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SaZetak

Lignocelulozna biomasa je vazan obnovljivi izvor energije i koristi se kao sirovina u proizvodnji biogoriva druge generacije. Zbog vrlo slozene
strukture, ucinkovita enzimska hidroliza lignoceluloznebiomase je kljucni izazov danasnjice. Liticka polisaharidna monooksigenaza (LPMO)
Jje nedavno otkrivena vrsta enzima koji sadrze bakar, a imaju znacajnu ulogu u oksidativnoj razgradnji netopivih biljnih polisaharida i topivih
oligosaharida. Stoga je prepoznat kao jedan od bitnih enzima u odrzivoj pretvorbi lignocelulozne biomase, a vaznost ovog enzima potvrdena
Jje brojnim istrazivanjima. Nakon reduktivne aktivacije, LPMO cijepa supstrat i potice razgradnju biomase hidrolitickim enzimima. U ovom
preglednom radu, opisana je uloga LPMO u razgradnji lignocelulozne biomase s naglaskom na strukturu LPMO i mehanizma djelovanja LPMO
na celuloznim supstratima.

Kljucne rijeci: celuloza, lignoceluloza, enzimi, liticka polisaharidna monooksigenaza

Abstract

Lignocellulosic biomass is an important renewable energy source and is used as a feedstock for the production of second generation biofuels.
Due to its very complex structure, efficient enzymatic hydrolysis of lignocellulosic biomass is a major challenge today. Lytic polysaccharide
monooxygenase (LPMO) is a recently discovered type of copper-containing enzyme that plays a significant role in the oxidative degradation of
insoluble plant polysaccharides and soluble oligosaccharides. Therefore, it is considered one of the essential enzymes for the sustainable conversion
of lignocellulosic biomass, and its importance has been confirmed by numerous studies. After reductive activation, LPMO cleaves the substrate and
promotes biomass degradation by hydrolytic enzymes. In this review, the role of LPMO in the degradation of lignocellulosic biomass is described,
focusing on the structure of LPMO and the mechanism of action of LPMO on cellulosic substrates.

Keywords: cellulose, lignocellulose, enzymes, Iytic polysaccharide monooxygenase

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
otpornost na biolosku razgradnju. Bioloska razgradnja lignoceluloznih sirovina postize se uporabom gljiva bijelog, smedeg i mekog truljenja, a
u industrijskom mijerilu se radi poveéanja uinkovitosti koriste pripravci hidrolitickih 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.
lyticpolysaccharidemonooxygenases, LPMO) koje pojacavaju aktivnost celulolitickih enzima uvelike poboljsalo u¢inkovitost procesa razgradnje
(Rezi¢ i sur., 2021).

LPMO su metaloenzimi s atomom bakra u sredistu aktivnog mjesta sudjeluju 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-
vezujuéi protein CBP21 iz bakterije Serratiamacescens katalizira oksidativno cijepanje B-1,4 glikozidne veze u hitinu te da prilikom cijepanja
nastaje C1-oksidirani oligosaharidni produkt (Kont i sur., 2020). Reakcija cijepanja ovisi o dostupnosti kisika ili vodikovog peroksida te vanjskog
donora elektrona. Preko 10 godina intenzivnog istrazivanja dovelo je do spoznaje da se LPMO nalaze u vecini carstava zivog svijeta, a danas
su klasificirani u osam grupa kategorije enzima s pomoc¢nom aktivnoScu (engl. auxiliaryactivity, AA) u bazi enzima s aktivnos¢éu na kompleksne
ugljikohidrate 1 glikokonjugate (engl. Carbohydrate-ActiveEnZymesdatabase, 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 strukturu i mehanizam njihovog djelovanja na celuloznim supstratima.

U ovom radu opisane su dosadasnje spoznaje vezane uz strukturu LPMO enzima, prikazan je mehanizam djelovanja LPMO na celuloznim supstratima
te je opisana uloga kisika odnosno vodikovog peroksida kao i donora elektrona na aktivnost odnosno stabilnost LPMOa.
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Karakteristike i struktura LPMO enzima

Iako postoje varijacije u strukturi izmedu razli¢itih grupa LPMO, svima
im je zajednicka struktura B-lanaca, tipi¢na za imunoglobuline, koju
¢ini 8-10 antiparalelnih B-nabranih plo¢a koje su povezane s petljama s
razli¢itim brojem a-uzvojnica (slika la). Domene LPMO obi¢no sadrze
200 — 250 aminokiselina, kao i kod imunoglobulina, a kona¢an broj ovisi
o duzini petlji koje povezuju B-strukture. U strukturi LPMO prisutne se
obic¢no i dvije ili tri disulfidne veze. (Span i sur., 2015). Aktivno mjesto
LPMO enzima nalazi se u sredi$tu ravne povrsine, izlozeno djelovanju
otapala, za razliku od glikozidhidrolaza 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
1b) (Ciano i sur., 2018). Pokazalo se da i molekula tirozina (odnosno
fenilalanina u grupama AA10 i AA1S5 koji razlazu hitin) ima ulogu u
katalizi (Vaaje-Kolstad i sur., 2017). U LPMO enzimima podrijetlom
iz gljiva, N-terminalna skupina histidina je posttranslacijski metilirana.
Pretpostavlja se da metilacija nema katalitiCku ulogu, ve¢ pruza zastitu
od autooksidacijske inaktivacije LPMO (Petrovi¢ i sur., 2018).
Raznolikost dimenzija LPMO, topologije povrSine za vezanje supstrata te
strukturna raznolikost LPMO posljedica su razli¢itog sastava uzvojnica
i petlji koje povezuju PB-strukture. Regioselektivnost LPMO ovisi o
ovim petljama, stoga su najvece varijacije u strukturi LPMO upravo u
tim podru¢jima. U AA10 grupi najvecée varijacije su u podrucju izmedu
prve i tre¢e f-nabrane ploce sendvi¢ strukture, koja se naziva i ,,petlja
2 (L2). Najvece varijacije u AA9 grupi javljaju se izmedu prve i druge
B-nabrane ploce sendvic strukture. L2 regija sastoji se od razli¢itog broja
petlji i kratkih uzvojnica te sadrzi jednu ili dvije aromatske aminokiseline
smjestene na povrsini.

Upravo ovo podrucje utjeCe na prepoznavanje supstrata i na specificnost
prema supstratu jer €ini velik dio aktivnog mjesta. Neki LPMO iz AA9
grupe imaju karakteristi¢an ,,umetak izmedu trece i Cetvrte f-nabrane
ploce koji se naziva ,petlja 3“ (L3) te koji stupa u interakciju s L2.
Varijacije u podrucju 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 i LC petlja nalaze se samo
uAA91AA13 LPMO te im je ¢esto u sastavu jedna ili viSe aromatskih
aminokiselina za koje postoji moguénost da sudjeluju u vezanju supstrata
(Vaaje-Kolstad i sur., 2017).

Aktivnost LPMO enzima

Dosad otkriveni LPMO pokazuju aktivnost samo na B-1,4 i o-1,4-

A

glikozidnim vezama polisaharida. Supstrati na koje LPMO djeluju
mogu biti netopivi poput kristalini¢ne celuloze, hitina i skroba (Harris i
sur., 2014; Beeson i sur., 2015; Vu i sur., 2014) ili djelomi¢no odnosno
potpuno topivi 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 donora elektrona (Berka i sur., 2011). Prvi
korak Kkatalize je redukcija bivalentnog atoma bakra Cu (II) na
aktivnom mjestu u Cu (I) 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 sinergisti¢ki s LPMO
poput celobiozadehidrogenaze, ali i formaldehid oksidoreduktaza,
polifenoloksidaza 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 Cl ili C4 ugljikovog atoma)
¢ime dolazi do neravnoteze elektrona glikozidne veze, a naposljetku i do
njenog cijepanja reakcijom eliminacije (Phillips i sur., 2011). Trenutno
nije razjasnjen mehanizam kojim LPMO aktivira O2 ili H202 te cijepa
C — H vezu. Tome pridonosi i vjerojatnost da razli¢ite kategorije LPMO
iskazuju razlicite oksidativne mehanizme tijekom cijepanja (Ciano i sur.,
2018).

S obzirom na primarnu strukturu te na specifiénost prema supstratu
LPMO enzime je moguce podijeliti na tri tipa: 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 Cega nastaju ketoaldoze koje u vodenim
otopinama hidroliziraju u gem-diole. LPMO-3 tip je slabije specifican pa
djeluje i na C1 i na C4 atome ugljikovih spojeva (slika 2) (Dimarogona
i sur.,, 2012). Pretpostavlja se i postojanje drugih tipova LPMO, poput
C6-oksidirajucih (Quinlan i sur., 2011).

H202ili 02 kao kosupstrati

Eksperimentom Erikssona i suradnika iz 1974. (Eriksson i sur., 1974)
godine dokazana je vaznost kisika i 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 H202 kao kosupstrat (Bissaro i sur.,
2017). Dokazali su da u odsutnosti supstrata dolazi do sinteze H202kao
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Slika 1. a). Struktura NcLPMO9C (Borisova i sur., 2015) b). ,, Histidinska brana* (Ciano i sur., 2018)

Figure 1. a). Structure of NcLPMOYC (Borisova et al., 2015) b). "Histidine dam” (Ciano et al., 2018)
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Slika 2. Produkti oksidacije celuloznih supstrata uz razlicite tipove LPMO enzima (prema Vaaje-Kolstad i sur., 2017)

Figure 2. Oxidation products of cellulose substrates with different types of LPMO enzymes (according to Vaaje-Kolstad et al., 2017)

produkta reakcije izmedu kisika i reducensa, dok u prisutnosti supstrata
nije moguce detektirati H202. Razlog tome je koriStenjeH202 kao
kosupstrata za reakciju oksidacije.

Kineti¢ka istrazivanja bakterijskih LPMO i LPMO iz gljiva pokazala
su da su konstanta specifi¢nosti (kcat), prividni afinitet enzima prema
supstratu (Km) te kataliticka ucinkovitost s H202 kao kosupstratom
(kcat/Km) duplo veéi nego s O2 kao kosupstratom (Kuusk i sur.,
2018). Ove zakljucke dodatno podupiru istrazivanja redoks parova koji
generiraju H202 (Bissaro i sur.,2017; Kracher i sur., 2020). Navedeno
ne iskljucuje moguénost da pravi mehanizam ovisi o bioloskim uvjetima
reakcije razgradnje te o dostupnosti supstrata odnosno kosupstrata.
Predlozeni mehanizam reakcije s H202 kao kosupstratom prikazan je
na slici 3. Bakar (Cu(Il)) 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(Il)-oksilintermedijera (ili Cu(III)-oksointermedijera)
koji moze izdvojiti atom vodika iz supstrata.

Dobiveni Cu(Il)-hidroksid reagira s radikalom supstrata povratnim
mehanizmom koji dovodi do hidroksilacije supstrata te regeneracijom
bakra u Cu(I) 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).

Kljucna razlika u koristenju H202 i O2 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).

Popratne reakcije i inaktivacija LPMO

Inaktivacija biokatalizatora (enzima) neizbjezna je pojava, a ovisi o
vrsti enzima 1 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 (Silvaisur., 2018). 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 (Rezi¢ i sur., 2021).
Atom bakra u aktivnom mjestu stabilizira LPMO strukturu, no osim
toga malo je poznato o 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). Kineticka
ispitivanja na LPMO sloZena su zbog koristenja Cvrstih supstrata i
mnogih popratnih reakcija (opisanih u nadolazecem tekstu) koje mogu
rezultirati inaktivacijom enzima.

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

Tako visoke koncentracije H202 dokazano ubrzavaju reakciju LPMO,
previsoke koncentracije, uzrokuju oksidativna oStecenja histidina u
aktivnom mjestu, odnosno inaktivaciju enzima (Bissaro i sur., 2017).
Takoder, H202u bilo kojoj reakcijskoj otopini moze uzrokovati
oksidacijska oSte¢enja Fentonovim mehanizmom (Eijsink i sur., 2019).
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Slika 3. Mehanizam oksidativnog cijepanja glikozidne veze polisaharida uz H202 kao kosupstrat (prema Bissaro i sur. 2017)

Figure 3. Mechanism of oxidative cleavage of glycosidic bonds of polysaccharides with H2O2 as a cosubstrate (according to Bissaro et al. 2017)
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Popratna reakcija LPMO koja rezultira generiranjem H202 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 H202. Drugi
mehanizam opisuje nastajanje H202u aktivnom mjestu enzima. Prvo
dolazi do redukcije molekularnog kisika, nakon Cega slijedi dodatna
redukcija drugim elektronom te adicija dva protona kako bi se superoksid
reducirao u H202. Iako ova popratna reakcija generalno doprinosi
aktivnosti LPMO (H202 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 H202 dolazi i reakcijom molekularnog kisika s reducensom
uz ione bakra kao katalizatora ¢ak i kada je on dodan u mikromolarnim
koncentracijama (Stepnov i sur., 2021).

Dodatak razli¢itih koncentracija reducensa takoder ima utjecaj na
aktivnost LPMO (Kuusk i sur., 2018). Ukoliko LPMO nije vezan
na supstrat, on moze posredovanjem H202 iz aktivne LPMO-Cu (I)
forme oksidirati u LPMO-Cu (II). Potonje rezultira stehiometrijskom
oksidacijom reducensa (na slici 4 prikazana reakcija oksidacije

Zakljuéci

Poznavanje strukture LPMO enzima i mehanizam djelovanja
LPMO enzima vazni su za uspje$no provodenje procesa razgradnje
lignoceluloznih sirovina. U dosadasnjim istrazivanjima otkrivena je
struktura nekih LPMO enzima, te se istrazuju mehanizmi djelovanja
na predobradenim celuloznim supstratima kao i na celulozi. Aktivnost
i stabilnost LPMO enzima ovisi o vrsti i koncentraciji kosupstrta i
reducensa. Reducensi reduciraju aktivno mjesto LPMO enzima i
prevode enzim u aktivni oblik. Kosupstrat je kisik, odnosno molekule
vodikovog peroksida koje sudjeluje u reakciji 1 oksidira se do vode pri
¢emu nastaje niz prelaznih reaktivnih oblika razli¢itih radikala. Radikali
djeluju na molekulu celuloze i sudjeluju u cijepanju beta-glikozidne
veze. Uz reaktivne radikale, cijepanje glikozidnih veza odvija se i drugim
mehanizmom direktnog prijenosa elektrona. Mehanizam reakcije nije
do kraja istrazen te se provode daljnja istrazivanja. Takoder, potrebno
je istraziti sinergisticki utjecaj supstrata, kosupstrata i reducensa na
heterogenu kataliticku razgradnju lignoceluloznih supstrata kao i na
aktivnost i operativnu stabilnost LPMO enzima.

askorbinske kiseline) te se ta reakcija naziva reakcija peroksidacije
reducensa (Kuusk i Viljamde, 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.
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askorbinska kiselina dehidro-askorbinska kiselina
Slika 4. Reakcija peroksidacije reducensa (askorbinske kiseline) (prema Kuusk i Viljamde, 2021)

Figure 4. Reaction of Reductant peroxidation (ascorbic acid) (according to Kuusk i Viljamde, 2021)
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