuceni su u sastav komercijalnih
enzimskih pripravaka za proizvodnju biogoriva iz lignocelulozne biomase (Walton i Davies,
2018). S obzirom na vaznost novootkrivenih LPMO enzima, vazno je poznavati njihovu
stabilnost u razli¢itim uvjetima kako bi se njihova aktivnost mogla maksimalno iskoristiti.

Cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj razli¢itih koncentracija vodikovog peroksida (kao
kosupstrata) i askorbinske Kiseline (kao donora elektrona) te njihovog medusobnog utjecaja s
ili bez dodatka supstrata celuloze na operacijsku stabilnost LPMO izolirane iz gljive
Neurospora crassa (NCLPMO). Operacijska stabilnost enzima odredivala se mjerenjem
preostale aktivnosti jednostavnom spektrofotometrijskom metodom prema Breslmayr i
suradnicima iz 2019. godine, a udio enzima vezanog na supstrat mjerenjem koncentracije

enzima u supernatantu reakcijske smjese Bradfordovom metodom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. LIGNOCELUOZNA BIOMASA

Prema Zakonu o izmjenama i dopunama Zakona o biogorivima za prijevoz (NN 52/2021),
,lignocelulozni materijal je materijal koji se sastoji od lignina, celuloze i hemiceluloze, poput
biomase dobivene iz Suma, drvenih energetskih kultura i Sumskih industrijskih ostataka i
otpada®. Osim navedenih, ove sirovine mogu sadrzavati i pektin, duSikove spojeve te
anorganske tvari, a razlikuju se prema podrijetlu, udjelu spomenutih makromolekula te nacinu
njihovog medusobnog povezivanja (Rezi¢ 1 sur.,, 2021). Udjeli makromolekula u
lignoceluloznoj (LC) biomasi variraju od sirovine do sirovine, a iznose oko 25 - 50 % za
celulozu, 20 - 40 % za hemicelulozu te 5 - 35 % za lignin, ovisno o ekoloskim i genetskim
faktorima (Sluieter i sur., 2010). U stani¢nim stijenkama stanica biljaka, celulozna vlakna
formiraju kostur okruzen hemicelulozom te ligninom, kao $to je prikazano na slici 1 (loelovich
i Morag, 2012). S biotehnoloskog gledista, najvrjedniji dio lignoceluloznih sirovina su celuloza
1 hemiceluloza s obzirom na to da sadrze fermentabilne Secere (heksoze 1 pentoze).

Celuloza je linearni homopolimer koji se sastoji od jedinica D-glukoze povezanih B-1,4-
glikozidnom vezom. Ponavljajuca jedinica celuloze - celobioza je disaharid u kojem se dvije
molekule glukoze jedna u odnosu na drugu nalaze pod kutom od 180 °. Celulozne jedinice tvore
mikrovlakna c¢ije hidroksilne skupine omogucavaju njihovo medusobno povezivanje
vodikovim vezama, a stabilizaciji pridonose i van der Waalsove veze (Rezi¢ i sur., 2021). Te
dvije vrste veza omogucavaju stvaranje kristalne strukture koja ¢ini 40 — 60 % ukupne celuloze
zbog koje nije topljiva ni podlozna enzimskoj razgradnji. Frakcije kristalne strukture
isprekidane su manje uredenom, amorfnom strukturom (Horn i sur., 2012).

Hemiceluloza je razgranati polisaharid s kratkim pobo¢nim lancima ¢&iji se kemijski sastav
i strukturna svojstva razlikuju ovisno o vrsti biljke, tipu i vrsti biljnog tkiva te njegovom
razvojnom stadiju. (Demiragona i sur., 2013). Naj¢es¢i monomeri koji grade hemicelulozu su
D-manoza i D-ksiloza. U sastav ulaze i D-glukoza, D-galaktoza, L-arabinoza, kiseline poput
D-glukuronske i D-galakturonske medusobno povezane f-1,4 i B-1,3 glikozidnim vezama
(Rezi€¢ i sur., 2021).
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Slika 1. Sastav lignocelulozne biomase (prema Hernandez-Beltran i sur., 2019)

Ksilan je dominantan polisaharid u hemicelulozi vec¢ine biljaka, a okosnicu ¢ine monomeri
ksiloze povezane B-1,4 glikozidnim vezama dok na bo¢nim lancima mogu biti vezane razli¢ite
skupine. Enzimska razgradnja hemiceluloze laksSa je u usporedbi s celulozom, no razgradnja
moze biti otezana zbog acetilacije bo¢nih lanaca i kompleksnih grananja nekih oligomernih
struktura (Horn i sur., 2012).

Lignin je polifenolni heteropolimer trodimenzionalne strukture, a njegova je glavna
funkcija osigurati strukturnu potporu, nepropusnost i onemoguditi biolosku razgradnju
lignoceluloznih sirovina (Rezi¢ i sur., 2021). Vezan je na celulozu i hemicelulozu preko
glukuronske kiseline eterskim ili esterskim vezama (Horn i sur., 2012), a prekursori za njegovu

sintezu su koniferilni, sinapilni i p-kumarilni alkohol.

2.2. ENZIMI U RAZGRADNJI CELULOZNIH SIROVINA

Uspjesnost bioloske razgradnje celuloze ovisi o njenim fizikalnim svojstvima kao §to su
veli¢ina Cestica, udjel kristalini¢ne strukture u odnosu na amorfnu, stupanj polimerizacije te
povrSina celuloze dostupne za hidrolizu (Rezi¢ i sur., 2021). Biolosku razgradnju provode
razli¢ite gljive pomocu hidrolitickih i oksidoreduktivnih enzima koji su Klasificirani u bazu

enzima s aktivno$¢u na kompleksne ugljikohidrate i glikokonjugate (CAZy) (Borisova i sur.,



2015). Sposobnost gljiva da u¢inkovito razgraduju LC sirovine sli¢na je rastu micelija u kojem
gljive transportiraju hranjive tvari poput izvora dusika i Zeljeza u lignocelulozni supstrat kao
izvor ugljika siromaSan spomenutim tvarima, s time da najbrzu i naju¢inkovitiju razgradnju
provode gljive iz klase bazidomiceta. Gljive imaju dva tipa razgradnih sustava: intracelularni
te egzocelularni sustav enzima koji ukljucuje hidroliticke enzime zaduZene za razgradnju
polisaharida te oksidativne enzime koji razgraduju lignin (Sanchez, 2009). Podjela tih gljiva se
vr$i na osnovu mehanizma razgradnje te sadrzaju enzima u tri osnovne grupe: gljive bijelog,
smedeg i mekog truljenja. Gljive bijelog truljenja imaju sposobnost razgradnje svih komponenti
LC sirovina, a gljive koje se uzgajaju za dobivanje enzimskih pripravaka su askomicete poput
Aspergillus niger te Trichoderma reesei. Gljive smedeg truljenja pripadaju klasi bazidomiceta,
razgraduju celulozu i hemicelulozu, no puno slabije razgraduju lignin. Mehanizam njihovog
djelovanja moguce je objasniti Fentonovim mehanizmom uz posredovanje kompleksa zeljeza.
Fentonov mehanizam oznacava stvaranje radikala kisika te oksidativnu razgradnju LC sirovina
bez direktnog djelovanja enzima. Gljive mekog truljenja ukljucuju djelovanja enzima lakaze i
oksidoreduktaze na polisaharide povrSine biljaka, prilikom ¢ega dolazi do njihovog tamnjenja
i omekSavanja. Gljive mekog truljenja koje se koriste za razgradnju LC sirovina uglavnom
pripadaju Klasi askomiceta, te rodovima Neurospora i Aspergillus (Andlar i sur., 2018).
Pokazalo se da se koriStenjem enzimskih pripravaka izdvojenih iz podloge nakon uzgoja gljiva
postize brza i selektivnija razgradnja nego koriStenjem kompletne podloge $to je razlog
koristenja enzimskih pripravaka u industrijskom mjerilu (Silva 1 sur., 2010).

Biokonverzija lignocelulozne biomase u odredene proizvode ukljucuje nekoliko koraka:
predtretman koji moze biti mehanicki, kemijski ili bioloski, a odnosi se na usitnjavanje biomase
i uklanjanje lignina, zatim razgradnja polimera do Se¢era heksoza i pentoza, koriStenje
dobivenih Secera za mikrobni rast ili proizvodnju kemijskih tvari te izdvajanje i proc¢is¢avanje
konacnog proizvoda. Biokonverzijom LC sirovina proizvodi se bioetanol i biodizel (Sanchez,
2009), papir i karton, supstrat za uzgoj jestivih gljiva ili hrana za Zivotinje, ali se takoder mogu
dobiti sirovine za proizvodnju prehrambenih aditiva (Horn i sur., 2012; Meier i sur., 2018;
Sagarika i sur., 2022).

Enzimi koji sudjeluju u razgradnji celuloze uglavnom imaju kataliticku domenu i domenu
za vezanje supstrata (Andlar i sur., 2018). Razgradnja celuloze ukljucuje djelovanje tri klase
enzima: endoglukanaze (endo-1,4-(8)-glukanaze; EC 3.2.1.4), egzoglukanaze (EC 3.2.1.91) i
S-glukozidaze (EC 3.2.1.21). Mehanizam djelovanja prikazan je na slici 2. Endoglukanaze
djeluju na amorfne dijelove celuloze tako da cijepaju B-1,4 glikozidnu vezu pri ¢emu nastaju

reduciraju¢i 1 nereduciraju¢i krajevi celuloznog lanca na koje zatim mogu djelovati



egzoglukanaze koje s krajeva lanaca odcjepljuju dimer celobiozu. Endoglukanaze se prema
supstratu koji se koristi za odredivanje njihove aktivnosti nazivaju karboksimetilcelulazama
(CMC), a egzoglukanaze se zbog svoje aktivnosti nazivaju jo$ i celobiohidrolaze (CBH)
(Dimarogona i sur., 2012). p-glukozidaze hidroliziraju celobiozu, ali i neke gluko-
oligosaharide do glukoze (Horn i sur., 2012).

LPMO

0, Endoglukanaze
Celuloza e o Egzoglukanaze ; \
. ° X A \ ) 4
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Slika 2. Mehanizam razgradnje c;luloze s}nergistiékim utjecajem celulaza i LPMO (pfema
Cragg i sur., 2015) * NR-nereducirajuéi kraj, R-reducirajuéi kraj

Celuloliticki enzimski sustavi ¢esto sadrzavaju nekoliko egzo- i endoaktivnih enzima koji
mogu imati razli¢iti afinitet prema razliitim oblicima celuloze (kristalini¢na u odnosu na
amorfnu celulozu). Ta pojava djelomicno je posljedica vezanja razli¢itih nekatalitickih modula
za vezanje ugljikohidrata (engl. carbohydrate binding modules, CBM) na kataliticku domenu
celuloliti¢kih enzima (Borisova i sur., 2015). Uloga ovih modula je da prepoznaju supstrat te
omogucuju interakciju enzima i supstrata kojom dolazi do reakcije (Boraston i sur., 2004).

Osim hidroliti¢kih enzima, pokazalo se da i oksidativni enzimi sudjeluju u razgradnji
polisaharida biljne biomase. Tienzimi klasificirani su u CAZy bazi kao ,,pomo¢ni enzimi* (AA)
te u sinergiji s hidrolitickim enzimima znac¢ajno pospjeSuju razgradnju lignoceluloznih sirovina.
Posebnu paznju privukle su liticke polisaharidne monooksigenaze (LPMO) zbog moguénosti
da direktno oksidiraju kristalini¢nu celulozu ¢ime se znacajno ubrzava i poveéava uéinkovitost

razgradnje LC sirovina (Andlar i sur., 2018).

2.3. CAZy KLASIFIKACIJA ENZIMA

Klasifikacija enzima s aktivno$¢u na kompleksne ugljikohidrate i glikokonjugate (engl.

Carbohydrate-Active EnZymes, CAZymes), za razliku od sistematizacije Medunarodne unije



biokemije i molekularne biologije (IUBMB) koja za klasifikaciju koristi mehanizam djelovanja
enzima, za sistematizaciju koristi slicnost slijeda aminokiselinskih sekvenci u enzimu, smatanje
proteina te mehanizam djelovanja enzima, a ti se podaci od 1998. godine uvode i azuriraju u
CAZy bazu. CAZYmes su odgovorni za sintezu i razgradnju glikokonjugata, oligo-i
polisaharida, ¢esto su uklju¢eni u imunoloske interakcije izmedu domacina i patogena te su
ukljuceni u razvoj ljudskih bolesti te bolesti agrokultura. Glikokonjugati, oligo- i polisaharidi
imaju ne samo strukturnu ulogu ili ulogu skladiStenja energije ve¢ sudjeluju u mnogim
unutarstani¢nim i medustani¢énim sustavima prepoznavanja. CAZymes imaju vaznu ulogu u
biosintezi 1 razgradnji stani¢ne stijenke biljaka koja predstavlja najbogatiji izvor ugljika na
Zemlji te se stoga ti enzimi smatraju kljuénima za proizvodnju biogoriva. Oko 1 do 5 % gena
zivucih organizama se odnosi na gene koji kodiraju upravo za ove enzime. Do 2013. godine
CAZy baza imala je 300 razli¢itih kategorija podijeljenih u 5 klasa: glikozid hidrolaze (engl.
glycoside hydrolases, GH), glikozil transferaze (engl. glycosil transferase, GT), polisaharidne
liaze (engl. polysaccharide lyases, PL), esteraze ugljikohidrata (engl. carbohydrate esterases,
CE) i nekataliticke module za vezanje ugljikohodrata (engl. carbohydrate-binding modules,
CBM) (Levasseur i sur., 2013). 2013 godine uvedena je nova klasa enzima naziva ,.enzimi s
pomoc¢nom aktivno$éu* (engl. auxilary activities, AA) te trenutacno broji i preko 400 kategorija
enzima (CAZy, 2022).

GH su najbrojnija klasa enzima te se prema podacima dostupnim u CAZy-u (CAZy,
http://www.cazy.org) dijele u 173 potklase. GH kataliziraju hidrolizu glikozidne veze izmedu
dva ugljikohidrata ili ugljikohidrata i drugih molekula (Rezi¢ i sur., 2021). Enzimi ove klase
pokazuju razli¢itu aktivnost ovisno o vrsti supstrata i njegovim fizikalno kemijskim
karakteristikama, a prema mjestu djelovanja dijelimo ih na GH koji djeluju na krajeve, odnosno
na sredi$nji dio polimernih ugljikohidratnih lanaca. GT kataliziraju formiranje glikozidne veze
izmedu Secernih skupina i odredene akceptorske molekule. S obzirom na prostorni raspored
molekula supstrata i reakcijskog produkta, GT mogu biti klasificirani kao enzimi koji mijenjaju
odnosno ne mijenjaju opticku aktivnost produkta u odnosu na supstrat (Sinnot, 1990).
Polisaharidne liaze (EC 4.2.2.) kataliziraju S-eliminaciju polisaharidnog lanca koji sadrze
uronske kiseline prilikom ¢ega nastaje nezasi¢ena heksenuronska kiselina te novi reducirajuéi
kraj na polisaharidnom lancu. Esteraze ugljikohidrata kataliziraju O ili N acetilaciju esterske
veze supstituiranih se¢era. CE kategorija enzima Kkoristi dvije klase supstrata: klasa u kojoj se
Secer ponasa kao kiselina (poput metiliranog pektina), te klasa u kojoj se Se€er ponasa kao
alkohol (poput acetiliranog ksilana). Nekataliticki moduli za vezanje ugljikohidrata definirani

su kao aminokiselinske sekvence u sklopu aktivnog enzima s funkcijom vezanja ugljikohidrata.


http://www.cazy.org/

Potreba za CBMovima kao zasebnim modulima unutar ve¢ih enzima razlikuje ih od drugih

nekatalitickih proteina koji vezu ugljikohidrate kao $to su lektini ili transportni proteini.
2.3.1. Enzimi s pomo¢nom aktivnoséu (AA)

Enzimi s pomo¢énom aktivno$¢u (AA) je zadnja kategorija dodana u CAZy bazu. Enzimi
koji pripadaju u ovu kategoriju takoder su svrstani u nju prema sli¢nosti proteinskih sekvenci s
jednom ili viSe biokemijski okarakteriziranih enzima ,0snivaca“ kategorije (CAZy, 2022)
(Rezi¢ 1 sur., 2021). Stoga, AA kategorija obuhvaca Sirok spektar enzima koji nisu striktno
ograni¢eni na jedan mehanizam kataliti¢ke reakcije ili na specifi¢ni supstrat, a ukljucuje lakaze,
celobioza dehidrogenaze, oksidaze i druge enzime koji provode reakcije oksidacije i redukcije
(Andlar i sur., 2018). Potreba za dodavanjem nove kategorije nastala je otkricem da su enzimi
CBM33 i GH61 zapravo polisaharidne liticke monooksigenaze (engl. lytic polysaccharide
mono-oxygenases, LPMO), a s obzirom na to da se lignin gotovo uvijek nalazi s polisaharidima
u stani¢noj stijenki, nova kategorija ukljucuje LPMO 1 oksidoreduktivne enzime ukljucene u
razgradnju ligina. AA kategorija enzima ukljucuje 9 potkategorija ligninoliti¢kih enzima te 8

potkategorija LPMO.

2.3.2. Klasifikacija LPMO

Od 1950-ih postoji ideja o hidrolizi celuloze (Reese i sur., 1950) prilikom koje odredena,
nehidroliticka komponenta remeti strukturu polimera ¢ine¢i ga dostupnijim za hidroliticke
enzime. Spomenuta komponenta otkrivena je 1992. godine prilikom izrade banke DNA gljive
Agaricus bisporus (Raguz i sur., 1992), ali se tek 2005. godine otkrio njezin u¢inak na hitin
(Vaaje-Kolstad i sur., 2005), odnosno 2007. godine na celulozu (Merino i Cherry, 2007). 2010.
godine otkrilo se da joj je funkcija druk¢ija od GH enzima, odnosno da je to potpuno nova
skupina enzima (Vaaje-Kolstad i sur., 2010), a 2013. godine LPMO enzimi su svrstani u novu
kategoriju u CAZy bazi. Trenutno su LPMO enzimi kategorizirani u osam grupa (AA9, AA10,
AAll, AA13, AA14, AA15, AA16 i AA17). Grupa AA9 ukljucuje enzime iz gljiva koji su
prvotno bili kategorizirani u grupu GH61, grupa AA10 enzime prvotno kategorizirane u grupu
CBM33, te enzime identificirane u razli¢itim organizmima poput eukariota, arheja i bakterija.
Grupi AA1l i AA13 pripadaju LPMO izolirani iz gljiva, a AA14 grupi pripadaju enzimi koji
razgraduju ksilan te oksidiraju atom ugljika na polozaju C1. Grupa AA15 formirana je prema
istrazivanju Sabbadina i suradnika iz 2018. godine u kojem su proucavali djelovanje enzima
animalnog podrijetla izoliranih iz Thermobia domestica, beskrilnog ¢etinasa koji se hrani

ugljikohidratima poput Skrobi. Grupa AA16 formirana je nakon istrazivanja Filiatrault-Chastela



i suradnika iz 2019. godine u kojem su izolirali i karakterizirali enzim iz gljive Aspergillus
aculeatus. Zadnje dodana grupa AA17 formirana je takoder nakon istrazivanja Sabbadina i
suradnika, karakterizacijom enzima izoliranih iz Phytophthora infestans koja je u 19 stoljecu u
Irskoj uzrokovala bolest krumpira i glad (Sabbadin i sur., 2021). Prisutnost ovog enzima u
razli¢itim (mikro)organizmima koji razgraduju ugljikohidrate ukazuje na njegovu vaznost i
potencijal za koriStenje u dobivanju obnovljive energije. Broj gena koji kodiraju za LPMO
varira od organizma do organizma, a iznosi od nekoliko pa do 40 gena. Transkripcija i
ekspresija tih gena ovisi 0 uvjetima rasta (mikro)organizama te je pretpostavka da je regulirana

u ovisnosti o sastavu lignocelulozne biomase (Rezi¢ i sur., 2021).

2.4. KARAKTERISTIKE | STRUKTURA LPMO

Iako postoje varijacije u strukturi izmedu razli¢itih grupa LPMO, svima im je zajednicka -
sendvic struktura tipi¢na za imunoglobuline koju ¢ini 8-10 antiparalelnih B-nabranih ploca koje
su povezane s petljama s razli¢itim brojem a-uzvojnica (slika 3A). Domene LPMO obi¢no
sadrze 200 — 250 aminokiselina kao 1 kod imunoglobulina, a konacan broj ovisi o duzini petlji
koje povezuju B-strukture. U strukturi LPMO prisutne su i disulfidne veze, obi¢no dvije ili tri
(Span isur., 2015). Aktivno mjesto LPMO enzima nalazi se u srediStu ravne povrsine, izlozeno
djelovanju otapala, za razliku od glikozid hidrolaza koje imaju tunele i utore za vezanje
supstrata. Aktivno mjesto sadrzi bivalentni ion bakra koordiniran s tri atoma dusika, jedan iz
imidazolnog prstena, drugi iz N-terminalne skupine jednog histidina, te tre¢i iz imidazolnog
prstena drugog histina koji tvore T-strukturu koja se naziva ,.histidinska brana“ (slika 3b)
(Ciano i sur., 2018). Pokazalo se da i molekula tirozina (odnosno fenilalanina u grupama AA10
i AA15 kojirazlazu hitin) ima ulogu u katalizi (Vaaje-Kolstad i sur., 2017). U fungalnim LPMO
N-terminalna skupina histidina je posttranslacijski metilirana. Pretpostavlja se da metilacija
nema katalitiCku ulogu, ve¢ pruza zastitu od autooksidacijske inaktivacije LPMO (Petrovi¢ 1
sur., 2018).

Raznolikost dimenzija LPMO, topologije povrSine za vezanje supstrata te strukturna
raznolikost LPMO posljedica su razli¢itog sastava uzvojnica i petlji koje povezuju p-strukture.
Regioselektivnost LPMO ovisi o ovim petljama, stoga su najvece varijacije u strukturi LPMO
upravo u tim regijama. U AAL0 grupi najveée varijacije su u regiji izmedu prve i trece P-
nabrane ploce sendvi¢ strukture, koja se naziva i ,,petlja 2“ (L2). Najvece varijacije u AA9 grupi
javljaju se izmedu prve i1 druge B-nabrane plo¢e sendvi¢ strukture. L2 regija sastoji se od
razlicitog broja petlji i kratkih uzvojnica te sadrzi jednu ili dvije aromatske aminokiseline

smjestene na povrsini.



a) b)

Slika 3. a. Struktura NcLPMO9C (Borisova i sur., 2015) b. ,Histidinska brana“ (Ciano i sur.,
2018)

Upravo ova regija utjeCe na prepoznavanje supstrata i na specificnost prema supstratu jer
¢ini velik dio regije za vezanje supstrata. Neki LPMO iz AA9 grupe imaju karakteristiCan
Lumetak® izmedu trece 1 Cetvrte B-nabrane ploce koji se naziva ,,petlja 3* (L3) te koji stupa u
interakciju s L2. Varijacije u regiji za vezanje supstrata na nasuprotnoj strani L2 ukljucuju
kratku petlju (engl. loop short, LS), te ,,dugu C-terminalnu petlju® (engl. long C-terminal loop,
LC). LS 1 LC petlja nalaze se samo u AA9 1 AA13 LPMO te im je Cesto u sastavu jedna ili viSe
aromatskih aminokiselina za koje postoji mogucnost da sudjeluju u vezanju supstrata ( Vaaje-

Kolstad i sur., 2017).

2.5. AKTIVNOST LPMO

Dosad otkriveni LPMO pokazuju aktivnost samo na B-1,4 i a-1,4- glikozidnim vezama
polisaharida. Supstrati na koje LPMO djeluju mogu biti netopljivi poput kristalini¢ne celuloze,
hitina 1 Skroba (Harris 1 sur., 2014; Beeson i sur., 2015; Vu i sur., 2019) ili djelomi¢no odnosno
potpuno topljivi poput hemiceluloze, ksilana, ksiloglukana i beta-glukana (Agger i sur., 2014).

LPMO enzimi cijepaju glikozidne veze oksidativnim mehanizmom u prisutnosti kisika (bilo
da on dolazi iz molekule kisika ili vodikovog peroksida) te vanjskog elektron-donora (Berka i
sur., 2011). Prvi korak katalize je redukcija bivalentnog atoma bakra Cu (1) u aktivhom mjestu
u Cu (1) pomocu donora elektrona te aktivacija molekularnog kisika/vodikovog peroksida.
LPMO prihvaca elektrone raznih reducensa, bilo da su oni dodani (poput askorbinske ili galne

kiseline), da dolaze iz supstrata (fenolni spojevi nastali razgradnjom lignoceluloze) ili da dolaze



iz enzima koji djeluju sinergisticki s LPMO poput celobioza dehidrogenaze, ali i formaldehid
oksidoreduktaza, polifenol oksidaza i lakaza (Wang i sur., 2021). Redukcija bakra u aktivnom
mjestu uzrokuje male konformacijske promjene LPMO (Aachmann i sur., 2012; Kracher i sur.
2018) ¢ime se povecava njegov afinitet prema supstratu. Ovako kataliticki aktivan LPMO
»izdvaja“ vodik iz glikozidne veze u supstratu (S C1 ili C4 ugljikovog atoma) ¢ime dolazi do
disbalansa elektrona glikozidne veze, a naposlijetku i do njenog cijepanja reakcijom eliminacije
(Phillips i sur., 2011). Trenutno nije razjasnjen mehanizam kojim LPMO aktivira Oz ili H2O2te
cijepa C — H vezu. Tome pridonosi i vjerojatnost da razli¢ite kategorije LPMO iskazuju razli¢ite
oksidativne mehanizme tijekom cijepanja (Ciano i sur., 2018).

S obzirom na primarnu strukturu te na specificnost prema supstratu LPMO enzime je
moguce podijeliti na tri tipa (Slika 4): LPMO-1 tip enzima koji oksidira C1 atom ugljika §to
dovodi do formiranja laktona koji spontano hidroliziraju u aldonske kiseline, LPMO-2 tip koji
djeluje na C4 atom ugljikovih spojeva prilikom ¢ega nastaju ketoaldoze koje u vodenim
otopinama hidroliziraju u gem-diole. LPMO-3 tip je slabije specifi¢an pa djeluje i na C1 i na
C4 atome ugljikovih spojeva (Dimarogona i sur., 2012). Pretpostavlja se i postojanje drugih
tipova LPMO, poput C6-oksidiraju¢ih (Quinlan i sur., 2011).
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Slika 4. Produkti C1- i C4 oksidacije celuloznih supstrata (prema Vaaje-Kolstad i sur., 2017)
2.5.1. H20: ili O2 kao kosupstrat

Eksperimentom Erikssona i suradnika iz 1974. (Eriksson i sur., 1974) godine dokazana je
vaznost kisika i1 oksidativnog procesa u razgradnji celuloze, te se stoga od otkrica LPMO
mehanizam razgradnje opisuje kao monooksigenazna reakcija u kojoj molekula kisika sluzi kao
akceptor elektrona . Istrazivanjem Bissaro i suradnika iz 2017. godine pokazalo se da LPMO
preferira H20O2 kao kosupstrat (Bissaro i sur., 2017). Dokazali su da u odsutnosti supstrata dolazi
do sinteze H202 kao produkta reakcije izmedu kisika i reducensa, dok u prisutnosti supstrata

nije moguce detektirati H2O2. Razlog tome je koristenje H2O> kao kosupstrata za reakciju
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oksidacije. Kineticka istrazivanja bakterijskih LPMO i LPMO iz gljiva pokazala su da su
konstanta specificnosti (Keat) prividni afinitet enzima prema supstratu (Km) te kataliticka
uc¢inkovitost s HoO2 kao kosupstratom (kca/ Km) duplo veci nego s O2 kao kosupstratom (Kuusk
i sur., 2018). Ove zakljucke dodatno podupiru istrazivanja redoks parova koji generiraju H20>
(Bissaro i sur.,2017; Kracher i sur., 2020). Navedeno ne isklju¢uje mogucnost da pravi
mehanizam ovisi o bioloskim uvjetima reakcije razgradnje te o dostupnosti supstrata odnosno
kosupstrata. Predlozeni mehanizam reakcije s H2O> kao kosupstratom prikazan je na slici 5.
Bakar (Cu(ll)) u aktivnom mjestu LPMO reducira u Cu (I) u koraku koji se naziva primarna
redukcija, a zatim reagira s H202 u prisustvu supstrata. Ova reakcija rezultira eliminacijom
molekule vode te stvaranjem Cu(ll)-oksil intermedijera (ili Cu(lll)-okso intermedijera) koji

moze izdvojiti atom vodika iz supstrata.
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LPMO-Cu(1) + HOOH + R-H — LPMO-Cu(l) + HOH + R-O+  (2) Cliepanje uz FoO;
Slika 5. Mehanizam oksidativnog cijepanja glikozidne veze polisaharida uz H»O0. kao
kosupstrat (prema Bissaro i sur. 2017)

Dobiveni Cu(ll)-hidroksid reagira s radikalom supstrata povratnim mehanizmom koji dovodi
do hidroksilacije supstrata te regeneracijom bakra u Cu(l) koji je spreman za ulazak u novi
kataliticki ciklus. Hidroksilirani supstrat podlijeze molekularnoj preraspodjeli §to rezultira
cijepanjem glikozidne veze i stvaranjem laktona (Hemsworth i sur., 2015).

Klju¢na razlika u koristenju H202 i Oz kao kosupstrata je potreba za reducensom. U
monooksigenzanim reakcijama koli¢ina reducensa stehiometrijski odgovara koli¢ini
formiranog produkta, dok je u peroksigenaznim reakcijama potrebna samo primarna redukcija,

a kasnije samo povremeno nakon reoksidacije LPMO (Forsberg i sur., 2019).
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2.5.2. Operacijska stabilnost enzima

Inaktivacija biokatalizatora (enzima) neizbjezna je pojava, a ovisi o vrsti enzima i
inaktivacijskim uvjetima. Konformaciju enzima odrzava pet vrsti veza: vodikove veze izmedu
polarnih aminokiselina i izmedu peptidnih veza, hidrofobne interakcije izmedu nepolarnih
aminokiselina, ionske veze izmedu suprotno nabijenih aminokiselinskih ostataka te kovalentne
veze izmedu aminokiselinskih ostataka cisteina, tzv. disulfidni mostovi (Filip i sur., 2016). S
obzirom na to da su sve navedene veze osim kovalentnih slabe, moZe se zakljuciti da su enzimi
osjetljivi na promjene pH, temperature, ionske jakosti te je stoga potrebno voditi racuna o
reakcijskim uvjetima u kojima se koriste.

Stabilnost enzima definirana je kao ostatak enzimske aktivnosti nakon odredenog vremena,
a moguce je razlikovati operacijsku stabilnost (engl. operational stability) i stabilnost u
uvjetima skladiStenja (engl. storage stability). Stabilnost u uvjetima skladiStenja ovisi o
uvjetima skladiStenja, fizikalnom stanju enzima, o dodatku supstrata, efektora, inhibitora ili
stabilizatora te o temperaturi na kojoj se ¢uva. Operacijska stabilnost je stabilnost enzima
tijekom kontinuirane uporabe koja se Cesto izrazava kao vrijeme poluraspada enzima (ti2),
odnosno kao vrijeme potrebno da se pocetna aktivnost enzima snizi na polovinu pocetne
vrijednosti. Osim vremena poluraspada, za definiranje operacijske stabilnosti moze se koristiti
i vrijednost konstante deaktivacije, kq. Operacijska stabilnost biokatalizatora ovisi o: tipu
procesa, postupku pripreme biokatalizatora, pocetnoj koncentraciji supstrata, koncentraciji
produkta, konverziji i akumulaciji supstrata, mediju u kojem se provodi reakcije, temperaturi i
vremenu rada (Findrik, 2017).

2.5.3. Popratne reakcije i inaktivacija LPMO

Atom bakra u aktivnom mijestu stabilizira LPMO strukturu, no osim toga malo je poznato
0 strukturnoj stabilnosti LPMO. Uzimajuci u obzir vrlo snazne redoks spojeve koji nastaju u
aktivnom mjestu LPMO, moguce je da je zastita od destruktivnih oksidativnih popratnih
reakcija bila pokretacka snaga u evoluciji LPMO (Loose i sur., 2016). Kineti¢ka ispitivanja na
LPMO slozena su zbog netopljivosti supstrata i mnogih popratnih reakcija (opisanih u
nadolaze¢em tekstu) koje mogu rezultirati inaktivacijom enzima.

Utjecaj oksidativnih popratnih reakcija smanjuje se vezanjem na supstrat, a to se obja$njava
¢injenicom da je difuzija kisikovih radikala onemogucena jer su ukljuceni u reakciju cijepanja
veza u supstratu (Vaaje-Kolstad i sur., 2017).

lako visoke koncentracije H>O. dokazano ubrzavaju reakciju LPMO, previsoke
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koncentracije u (odnosu na koncentracije enzima i supstrata) uzrokuju oksidativna ostecenja
histidina u aktivnom mjestu, odnosno inaktivaciju enzima (Bissaro i sur., 2017). Takoder, H20»
u bilo kojoj reakcijskoj otopini moze uzrokovati oksidacijska oSteCenja Fentonovim
mehanizmom (Eijsink i sur., 2019). Popratna reakcija LPMO koja rezultira generiranjem H2O:
uz reducens i kisik, a u odsutnosti supstrata, ima dva predlozena mehanizma: u prvom se
molekularni kisik reducira u aktivnom mjestu LPMO, otpusta se nastali superoksid koji zatim
spontano prelazi u H2O». Drugi mehanizam opisuje nastajanje H>O> u aktivnom mjestu enzima.
Prvo dolazi do redukcije molekularnog kisika, nakon ¢ega slijedi dodatna redukcija drugim
elektronom te adicija dva protona kako bi se superoksid reducirao u H>O>. lako ova popratna
reakcija generalno doprinosi aktivnosti LPMO (jer H20- djeluje kao kosupstrat), akumulacijom
H202 moZe do¢i do spomenutog oksidativnog oStecenja aktivnog mjesta LPMO, odnosno do
njegove inaktivacije (Hegnar i sur., 2018). Do generiranja H>O, dolazi i reakcijom
molekularnog kisika s reducensom uz ione bakra kao katalizatora ¢ak i kada je on dodan u
mikromolarnim koncentracijama (Stepnov i sur., 2021a).

Dodatak razlic¢itih koncentracija reducensa takoder ima utjecaj na aktivnost LPMO (Kuusk
i sur., 2018). Ukoliko LPMO nije vezan na supstrat, on moze posredovanjem H20O- iz aktivne
LPMO-Cu (1) forme oksidirati u LPMO-Cu (Il). Potonje rezultira stehiometrijskom
oksidacijom reducensa (na slici 6 prikazana reakcija oksidacije askorbinske kiseline) te se ta
reakcija naziva reakcija peroksidacije reducensa (Kuusk i Valjamae, 2021). Aktivnost ovako
oksidiranog reducensa dovodi do ireverzibilne inaktivacije enzima (Bissaro i sur., 2017).
Utjecaj reakcije peroksidacije reducensa na inaktivaciju enzima raste smanjenjem koncentracije

supstrata.

OH O

| H
OH H/DH
N
\
ﬁg@

O—
HO (o H R0, —= TS 0 4+ 2HO
C
N\ /
HO \O O
askorbinska kiselina dehidro-askorbinska kiselina

Slika 6. Reakcija peroksidacije reducensa (askorbinske kiseline) (prema Kuusk i Véljamae,
2021)
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2.5.4. Mjerenje aktivnosti LPMO

Posljednjih godina razvijene su razne metode za detekciju i istrazivanje aktivnosti LPMO,
ukljucujuéi kromatografiju, masenu spektrometriju te brze metode detekcije pogodne za razne
primjene. Iako su enzimi veoma razli¢iti, postoji nekoliko pravila koja vrijede za sve testove.
Vremenski ovisna konverzija supstrata u produkt mora biti mjerljiva odabranim testom.
Koncentracija produkta direktno je povezana sa smanjenjem koncentracije supstrata, stoga
njegovo smanjenje moze biti mjera reakcije. Problemi mjerenja su pogreske mjernog
instrumenta, utjecaj matrice te pogreske izazvane ljudskim fakorom.. Takoder je vazno da samo
analit izaziva odziv, stoga je potrebno voditi racuna o mjerenju slijepih proba. Najjednostavniji
nacin za pracenje reakcije su spektrofotometrijske metode. Spektrofotometrijsku metodu za
mjerenje aktivnosti LPMO razvili su 2019. godine Breslmayr i suradnici (Breslmayr i sur.
2019). Njihova metoda bazira se na peroksigenaznoj aktivnosti LPMO koja ovisi o pocetnoj
redukciji Cu(l1) u aktivnom mjestu u Cu(l) uz hidrocerulignon (HC) kao supstrat, te naknadnom
vezanju H20; prilikom ¢ega dolazi do otpustanja vode i formiranja obojenog spoja cerulignona

(slika 7). Stehiometrija reakcije iznosi 1:1, a apsorbancija cerulignona mjeri se pri 469 nm.

OH

0
0 I O , O I O

s

W ‘
~ -~ “\O O/
Q

O O 1 HEDQ interferirajtgléi spojevi) H 2[]
HO aminokiseline
] ] karboksilne kiseline ]
| Hidrocerulignon sastojci hranjivog | Cerulignon
medija

Slika 7. Reakcijska shema oksidacije hidrocerulignona (prema Breslmayr i sur., 2019)

S obzirom na to da se aktivno mjesto LPMO nalazi na ravnoj povrsini izloZenoj djelovanju
otpala, dokazan je inhibiraju¢i efekt aminokiselina, karboksilnih kiselina te nekih sastojaka
hranjive podloge na aktivnost LPMO. Kako bi se povecala robusnost i osjetljivost metode,
potrebno je prilagoditi metodu, pri cemu u razmatranje treba uzeti Cetiri faktora: (1) na aktivnost

LPMO moze utjecati sposobnost formiranja kompleksa pufera s aktivnim mjestom LPMO-a (2)
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povecanjem ionske jakosti pufera smanjuje se aktivnost LPMO, (3) visa pH vrijednost
eksponencijalno povecava peroksidaznu aktivnost LPMO, (4) povec¢ana koncentracija supstrata
hidrocerulignona i kosupstrata H>O, povecava aktivnost LPMO. Postoje grani¢ne koncentracije
pri kojima dolazi do autooksidacije hidrocerulignona odnosno do deaktivacije LPMO s H20,
a one iznose 500 uM za HC te 100 uM za H20> (Breslmayr i sur., 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Enzim

Enzim koriSten u mjerenjima je polisaharidna liticka monooksigenaza izolirana iz gljive

Neurospora crassa (NCLPMO).

3.1.2. Kemikalije

Albumin govedeg seruma (BSA), Honeywell Fluka, Sjeverna Karolina, SAD
Askorbinska kiselina, CeHgOs, Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska

Celuloza (Avicel), Merck, Darmstadt Njemacka

Commssie Brilliant Blue G-250 (CBB), Honeywell Fluka, Sjeverna Karolina, SAD
Demineralizirana voda

Dimetil sulfoksid (DMSO), Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska

EDTA, T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska

Etanol, Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska

Hidrocerulignon (HC), MP Biomedicals, Irvine, California, SAD

Natrijev acetat, Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska

Octena kiselina, w(C2H402) = 99,5 %, AnalaR, UK

Ortofosforna kiselina, w(HsPO4) = 88 %, T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska

TRIS (hidroksimetil) aminometan, Sigma-Aldrich Corporation, Missouri, SAD
Ultra ¢ista voda (dobivena koriste¢i Mili-Q sustv, Millipore, El passo, Teksas, SAD)
Vodikov peroksid, w(H202) = 30 %, Gram Mol, Zagreb, Hrvatska

3.1.3. Otopine i puferi

Bradfordov reagens

Commassie Brilliant G-250 (100 mg)

Otopina 95 % etanola (50 mL) i 85 % ortofosforne kiseline (100 mL)
Ultracista voda (do 1000 mL)

Natrijev acetatni pufer (NaAc) (100 mM, pH = 6)

Octena kiselina, w(C2H402) = 99,5 % (do pH 6)

Natrijev acetat (1,6496 )

Ultracista voda (200 mL)
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Natrijev fosfatni pufer (50 mM, pH = 6)

NazHPQg,

NaH,PO4*H,0

NaOH 0,1 mol/dm? (do pH 6)

Otopina 10 mM EDTA u 10mM Tris pH =8

Tris (0,12 gu 100 mL ultraciste vode)

EDTA (0,292 g u 100 mL ultraciste vode)

Testna otopina za mjerenje aktivnosti

5 mM otopina H20> (20 pL)

25 mM otopina HC u DMSO (7,65 mg HC u 1 mL DMSO) (20 pL)
100 mM NaAc pufer (760 pL/940 pL nulti uzorak)

3.1.4. Aparatura i oprema

Analiticka vaga, AUW120, Shimadzu, Kyoto, Japan

Centrifuga Universal 320R, Hettich, Westphalia, Njemacka

Homogenizator MX-S, DLab, Peking, Kina

Laboratorijski pribor (eppendorfice s filtrom (engl. Ultra centrifugal filter device), ¢ase,
menzure, automatske pipete, eppendorfice, stalak za kivete, stalak za eppendorfce,
Spatule, kvarcne Kivete)

Liofilizator FreeZone 1, Labconco, Kansas, SAD

Magnetna mijeSalica EcoStir, DLab, Peking, Kina

pH metar, Lab 860, Schott Instruments, Mainz, Njemacka

Stolna centrifuga Combi - Spin FVL — 2400N, BioSan, Riga, latvija

Termostatirana tresilica Thermo Shaker TS-100, BioSan, Riga, Latvija

UV spektrofotometar Shimadzu UV-1800, Shimadzu, Kyoto, Japan

3.2. ANALITICKE METODE

3.2.1. Odredivanje aktivnosti LPMO

Za mjerenje aktivnosti enzima koristena je metoda prema Breslmayr i suradnicima (2019).

Sastav testa naveden je u tablici 1. Komponente testne otopine stabilne su tijekom 12 h. Prije

mjerenja aktivnosti i dodatka uzorka testna otopina zagrijava se na termostatiranoj tresilici pri

30 °C tijekom 5 minuta, a potom se prebacuje u kvarcnu Kivetu zapremine 1 mL.
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Tablica 1. Sastav testa za mjerenje aktivnosti LPMO

Komponenta Koncentracija Temeljna V [uL] za \Y/

u testu otopina nulti uzorak [uL]
NaAc pufer pH 6 100 mM 940 760
HC 500 uM [>2|\5/|rsn(g/l u 20 20
H20: 100 uM 5mM u H20 20 20
uzorak 20 200

*HC-hidrocerulignon; NaAc pufer-natrij acetatni pufer

Dodatkom uzorka enzima u testnu otopinu zapo¢inje se s mjerenjem promjene apsorbancije
u vremenu (4A4BS/At) spektrofotometrijski pri 436 nm tijekom 200 s (300 s u eksperimentima

s celulozom).

3.2.2. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odredivana je spektrofotometrijskom metodom prema Bradfordu
(Bradford, 1976). Reagens za odredivanje proteina pripremljen je mijeSanjem 100 mg
Commassie Brilliant Blue G-250, 50 mL 95 %-tnog etanola i 100 mL ortofosforne kiseline te
dodatkom ultraciste vode do volumena 1000 mL. Dobivena smjesa se viSestruko filtrira kroz
0,45 pum Sprica filter do smede boje te se Cuva u boci omotanoj folijom u hladnjaku na 4 °C.
Reagens je prije upotrebe potrebno temperirati na sobnu temperaturu laganim mije$anjem na
magnetskoj mijesalici.

Radi odredivanja nepoznate koncentracije proteina u uzorku potrebno je izraditi bazdarni
dijagram. Pripremi se temeljna otopina BSA u ultra¢istoj vodi koncentracije 0,1 mg/mL, a iz
nje standardne otopine koncentracija 1 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 15 mg/L i 20 mg/L u tri
paralelne probe. U plasti¢ne kivete kojima je prethodno izmjerena apsorbancija s ultracistom
vodom dodaje se 500 pL uzorka i 500 pL reagensa prilikom ¢ega nastaje plavo obojenje. Nakon
mijeSanja na mijesalici te po zavrSetku inkubacije u trajanju 10 min na sobnoj temperaturi mjeri
se apsorbancija uzorka pri valnim duljinama A = 450 nm i A = 595 nm. Za svaku vrijednost
koncentracije albumina od tri uzorka uzeta je srednja vrijednost apsorbancije na temelju cega
je konstruiran bazdarni pravac opisan jednadzbom A = f(c) (prilog 1). Ispitivanje
koncentracije proteina uzorka u ovom radu odredivana je u supernatantu reakcijske otopine u
eksperimentima s celulozom kako bi se odredio udio enzima koji se veze na celulozu.
Koncentracija proteina u uzorku odredivana je istim postupkom kao i koncentracija BSA u

standardnim otopinama te je izracunata pomocu bazdarnog dijagrama.
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3.2.3. Uklanjanje metalnih iona iz celuloze

Postupak uklanjanja metalnih iona iz celuloze proveden je prema radu Konta i suradnika
(2020). U plasti¢ne kivete izvagano je 0,4 g celuloze u koju je dodano po 10 mL 10 mM EDTA
u 10 mM Tris pH 8 te je smjesa stavljena na izmucékavanje na tresilici pri sobnoj temperaturi
preko no¢i. Kivete s navedenom suspenzijom su potom centrifugirane radi uklanjanja EDTA,

supernatant je izlijevan, a celuloza je isprana tri puta s ultrac¢istom vodom.

3.2.4. Liofilizacija celuloze
Celuloza iz koje su uklonjeni metalni ioni je stavljena na 10 minuta na zamrzavanje na
temperaturu -69 °C, a zatim u liofilizator Labconoco FreeZonel gdje je suSena pri temperaturi

od -45 °C u trajanju od 12 sati. Ustaljeni tlak na kraju liofilizacije iznosi 0,04 mbar.

3.3. STABILNOST LPMO

3.3.1. Ispitivanje utjecaja vodikovog peroksida (H20) / askorbinske kiseline (AscA) na
stabilnost LPMO

Ispitivan je utjecaj razli¢itih pocetnih koncentracija vodikovog peroksida i1 askorbinske
kiseline na stabilnost LPMO. Stabilnost se ispitivala pri koncentracijama navedenima u tablici
2. Za ispitivanje stabilnosti koristene su 10 mM i 1000 mM otopina H20; u ultra¢istoj vodi
(kako bi se smanjio volumen otopine H20. u odnosu na ukupni volumen) i 10 mM otopina

ASCA u ultracistoj vodi.

Tablica 2. Ispitivane koncentracije H.O> i AscA na aktivnost LPMO

Co (H202)/mM Co (AscA)/mM
1 0,1
5 0,3
10 0,5
1

AscA-askorbinska kiselina (engl. ascorbic acid)

Za ispitivanje stabilnosti enzim (9 mg/mL) je najprije bilo potrebno razrijediti u 50 mM
natrijevom fosfatnom puferu (NaP) pH vrijednosti 6 u eppendrof kiveti tako da koncentracija u
ukupnom volumenu iznosi 0,09 mg/mL. Volumen pufera dobiven je odredivanjem razlike
ukupnog volumena (1 mL) i volumena otopine vodikovog peroksida odnosno otopine
askorbinske kiseline. Prije dodavanja H20., odnosno AscA potrebno je uzeti nulti uzorak

volumena 20 pL te odrediti aktivnost na spektrofotometru pri A = 436 nm u vremenskom
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intervalu od 200 s.

Nakon mjerenja nulte tocke, u reakcijsku smjesu se dodaje H2O2 odnosno AscA ¢ime se
zapocCinje s mjerenjem vremena. Eppendorfkivetu s reakcijskom otopinom potrebno je mijesati
na termostatiranoj tresilici pri 1400 okretaja/min i 30 °C. Uzorci volumena 20 pL uzimani su u
eppendorficu s filtrom te se centrifugiraju na 14 000 okretaja/min tijekom 10 min pri
temperaturi 4 °C kako bi se enzim odvojio od ostatka reakcijske smjese. Uzorci su uzimani u
odredenim vremenskim intervalima ovisno o pocetnoj koncentraciji H2O> odnosno AsCA i
o¢ekivanom utjecaju na aktivnost enzima. Enzim koji je nakon centrifugiranja zaostao na filtru
otopi se dodatkom 300 uL. 100 mM NaAc pufera pH 6 te se 200 pL otopljenog enzima koristi
za mjerenje aktivnosti postupkom opisanim u poglavlju 3.2.1.

3.3.2. Ispitivanje sinergijskog utjecaja vodikovog peroksida (H205) i askorbinske kiseline
(AscA) na stabilnost LPMO

Ispitivanje sinergijskog utjecaja H2O2 i ASCA provodilo se u 2 slu¢aja: u prvom sluéaju je
koncentracija H20, drzana konstantnom, a koncentracija ASCA je mijenjana, dok je u drugom
sluéaju koncentracija ASCA drzana konstantnom, a koncentracija H.O> je mijenjana. Stabilnost
je ispitivana pri koncentracijama navedenima u tablici 3. Za ispitivanje stabilnosti koriStena je
10 mM otopina AscA u ultracistoj vodi u oba slu¢aja, 1000 mM otopina H20: u ultra¢istoj vodi
za prvi slucaj, te 10, 50 i 1000 mM otopine H2O2 u ultraéistoj vodi (kako bi se smanjio volumen

otopine H202u odnosu na ukupni volumen) za drugi sluca;.

Tablica 3. Ispitivane koncentracije H2O. i AscA za ispitivanje sinergijskog utjecaja na
aktivnost LPMO

Stalna koncentracija H.0. = 10 mM Stalna koncentracija AscA = 0,5 mM
Co (AscA)/mM Co (H202)/mM
0,1 0,1
0,5 0,5
1 1
10

Ispitivanje stabilnosti enzima u oba slu¢aja provedeno je na na¢in identi¢an kao u poglavlju
3.3.1. U eksperimentima u kojima se mjerio sinergijski utjecaj H2O2 i AscA na aktivnost

enzima, pracena je koncentracija H2O2 mjerenjem apsorbancije reakcijske otopine pri 240 nm.
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3.3.3. Ispitivanje utjecaja celuloze na stabilnost LPMO

Ispitivan je utjecaj 2 razli¢itih koncentracija celuloze na stabilnost LPMO, 50 mg/mL i 100
mg/mL. Postavljanje pokusa identicno je kao u poglavlju 3.3.1. sa sljede¢im razlikama:
mjerenje vremena od pocetka reakcije zapocinje dodatkom otopine enzima u puferu u celulozu,
koncentracija enzima je povecana na 0,18 mg/mL zbog pretpostavke da ¢e do¢i do vezanja
odredenog udjela enzima na celulozu (Filandr i sur., 2020). Prije izuzimanja uzorka eppendorf
kivetu s cjelokupnom reakcijskom smjesom potrebno je centrifugirati na stolnoj centrifugi 2
minute da bi se omoguéilo izuzimanje bistrog uzorka. Od ukupnog volumena enzima
otopljenog u NaAc puferu (300 ul) 200 uL otopljenog enzima koristi za mjerenje aktivnosti
postupkom opisanim u poglavlju 3.2.1., a preostalth 100 pL se koristi za odredivanje
koncentracije proteina prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.2. radi odredivanja udjela
enzima koji se veze na celulozu. Celulozu koja je koriStena u eksperimentima bilo je potrebno
pripremiti, odnosno ukloniti metalne ione te je liofilizirati postupcima opisanima u poglavlju
3.2.3. 1 3.2.4. Na temelju podataka o aktivnosti enzima te njegovoj koncentraciji, ratuna se

specificna aktivnost enzima (As) prema jednadzbi 1.

A, =12 [1]

cLPMO

Prije odredivanja koncentracije proteina uzorke je potrebno adekvatno razrijediti kako bi

mjerenja usla u podrucje mjerenja odredeno Bradfordovom metodom.

3.3.4. Ispitivanje utjecaja celuloze i dodatka H2O2/ AscA

Ispitivan je utjecaj celuloze uz dodatak H>O2 odnosno AscA na stabilnost LPMO. Koncentracija
ceuloze iznosila je 100 mg/mL, dok su H202 i AscA dodavani u obliku 50, 100 i 1000 mM
otopine (H202) (kako bi se smanjio volumen otopine H202 u odnosu na ukupni volumen),

odnosno 10 mM otopine (AscA). U tablici 4 navedene su ispitivane koncentracije H2O2 i AscA.

Tablica 4. Ispitivane koncentracije H2O- i AscA uz dodatak celuloze (100 mg/mL) na aktivnost

LPMO
Co (H202)/mM Co (AscA)/mM
0,5 0,1
1 0,3
10 0,5
1

AscA-askorbinska kiselina (engl. ascorbic acid)
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Mijerenje stabilnosti i koncentracije enzima provodi se kao u poglavlju 3.3.3., stime dase s

mjerenjem vremena poc¢ne dodatkom celuloze i H202, odnosno AscA.

3.3.5. Ispitivanje dodatka celuloze i sinergijskog u¢inka vodikovog peroksida (H20>) i
askorbinske kiseline (AscA) na stabilnost LPMO

Ispitivan je utjecaj celuloze uz dodatak H2O2 i AscA na stabilnost LPMO. Ispitivanje
sinergijskog utjecaja H202 i AscA provodilo se u 2 slu¢aja uz 100 mg/mL celuloze: u prvom
slucaju je koncentracija H2O> drzana konstantnom, a koncentracija AscA je mijenjana, dok je
u drugom slu¢aju koncentracija ASCA drzana konstantnom, a koncentracija H202 je mijenjana.
Stabilnost je ispitivana pri koncentracijama navedenima u tablici 5. Za ispitivanje stabilnosti
koriStena je 10 mM otopina AsSCA u ultra¢istoj vodi u oba slucaja, 1000 mM otopina H202 u
ultradistoj vodi za prvi slucaj, te 50, 250 i 1000 mM otopine H2O> u ultracistoj vodi (kako bi se

smanjio volumen otopine H202 u odnosu na ukupni volumen) za drugi slucaj.

Tablica 5. Ispitivane koncentracije H202 i AscA za ispitivanje sinergijskog utjecaja na
aktivnost LPMO uz 100 mg/mL celuloze
100 mg/mL celuloze

Stalna koncentracija H20. = 10 mM

Stalna koncentracija AscA = 0,5 mM

Co (AscA)/mM Co (H202)/mM
0,1 0,5
0,3 5
0,5 10

Mijerenje stabilnosti provodi se kao u poglavlju 3.3.3., s time da se s mjerenjem vremena

poc¢ne dodatkom celuloze, H20: i AscA.

3.4. OBRADA PODATAKA

Za opisivanje deaktivacije enzima koristeni su matematicki modeli deaktivacije 1. reda

(jednadzba 2), 2. reda (jednadzba 3) i n-tog reda (jednadzba 4).
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gdje je kq konstanta brzine deaktivacije, A aktivnost enzima , n vrijednost reda deaktivacije.
Eksperimentalni podaci obradeni su u programskom paketu Scientist. Na temelju
pretpostavljanin modela deaktivacije i eksperimentalnih podataka procjenjuju se parametri
modela te se provodi simulacija. Potrebni parametri procjenjuju se nelinearnom regresijom
simpleks metodom ili metodom najmanjih kvadrata koje pronalaze minimalni zbroj kvadrata
greSke izmedu eksperimentalnih podataka i podataka dobivenih pomoc¢u modela. Simpleks
metoda se koristi prilikom odredivanja priblizne vrijednosti parametara, odnosno kada je velika
razlika izmedu pocetne vrijednosti parametra i njegove prave vrijednosti. Za odredivanje
vrijednosti parametara prikladnija je metoda najmanjih kvadrata. Nakon procjene parametara
slijedi provodenje simulacije rjeSavanjem diferenacijalnih jednadzbi modela. Numericke
metode za rjeSavanje diferencijalnih jednadzbi sustava Scientist su Euler-ova metoda, Runge-
Kutta metoda cCetvrtog reda, Bulrisch-Stoer metoda i EPISODE algoritam. Na temelju
eksperimentalnih podataka procijenjena je konstanta brzine deaktivacije te red reakcije
deaktivacije. Navedeni parametri su koriSteni za simulacije pomo¢u modela, odnosno za
predvidanje preostale aktivnosti enzima u ispitivanim uvjetima. U svrhu statisticke usporedbe
modela koristeni su kriteriji koeficijent determinacije (R?) te MSC (engl. Model Selection
Criterion) (jednadzba 5).

n .. V2 .
MSC = (ZL=1W1 Yexp,i—Yexp) ) . ZTp [5]

Z?=1 Wi'(Yexp,i_Yraé,i)z
Gdje je: n broj ponavljanja, wi tezinski faktor, Yexp,i Vrijednost eksperimentalnih

podataka, Y,,, srednja vrijednost podataka, Y. vrijednost izracunatih podataka, p razina

signifikantnosti.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Odredeni LPMO enzimi imaju komercijalnu primjenu u enzimskim pripravcima za
razgradnju lignoceluloznih sirovina stoga je bitno poznavati kako reakcijski uvjeti utjeCu na
njegovu operacijsku stabilnost. U ovom radu prvotno je ispitana aktivnost i stabilnost NcLPMO
pri 30 °C i pH 6 tijekom 3 dana. Pokazalo se da je enzim u navedenim uvjetima stabilan,
odnosno ne dolazi do gubitka aktivnosti. Nakon toga se pristupilo ispitivanju utjecaja razlicitih
pocetnih koncentracija vodikovog peroksida i askorbinske kiseline, njihovog sinergistickog
utjecaja na aktivnost i stabilnost te utjecaj dodatka celuloze (supstrata) na stabilnost u oba
navedena slucaja pri identiénim uvjetima tijekom 250 min. Potom je pomocu programskog
paketa Scientist odreden model reakcije deaktivacije za sve ispitane sluc¢ajeve. Odredivanje

modela ispitivanih reakcija deaktivacije nije provedeno u dosad objavljenim istrazivanjima.

4.1. Utjecaj razli¢itih koncentracija H20O2 i AscA na stabilnost NcLPMO

Na slici 8 prikazani su rezultati ispitivanja stabilnosti NCLPMO pri razli¢itim
koncentracijama vodikovog peroksida, a na slici 9 rezultati pri razli¢itim koncentracijama
AscA. Stabilnost se ispitivala mjerenjem preostale aktivnosti enzima u vremenu prilikom
njegove inkubacije s odredenom koncentracijom H20., odnosno AscA. Pri koncentraciji od 0,1
mM H20: zapazen je porast stabilnosti jer H2.O: djeluje kao kosupstrat (Prilog 2, Slika 1), a
porastom koncentracije dolazi do deaktivacije zbog oksidacije histidinskih ostataka u aktivnom
mjestu. Pri koncentracijama ve¢im od 1 mM ne dolazi do znacajnog pada stabilnosti. Utjecaj
H20> na stabilnost enzima izrazen je tijekom prvih 60 minuta, a nakon toga poprima otprilike
stalnu vrijednost.

Povecanjem koncentracije dodane AscA dolazi do brZe inaktivacije enzima te je enzim
inaktiviran u vecoj mjeri kod dodatka vec¢ih koncentracija AscA u odnosu na manje
koncentracije. Ovo moze biti posljedica poznate popratne reakcije u kojoj LPMO uz reducens
i Kisik, a u odsustvu supstrata generira H2O>. Ukoliko dode do akumulacije H2O2, on viSe ne
djeluje kao kosupstrat ve¢ inaktivira enzim. Do istog zakljucka su dosli 1 Stepnov 1 suradnici u
istrazivanju iz 2021. godine (Stepnov i sur, 2021b) u koje su ispitivali utjecaj razli¢itih
reducensa na katalitiCku u€inkovitost LPMO. Takoder, do inaktivacije brze dolazi pri ve¢im
koncentracijama AscA (0,5 mM i 1 mM) u odnosu na manje koncentracije. Usporedbom
preostale aktivnosti enzima pri dodatku AscA i H>O2 mozZe se zamijetiti da dodatak AscA
uzrokuje znatno veéu deaktivaciju NCLPMO. U dosad objavljenoj literaturi nema dostupnih

podataka o utjecaju askorbinske kiseline i H.O> na stabilnost LPMO bez dodatka supstrata.
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Slika 8. Stabilnost NCLPMO pri razli¢itim koncentracijama H.O>; temperatura 30 °C, Vreaktora
=1 mL, cLemo= 0,09 mg/mL u 50 mM NaP puferu pH 6 (radni uvjeti)
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Slika 9. Stabilnost NcCLPMO pri razli¢itim koncentracijama AscA pri radnim uvjetima

Za opisivanje dobivenih rezultata koristena su tri matematicka modela inaktivacije enzima:
model 1. reda (jedn. 2), model 2. reda (jedn. 3) i model n-tog reda (jedn. 4). Kako poveéanjem
koncentracije H202 iznad 1mM nije doslo do znacajnog pada aktivnosti, napravljena je jedna
simulacija za sve 3 ispitivane koncentracije (Prilog 2, Slika 2). Preostala aktivnost za sve tri
koncentracije H20> iznosi 69 % pocetne aktivnosti. Graficka usporedba modela za svaku
ispitivanu koncentraciju AscA nalazi se u prilogu 2 (Slika 3). U sklopu statisticke usporedbe
modela kori§teni su kriteriji koeficijenta determinacije (R?) te MSC (Slika 10). Vrijednost R? se

najcesce primjenjuje u statistici u svrhu procjene prilagodbe modela regresijske jednadzbe.
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Vecéa vrijednost R? 0znacava bolje slaganje s modelom. Vrijednost R? najveca je za model n-
tog reda kod svih ispitivanih koncentracija H202 i AscA. Kao dio programskog paketa Scientist
vrijednost MSC se koristi za prihvacanje ili odbacivanje modela. Veca vrijednost MSC
oznacava bolje slaganje s modelom. Vrijednosti MSC za zajedni¢ku simulaciju najvise su za

model n-tog reda, a isti se trend javlja i kod ispitivanih koncentracija AscA (Slika 11).
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Slika 10. Statisticka analiza modela inaktivacije NCLPMO pri razli¢itim koncentracijama H2O>
u radnim uvjetima
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Slika 11. Statisti¢ka analiza modela inaktivacije NCLPMO pri razli¢itim koncentracijama AscA
u radnim uvjetima

Prema grafovima iz priloga 2 te prema statistickim analizama prikazanima na slikama 10 i
11 zakljuCujemo da se inaktivacija NcLPMO dodatkom H202 moze opisati pomoc¢u modela n-
tog reda, dok inaktivaciju dodatkom AscA najbolje opisuje model n-tog reda, ali i model 2. reda
daje dobre rezultate.

Koristenjem programskog paketa Scientist procijenjene su konstante brzine inaktivacije za
kinetike 1., 2. i n-tog reda (kd), @a za model n-tog reda odreden je i red reakcije deaktivacije (n)

(tablica 6 i 7). Sto je veca konstanta deaktivacije, enzim brze gubi aktivnost, tj. ima manju
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stabilnost, stoga je pozeljno da te konstante imaju $to nize vrijednosti. Konstanta brzine
deaktivacije (pri dodatku H2O>) za zajednic¢ki model n-tog reda iznosi 0,041201 1/min, a red
reakcije inaktivacije 14,68354. Konstanta brzine deaktivacije za model n-tog reda (Kdn)
oc¢ekivano raste porastom koncentracije dodane AscA. Poveéanjem koncentracije AscA s 0,1
mM na 0,3 mM konstanta deaktivacije poprima pet puta vecu vrijednost, a daljnjim povecanjem
na 0,5 mM poprima 19 puta vecu vrijednost u odnosu na vrijednost pri 0,3 mM. Daljnjim
povecanjem na 1 mM AscA konstanta deaktivacije udvostrucila vrijednost. Ovisnost moze se
za model n-tog reda opisati polinomom treéeg stupnja (R? = 0,9864):

kgn = —8,255C3ca + 13,467¢2,.4 — 2,6592C45c4 [6]

Tablica 6. Procijenjeni parametri modela 1. reda, 2. reda te n-tog reda inaktivacije pri
razli¢itim koncentracijama H2O, u radnim uvjetima

Model 1. reda | Model 2. reda Model n-tog reda
CH202/ MM - ) .
Ka/ 1/min Ka/ 1/min Kan/ 1/min n
zajednicka simulacija
(1, 5, 10 MM) 0,001718 0,002231 0,041201 14,68354

Tablica 7. Procijenjeni parametri modela 1. reda, 2. reda te n-tog reda deaktivacije pri razli¢itim
koncentracijama AscA u radnim uvjetima

Model 1. reda | Model 2. reda Model n-tog reda
Cascal MM - - -
ka/ 1/min ka/ 1/min Kan/ 1/min n
0,1 0,003311405 0,004642545 0,008764105 4,16
0,3 0,009653738 0,017116755 0,051195262 4,16
0,5 0,02216548 0,052841 1 4,16271175
1 0,119836134 0,192806 2,078835 4,162261

4.2. Sinergijski utjecaj H.O2 1 AscA na stabilnost NcLPMO

Stabilnost se ispitivala mjerenjem aktivnosti enzima u vremenu prilikom njegove inkubacije
s 10 mM H20: i varijacijom koncentracije AscA, odnosno s 0,5 mM AscA i varijacijom

koncentracije H20>.
4.2.1. Stabilnost NcLPMO pri fiksnoj koncentraciji H.O> uz varijaciju koncentracije AscA

Na slici 12 prikazani su rezultati ispitivanja stabilnosti NcLPMO uz fiksnu koncentraciju
H202 0d 10 mM pri razli¢itim koncentracijama ASCA. Povecanje koncentracije AscA uzrokuje
jacu inaktivaciju NcLPMO. Dodatak AscA u koncentraciji ve¢oj od 0,1 mM u reakcijsku

smjesu s 10 mM H,O> pridonosi inaktivaciji u ve¢oj mjeri u odnosu na inaktivaciju bez dodatka
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AsCA (10 mM H;0> na slici 12). Znacajan pad aktivnosti pri koncentraciji AscA od 0,3 mM
objasnjava literaturni podatak da Kmeasca) za LPMO iznosi 100 uM (Kuusk i Véljamae, 2021).
Pri koncentracijama ve¢im od Kmasca) te uz prisutnost H.O> do izrazaja dolazi utjecaj reakcije
peroksidacije reducensa na inaktivaciju NcLPMO. U dosad objavljenoj literaturi nema podataka

o utjecaju razli¢itih koncentracija AscA na stabilnost LPMO pri fiksnoj koncentraciji H2O>,

—10mM H202 —#—0.1mMAA ——03mMMAA —&—05mMMAA —@—1mM AA
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Slika 12. Stabilnost NcLPMO pri fiksnoj koncentraciji H.O te uz varijacije koncentracije
AsCA pri radnim uvjetima

Za opisivanje dobivenih rezultata koriStena su tri matematicka modela inaktivacije enzima
(model 1., 2. i n-tog reda), a simulacije modela na osnovu podataka za svaku ispitivanu
koncentraciju nalaze se u prilogu 3 (Prilog 3, Slika 1). Radi statisticke usporedbe modela
reakcije inaktivacije koristeni su kriteriji koeficijent determinacije (R?) te MSC (slika 13). Pri
koncentracijama od 0,1 mM, 0,5 mM i 1 mM AscA vrijednosti R? priblizno su jednake za sve
modele, odnosno sva tri modela podjednako dobro opisuju sustav, dok se pri koncentraciji od
0,3 mM AscA kao najbolji istice model n-tog reda. S obzirom na MSC, razlike izmedu modela
Su izraZenije nego s obzirom na R? te se za koncentracije od 0,3 mM i 1 mM AscA model n-

tog reda pokazao najboljim, a za ostale koncentracije model 2. reda.
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Slika 13. Statisticka analiza modela inaktivacije NcCLPMO pri fiksnoj koncentraciji H2O: i
razli¢itim koncentracijama AscA u radnim uvjetima

Na temelju graficke (Prilog 3, Slika 1) i statisticke analize (slika 13) mozZe se zakljuciti da
reakciju inaktivacije NcLPMO dodatkom AscA uz fiksnu koncentraciju H202 najbolje opisuje
model n-tog reda, za sve koncentracije osim za 0,5 mM AscA koju najbolje opisuje model 2.
reda. Koristenjem programskog paketa Scientist procijenjene su konstante brzine inaktivacije
za Kinetike 1., 2. i n-tog reda (kq), a za model n-tog reda odreden je i red reakcije deaktivacije
(n) (tablica 8).

Tablica 8. Procijenjeni parametri modela 1. reda, 2. reda te n-tog reda inaktivacije pri fiksnoj
koncentraciji H-O2 od 10 mM i razli¢itim koncentracijama AscA u radnim uvjetima

Model 1. reda Model 2. reda Model n-tog reda
CAscA/ mM _ _ _
Ka/ 1/min K/ 1/min Kan/ 1/min n
0 0,000185 0,000377 0,007456 7,67331804
0,1 0,002175592 0,002559435 0,004284315 4,82235385
0,3 0,013877648 0,032991671 0,094169831 4,82235385
0,5 0,057070441 0,126703775 4,33787022 4,82235385
1 0,111540522 0,287746134 42,4072479 4,82235385

Konstante brzine deaktivacije rastu porastom koncentracije AscA kod svih modela. Prema
tablici 8 moze se zakljuciti da pri niskim koncentracijama AscA konstante brzine deaktivacije
poprimaju niske vrijednosti, dok pove¢anjem koncentracije na 0,3 mM i viSe uzrokuje nagli
porast konstante brzine deaktivacije, odnosno nagli pad aktivnosti enzima. Taj pad aktivnosti
je znacajniji u ovakvom sustavu gdje je dodan H202 u odnosu na sustav gdje je dodana samo
AsCA (tablica 9). Dodatkom 0,5 mM AscA kqn poraste 46 puta u odnosu na kgn za 0,3 mM
AsCA, odnosno kgn Uz dodatak 1 mM AscA poraste 9 puta u odnosu na kgn s 0,5 mM AscA. Ova

ovisnost moze se za model n-tog reda opisati jednadzbom: (R? = 0,9978)
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kdn = 39)817CASCA4'1284 [7]

Tablica 9. Preostala aktivnost enzima pri razli¢itim koncentracijama AscA i uz dodatak 10 mM
H20,

Casca/ MM | Preostala aktivnost-samo AscA/ % Preostala akti\lilr;cc);szt} '(;)SCA +10mM
0 100 71
0,1 71 72
0,3 38 29
0,5 15 11
1 11 7

4.2.2. Stabilnost NcLPMO pri fiksnoj koncentraciji AscA uz varijaciju koncentracije H2O:

Na slici 16 prikazani su rezultati ispitivanja stabilnosti NcLPMO uz fiksnu koncentraciju AscA
od 0,5 mM pri razli¢itim koncentracijama H20,. Povecanje koncentracije H2Oz iznad 0,5 mM
ne uzrokuje znacajne promjene deaktivacije enzima. Dodatak 0,1 mM H.O> zapravo uzrokuje
malo povecanje aktivnosti NcCLPMO u odnosu na aktivnost bez dodatka H,O (0 mM H.O; na
slici 14).

11 ——0mM H202
1 —8—0,1 mM H202
0.9 ——0,5mM H202
08 —&— 1 mM H202
0.7
06 —e— 10 mM H202
20
< 05
0.4
03
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0
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Slika 14. Stabilnost NcLPMO pri fiksnoj koncentraciji AscA te uz varijacije koncentracije
H>0> pri radnim uvjetima

Ovo se moze objasniti ¢injenicom da njegov dodatak u koncentraciji 0,1 mM nije uzrokovao
smanjenje aktivnosti u eksperimentu gdje se ispitivao njegov utjecaj na aktivnost, odnosno da
je navedena koncentracija H20> dovoljno mala da ne uzrokuje deaktivaciju LPMO, ve¢ djeluje

kao kosupstrat. Preostala aktivnost enzima pri ispitivanim koncentracijama AscA i H.O2 manja
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je nego kada su komponente dodavane zasebno (Prilog 6, Tablice 1 i 2). Razlog tome je
sinergisti¢ki utjecaj ovih dviju komponenti na aktivnost NCLPMO koji rezultira inaktivacijom
NcLPMO u veéoj mjeri nego ove dvije komponente zasebno. U dosad objavljenoj literaturi
nema podataka o utjecaju razliCitih koncentracija H20. na stabilnost LPMO pri fiksnoj
koncentraciji AscA.

Reakcija inaktivacije opisana je trima modelima kao i u prethodnim slucajevima, a
simulacije na osnovu podataka za svaku ispitivanu koncentraciju nalaze se u prilogu 3 (Prilog
3, Slika 2). Radi statisticke usporedbe modela reakcije inaktivacije koristeni su parametri R? te
MSC (slika 15). Model n-tog reda se s obzirom na oba statistiCka parametra pokazao najboljim
za opisivanje reakcije deaktivacije NcLPMO u ispitivanim uvjetima. Od ove pojave odstupa
reakcija pri najveéoj koncentraciji vodikovog peroksida koju bolje opisuje model 2. reda. S
obzirom na to da razlika nije znac¢ajna moze se zakljuciti da reakciju deaktivacije NCLPMO pri

fiksnoj koncentraciji AscA te uz varijacije koncentracije H202 najbolje opisuje model reakcije

n-tog reda.
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Slika 15. Statisticka analiza modela inaktivacije NCLPMO pri fiksnoj koncentraciji AscA i
razli¢itim koncentracijama H>O> u radnim uvjetima

Pomoc¢u programskog paketa Scientist procijenjene su konstante brzine inaktivacije za
kinetike 1., 2. i n-tog reda (kd), a za model n-tog reda odreden je red reakcije deaktivacije (n)
(tablica 10). Sukladno povecanju koncentracije H20z, raste i vrijednost kgn i to 3, 160 odnosno
2584 puta u odnosu na reakciju bez dodatka H>O,. Prema tablici 10 kgn pri niskim
koncentracijama H20: poprimaju niske vrijednosti, no vise su od konstanti brzine deaktivacije
pojedina¢nih koncentracija AscA i H20.. Ovisnost se moze za model n-tog reda opisati
eksponencijalnom jednadzbom (R? = 0,9989):

kg = 2,1949¢7:3457¢H202 [8]
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Tablica 10. Procijenjeni parametri modela 1. reda, 2. reda te n-tog reda inaktivacije pri fiksnoj
koncentraciji AscA od 0,5 mM i razli¢itim koncentracijama H.O> u radnim uvjetima

Model 1. reda Model 2. reda Model n-tog reda
CH202/ MM - X )
ka/ 1/min Ka/ 1/min Kan/ 1/min n
0 0,02216548 0,05284077 1 4,162711
0,1 0,023547292 0,050180065 3,245948850 6,483401
0,5 0,118981248 0,213782604 160,279439 6,483401
1 0,279664908 0,783571654 2584,23004 6,483401

4.3. Utjecaj razlicitih koncentracija celuloze na stabilnost NCLPMO

Na slici 16 nalaze se rezultati ispitivanja aktivnosti NcLPMO pri 2 razli¢ite koncentracije
celuloze: 50 mg/mL i 100 mg/mL. Stabilnost se ispitivala mjerenjem aktivnosti enzima u
vremenu prilikom njegove inkubacije s odredenom koncentracijom celuloze. Radi vezanja
enzima na celulozu, u svim eksperimentima s celulozom mjerila se koncentracija vezanog
enzima te odredivala specifi¢na aktivnost prema jednadzbi 1. U prisutnosti ve¢e koncentracije
celuloze enzim je stabilniji te nakon 2,8 dana preostala specifi¢na aktivnost NcCLPMO iznosi 82
%, a kod koncentracije 50 mg/ml oko 45 %. Isti trend dobiven je u eksperimentu iz 2021. godine
u kojem je ispitivana stabilnost LPMO uz dodatak H;O: pri razli¢itim koncentracijama
bakterijske mikrokristalinine celuloze (engl. bacterial microcrystalline cellulose, BMCC).
Vrijeme poluzivota LPMO je vecée pri ve¢im koncentracijama BMCC (Kuusk i Valjamae,
2021).

Dodatkom celuloze kao supstrata, odredeni dio enzima se adsorbira na supstrat. Udio
enzima adsorbiranog na supstrat odreden je mjerenjem koncentracije proteina u supernatantu
reakcijske smjese u odnosu na koncentraciju proteina u puferu prije dodatka celuloze. S
obzirom na rastuci i padajuéi trend (slika 17), moze se zakljuciti da je adsorpcija reverzibilna,
a pri vec¢oj koncentraciji celuloze viSe se enzima i adsorbira. Kod koncentracije celuloze od 100
mg/mL maksimalna adsorpcija je postignuta nakon 38 minuta nakon ¢ega konstantno opada, a
pri 50 mg/mL u 940j minuti nakon ¢ega opada. S obzirom na navedene rezultate, za daljnje

eksperimente s celulozom odabrana je koncentracija od 100 mg/mL.
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Slika 16. Stabilnost NcLPMO pri ispitivanim koncentracijama celuloze (temperatura 30 °C,
Vreaktora = 1 mL, cLpmo = 0,18 mg/mL u puferu 50 mM NaP pH 6 (radni uvjeti u eksperimentima
s celulozom).
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Slika 17. Udio adsorbirane NcLPMO pri razli¢itim koncentracijama celuloze

4.4. Utjecaj razli¢itih koncentracija H>O> i AscA uz celulozu na stabilnost NcLPMO

Na slici 18 prikazani su rezultati ispitivanja stabilnosti NCLPMO pri razli¢itim
koncentracijama vodikovog peroksida u prisutnosti celuloze, a na slici 19 rezultati pri razli¢itim
koncentracijama AscA u prisutnosti celuloze. Stabilnost se ispitivala mjerenjem aktivnosti
enzima u vremenu prilikom njegove inkubacije s odredenom koncentracijom H2O2 i 100 mg

celuloze, odnosno AscA i 100 mg celuloze.
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Slika 18. Stabilnost NcCLPMO pri razli¢itim koncentracijama H202 uz celulozu pri radnim
uvjetima
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Sli_ka_ 19. Stabilnost NCLPMO pri razli¢itim koncentracijama AscA uz celulozu pri radnim
uvjetima

Prema slici 18 moze se zakljuéiti da pri svim koncentracijama H2>O. aktivnost enzima
opada s vremenom te da koncentracija dodanog H>O> nema utjecaj na mjeru inaktivacije
enzima, isto kao i u eksperimentu bez celuloze (slika 8). U usporedbi s eksperimentom bez
dodatka celuloze (Prilog 6, Tablica 2) vidljivo je da je enzim stabilniji kada je u eksperiment
dodan supstrat. Razlog tome je smanjeni utjecaj H.O. na deaktivaciju enzima, jer se
pretpostavlja da je uklju¢en u reakciju oksidacije celuloze kao kosupstrat. Literaturnih podataka
za LPMO iz carstva gljiva ne postoje, no istrazivanjem iz 2017. godine Bissaro i suradnici
ispitivali su utjecaj H2O> na bakterijsku LPMO. Rezultati su pokazali da do reakcije oksidacije

kristalinicne celuloze ne dolazi ukoliko u reakciji ne postoji reducens (Bissaro i sur., 2017).
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Odstupanja eksperimentalnih podataka od podataka iz literature mogu biti rezultat koristenja
deset puta veée koncentracije supstrata ¢iji razgradni proizvodi nastali oksidacijskim
ostecenjem zbog dodatka H.O> mogu sluziti kao donori elektrona pa do reakcije ipak dolazi.

Dodatkom AscA u koncentraciji 0,1 mM u prisustvu celuloze dolazi do vece inaktivacije
enzima nego dodatkom 0,3 mM. Pretpostavka je da je manjim koncentracijama reakcija
peroksidacije reducensa dominantnija jer je Kmeasca) 0,1 mM (kao elektron donor Koristi se i
kisik), dok je pri 0,3 mM AscA reakcija oksidacije celuloze dominantnija u odnosu na reakciju
peroksidacije reducensa §to pridonosi vecoj stabilnosti enzima. Pri koncentracijama veé¢im od
0,3 mM utjecaj reakcije peroksidacije reducensa dolazi do izrazaja. Stabilnost enzima je
generalno vecéa u eksperimentu s celulozom nego bez nje (Prilog 6, Tablica 1), pa se kao i u
prethodnom eksperimentu moze zakljuciti da supstrat pridonosi stabilizaciji enzima. Rezultati
eksperimenta se ne slazu s rezultatima iz literature (Mdaller i sur., 2018). Literaturni podaci
ukazuju da povecanjem koncentracije AscA dolazi do povecanja aktivnosti LPMO. Ovo
odstupanje moze biti posljedica koristenja enzimskog celulolitickog koktela sa samo 15 % w/w
LPMO, stoga se stvaran uc¢inka LPMO ne moze sa sigurnoséu utvrditi. Ovakvo znacajno
odstupanje potrebno je ispitati u zasebnom istrazivanju.

Za opisivanje dobivenih rezultata koriStena su tri matematicka modela inaktivacije enzima:
model 1. reda (jedn. 2), model 2. reda (jedn. 3) i model n-tog reda (jedn. 4). Kako povecanje
koncentracije H202 ne utjeCe na mjeru inaktivacije, napravljena je jedna simulacija za sve 3
ispitivane koncentracije (Prilog 4, Slika 1). Graficka usporedba modela za svaku ispitivanu
koncentraciju AscA nalazi se u prilogu 4 (Prilog 4, Slika 2). Radi statisti¢ke usporedbe modela

reakcije inaktivacije koristeni su parametri R 2 i MSC (slike 20 i 21).
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o 0.6 Hl.re
S s
0.4 ® 2.red
02 M n-ti red
0
1. red 2.red n-ti red 1. red 2.red n-ti red
Crz0/ MM Crzo/ MM

Slika 20. Statisticka analiza modela inaktivacije NCLPMO pri razli¢itim koncentracijama H20>
uz celulozu u radnim uvjetima
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Slika 21. Statisticka analiza modela inaktivacije NCLPMO pri razli¢itim koncentracijama AscA
uz celulozu u radnim uvjetima

Model n-tog reda se s obzirom na oba statistiCka parametra pokazao najboljim za opisivanje
reakcije deaktivacije NcCLPMO uz celulozu te koncentracije AscA od 0,3 mM i 0,5 mM. lako
se model 2. reda pokazao boljim za opisivanje deaktivacije pri 0,1 mM AscA, zbog malih
razlika moze se zakljuéiti da se deaktivacija najbolje opisuje modelom n-tog reda.

Koristenjem programskog paketa Scientist procijenjene su konstante brzine inaktivacije za
Kinetike 1., 2. i n-tog reda (kd), a za model n-tog reda odreden je i red reakcije deaktivacije (n)
(tablice 11 i 12). Konstanta brzine reakcije deaktivacije pri dodatku H2O> te uz celulozu za
zajednicki model n-tog reda iznosi 0,003375 1/min, a red reakcije inaktivacije 6,867017. Kan za
AscA uz celulozu prati trend stabilnosti enzima u ovisnosti o koncentraciji AscA, odnosno,
inaktivacija je manja pri 0,3 mM AscA, nego pri 0,1 mM AscA, da bi pri 0,5 mM opet bila veca
u odnosu na obje Kgn.

Tablica 11. Procijenjeni parametri modela 1. reda, 2. reda te n-tog reda inaktivacije pri
razli¢itim Koncentracijama H20, uz celulozu u radnim uvjetima

Model 1. reda | Model 2. reda Model n-tog reda
CH202/ MM ; : :
ka/ 1/min K/ 1/min Kan/ 1/min n
Sve zajedno 0,001599626 0,001837 0,003375 6,867017

Tablica 12. Procijenjeni parametri modela 1. reda, 2. reda te n-tog reda inaktivacije pri

razli¢itim koncentracijama AscA uz celulozu u radnim uvjetima
Model 1. reda | Model 2. reda Model n-tog reda
CAscA/ mM _ _ N
Ka/ 1/min Ka/ 1/min Kan/ 1/min n
0,1 0,003196 0,003988 0,018455 9,06898295
0,3 0,00098 0,001094 0,00225 9,06898295
0,5 0,001247 0,003155 0,035425 8,92175285
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4.5. Sinergijski utjecaj H2O21 AscA na stabilnost NcLPMO uz celulozu

Stabilnost se ispitivala mjerenjem aktivnosti enzima u vremenu prilikom njegove inkubacije
s 10 mM H20-, 100 mg celuloze i razli¢itim koncentracijama AscA, odnosno s 0,5 mM AscA,

100 mg celuloze i razli¢itim koncentracijama H20,.

4.5.1. Stabilnost NcLPMO uz celulozu pri fiksnoj koncentraciji H.O> te uz varijaciju
koncentracije AscA

Na slici 22 prikazani su rezultati ispitivanja stabilnosti NcLPMO uz celulozu i fiksnu
koncentraciju H202 od 10 mM pri razli¢itim koncentracijama AscA. Povecanje koncentracije
AscA uzrokuje jacu inaktivaciju NCLPMO, a pri koncentraciji 0,3 mM i ve¢oj ne dolazi do
povecanja inaktivacije. Dodatak AscA u reakcijsku smjesu s 10 mM H,O> pridonosi inaktivaciji
u vec¢oj mjeri u odnosu na inaktivaciju pri istoj koncentraciji H.O2 bez dodatka AscA (10 mM
H20; naslici 22). Znacajan pad aktivnosti pri koncentraciji 0,3 mM AscA objaSnjava literaturni
podatak da Kmasca) za LPMO iznosi 100 uM (Kuusk i Valjamée, 2021). Pri koncentracijama
ve¢im od Kmasca) do izrazaja dolazi utjecaj reakcije peroksidacije reducensa na inaktivaciju
NcLPMO. lIsti se efekt javlja i u reakciji bez celuloze te je pri istim koncentracijama enzim

stabilniji u usporedbi s eksperimentima bez celuloze (Prilog 6, Tablica 2).

—10 mM H202 ——10 mM H202 +0,1 mM AscA

1.2
—&— 10 mM H202 +0,3 mM AscA —&—10 mM H202 +0,5 mM AscA

0.8

As /-

0.6
0.4

0.2

0 50 100 ¢/ min 150 200 250

Slika 22. Stabilnost NcLPMO uz celulozu pri fiksnoj koncentraciji H2O; te razli¢itim
koncentracijama AscA pri radnim uvjetima

Druk¢iji rezultati dobiveni su u eksperimentu s bakterijskom LPMO te hitinom kao
supstratom uz fiksnu koncentraciju H202 od 20 uM (Kuusk i sur., 2018) - povecanjem

koncentracije AscA dolazi do povecanja aktivnosti LPMO. Razlozi ovakvog odstupanja mogu
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biti razli¢iti, od ¢injenice da su u eksperimentima koristene LPMO iz razli¢itih organizama, da
su koristeni razliciti supstrati, do ¢injenice da su ispitivane razlicite koncentracije AscA, te da
je fiksna koncentracija H2O> u eksperimentima razlicita. Ovako velika odstupanja takoder je
potrebno ispitati u zasebnom istrazivanju.

Za opisivanje dobivenih rezultata koriStena su tri matemati¢ka modela inaktivacije enzima
kao i kod ostalih eksperimenata, a simulacije modela na osnovu podataka za svaku ispitivanu
koncentraciju nalaze se u prilogu 5 (Prilog 5, Slika 1). Radi statisticke usporedbe modela
reakcije inaktivacije koristeni su kriteriji koeficijent determinacije (R?) te MSC (slika 23). S
obzirom na oba kriterija i simulacije modela, za reakciju deaktivacije (NcLPMO uz celulozu,
10 mM H20- te varijacije koncentracije AscA) najboljim se pokazao model n-tog reda, dok
modeli 1. i 2. reda nisu bili prihvatljivi.

1.2 2.5
1 2
08 1.5
1
@ 0.6 H1. red
g 0.5 5 red
0.4 W 2re
: 0 u l- M n-ti red
0.2 05 mM M mM
’ scA A AscA
0 -1
0,1 mM AscA 0,3 mM AscA 0,5 mM AscA 15
CAscA/ mM CAscA/ mM

Slika 23. Statisticka analiza modela inaktivacije NCLPMO uz celulozu pri fiksnoj koncentraciji
H>0: te razli¢itim koncentracijama AscA pri radnim uvjetima

Tablica 13. Procijenjeni parametri modela 1. reda, 2. reda te n-tog reda inaktivacije pri fiksnoj
koncentraciji H202 i razli¢itim koncentracijama AscA uz celulozu u radnim uvjetima

Casca/ Model 1. reda Model 2. reda Model n-tog reda
mM ka/ 1/min ka/ 1/min Ken/ 1/min n
0 0,002297725 0,00264451 0,00877442 10,9135085
0,1 0,002664 0,003069 0,032244267 10,3461005
0,3 0,005051 0,010362 3,39198338 10,9348104
0,5 0,004565 0,008013 1,31746053 10,9348104

U tablici 13 navedene su kq za svaki ispitivani model. Pri koncentraciji AscA od 0,1 mM Kan

je 3 puta veéiu odnosu na reakciju bez dodatka AscA te 105 puta manji u odnosu na reakciju s
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0,3 mM. Pokazalo da porastom koncentracije AscA iznad 0,3 mM ne dolazi do jace inaktivacije
pa je sukladno tome i kgn skoro 3 puta manji pri koncentracij 0,5 mM u odnosu na 0,3 mM
AscA. Generalno su kian u eksperimentima bez celuloze veéih vrijednosti nego u
eksperimentima s celulozom.. Ovisnost se za model n-tog reda moze opisati polinomom 2. reda
(R?=0,9594)

kgn = —25,998¢2,., + 16,163Ca504 [9]

4.5.2. Stabilnost NcLPMO uz celulozu pri fiksnoj koncentraciji AsCA te uz varijaciju
koncentracije H.O>

Na slici 24 prikazani su rezultati ispitivanja stabilnosti NcLPMO uz celulozu i fiksnu
koncentraciju AscA (0,5 mM) pri razli¢itim koncentracijama H2O>. Poveéanje koncentracije
H20, uzrokuje jacu inaktivaciju NCLPMO. Dodatak 0,5 mM H20- u reakcijsku smjesu s 0,5
AscA 1100 mg celuloze ima manji utjecaj na stabilnost enzima u odnosu na stabilnost pri istoj
koncentraciji AscA i celuloze bez dodatka H202 (100 mg celuloze + 0,5 mM AscA na slici 24).
Razlog tome moze biti da ovu koncentraciju H20. enzim koristi kao kosupstrat, odnosno ne
dolazi do reakcije peroksidacije reducensa (AscA). No, daljnjim povecanjem koncentracije
dodanog H>O;dolazi do inaktivacija enzima spomenutom reakcijom. Isti trend dobili su Bissaro
i suradnici 2017. godine kada su ispitali dodatak H>O> u rasponu 0 - 1000 uM pri stalnoj
koncentraciji AscA od 1 mM na stabilnost bakterijske LPMO. Pri nizim koncentracijama (do
300 uM) zabiljeZen je porast stabilnosti, no porastom koncentracije zabiljeZili su deaktivaciju
enzima (Bissaro i sur., 2017). Kuusk i Véljamae proveli su sli¢no ispitivanje s LPMO iz
Trichoderme reesei s BMCC te su dobili sli¢ne rezultate (Kuusk i Valjamae, 2021). Kao i u
ostalim eksperimentima, pri istim koncentracijama H2O., enzim je stabilniji ukoliko je u
prisustvu supstrata (Tablica 2, Prilog 6).

Za opisivanje dobivenih rezultata koriStena su tri matematicka modela inaktivacije enzima
kao i kod ostalih eksperimenata, a simulacije modela na osnovu podataka za ispitivane
koncentracije nalaze se u prilogu 5 (Prilog 5, Slika 2). Radi statisticke usporedbe modela
reakcije inaktivacije koriSteni su kriteriji koeficijent determinacije (R?) te MSC (slika 25). S
obzirom na oba kriterija, najboljim se pokazao model n-tog reda. U eksperimentu s 0,5 mM

H>02, prema MSC modeli 1. i 2. reda nisu prihvatljivi za opisivanje reakcije deaktivacije.
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Slika 24. Stabilnost NCLPMO uz celulozu pri fiksnoj koncentraciji AscA te razli¢itim
koncentracijama H2O: pri radnim uvjetima
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Slika 25. Statisti¢ka analiza modela inaktivacije NcLPMO uz celulozu pri fiksnoj koncentraciji
AscA te razli¢itim koncentracijama H20- pri radnim uvjetima
U tablici 14 navedene su konstante brzine deaktivacije za svaki ispitivani model. S obzirom
na model n-tog reda moze se zakljuciti da pri niskim koncentracijama H2O2 Kgn poprimaju nize
vrijednosti u odnosu na vrijednosti pri vi§im koncentracijama H20.. Pa je tako kgn pri 5SmM
H20> za red veli¢ine ve¢i u odnosu na reakciju s 0,5 mM H20zte 64 puta manji u odnosu na Kan
pri 10 mM H202. Kadn su generalno manjih vrijednosti u usporedbi s eksperimentima pri istim
koncentracijama AscA i H2O; bez celuloze. Navedena ovisnost se za model n-tog reda moze
opisati eksponencijalnom jednadzbom (R? = 0,9998):
kg, = 0,0285¢%6842¢H202 [10]
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Tablica 14. Procijenjeni parametri modela 1. reda, 2. reda te n-tog reda inaktivacije pri fiksnoj
koncentraciji AscA i razli¢itim koncentracijama H.O» uz celulozu u radnim uvjetima

Model 1. reda | Model 2. reda Model n-tog reda
CHz02/ MM - ) ;
Ka/ 1/min Ka/ 1/min Kan/ 1/min n
0 0,001247 0,003155 0,035425 8,92175285
0,5 0,002255 0,002787 0,052396255 | 15,0102501
5 0,003936 0,005334 0,522872747 | 15,0102501
10 0,004601 0,007894 33,9351606 15,0102501
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu ovog istrazivanja moze se zakljuciti:

1.

Stabilnost NcLPMO ne mijenja se povec¢anjem koncentracije vodikovog peroksida te
iznosi 69 % pocetne aktivnosti bez prisustva celuloze, odnosno 75 % pocetne aktivnosti
uz prisustvo celuloze.

Utjecaj askorbinske kiseline na stabilnost NcCLPMO ve¢i je od utjecaja H20., te veéa
koncentracija uzrokuje 1 vecu inaktivaciju. Dodatkom celuloze enzim je pri istim
koncentracijama stabilniji.

Dodatak askorbinske kiseline i H2O2 uzorkuje inaktivaciju enzima u vec¢oj mjeri nego
te dvije komponente zasebno. Razlog tome je sinergisticki utjecaj ovih dviju
komponenti na aktivnost NcLPMO reakcijom peroksidacije reducensa. Iznimka je
dodatak 0,1 mM H20O2 u 0,5 mM AscA gdje je aktivnost ve¢a u odnosu na dodatak samo
AscA. Pretpostavka je da dodatak H20» u ovoj koncentraciji nije dovoljna za
peroksidaciju reducensa, ve¢ djeluje kao kosupstrat.

Dodatak celuloze u reakciji s askorbinskom kiselinom i H20. generalno stabilizira
enzim u odnosu na stabilnost enzima s ove dvije komponente bez dodatka celuloze.
Stabilnost enzima pri koncentraciji 0,5 mM H202 s 0,5 mM AscA i 100 mg celuloze,
veca je nego bez dodatka H203, $to ukazuje da H202 u ovoj koncentraciji djeluje kao
kosupstrat.

Reakcije deaktivacije NcLPMO dodatkom askorbinske kiseline, H2O2 i celuloze u

ispitivanim koncentracijama mogu se opisati modelom n-tog reda.
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Tablica 1. Usporedba preostale aktivnosti pri 100 mg celuloze, 10 mM H2O: i varijaciji Casca

Preostala aktivnost Preostala aktivnost Preostala
Caccal MM Preostala AscA + 10 mM H-O AscA + 100 mg aktivnost
ASCA aktivnost/ % 2~2- 1 celuloze-bez H,02/ | samo AscA/
bez celuloze/ %

% %
0 72 71 92 100
0,1 71 72 67 71
0,3 46 29 81 38
0,5 47 11 62 15
1 7 11

Tablica 2. Usporedba preostale aktivnosti pri 100 mg celuloze, 0,5 mM AsA i varijaciji Ch202

Preostala
Croa] Preostala Preostala aktivnost — aktivnost akti?/;eo?ctflgamo
H202 . H202+ 0,5 mM AscA | H20,+ 100 mg
mM aktivnost/ % H202/ %
bez celuloze/ % celuloze - bez
AscA/ %

0 62 15 100
0,1 23 100
0,5 72 12 79

1 9 78 71

5 61 68
10 47 11 72 71
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