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Sissejuhatus

Lignotselluloosne biomass koosneb kolmest taime rakukesta koostises olevast biopolimeerist:
tselluloosist, hemitselluloosist ja ligniinist. Ligniin omakorda koosneb omavahel ristsidestatud p-
kumaradl-, koniferidl- ning sinapiilalkoholist, mis moodustavad p-hiidroksifeniiil (H), guaiatsidl (G)
ja sdringQdl dhikud (S). Ligniin annab taimerakkudele tugevuse ning kaitseb tselluloosi ja
hemitselluloosi hidroliiisi eest. Senini on biomassist toostuslikult kasutatud eelkdige tselluloosi ja
hemitselluloosi ning ligniini on kasitletud pigem kui mittesobivat kdrvalprodukti.

Ligniini koostises olev siisinik moodustab ligikaudu kolmandiku kogu maailma orgaanilisest siisinikust
(v.a fossiilsed kiitused), seetdttu omab ligniin suurt potentsiaali toorainena nii keemiatéostusele kui ka
eri materjalide tootjatele. Peamiseks probleemiks ligniini lagundamisel ja kasutamisel on selle
struktuuri keerukus, koostise varieeruvus, heterogeensus ning limiteeritud lahustuvus erinevates
solventides. Lisaks erinevatele flilisikalis-keemilistele meetoditele on ligniini véimalik lagundada ka
kasutades mikroorganismide poolt silinteesitud oksidatiivseid ensliime. Selliste ligninolitiliste
ensttmide hulka kuuluvad néiteks lakaasid ja peroksiidaasid.

Katalaas-peroksiidaasid on erilised bifunktsionaalsed ensliimid, mis omavad nii katalaasset kui ka
peroksiidaasset aktiivsust. Neil on tiks aktiivtsenter, mille bifunktsionaalsus sdltub kahest teineteisest
sOltuvast kofaktorist. Esimene bakteriaalne katalaas-peroksiidaas, millel nadidati ligniini lagundavat
aktiivsust parines organismist Amycolatopsis sp. 75iv2 (Brown et al., 2011) .

Antud t66 eesmargiks oli uurida termofiilsest bakterist Thermoanaerobaculum aquaticum péarinevat
katalaas-peroksiidaasi, mida saaks potentsiaalselt kasutada ligniini lagundajana to0stuslikes
tingimustes. Thermoanaerobaculum aquaticum’i katalaas-peroksiidaasi uurimiseks ekspresseeriti ning
puhastati enstiim, uuriti tema kataltutilist aktiivsust, vastupidavust kdrgendatud temperatuuridele ja
vBimet ligniini lagundada vdiksemateks fragmentideks.



1. Kirjanduse lilevaade

1.1 Lignotselluloos

Lignotselluloos on pdhiline rakukestades leiduv struktuurne komponent kdrgemates taimedes. See
koosneb kolmest biopolimeerist: tselluloos (40-60%), hemitselluloos (10-40%) ja ligniin (15-30%)
(Zhu et al., 2022). Kui tselluloos ja hemitselluloos on poliisahhariidid, siis ligniin on hargnev aromaatne
polimeer (de Gonzalo et al.,, 2016; Chauhan, 2020). Tselluloos on lineaarne homopoliimeer, mis
koosneb [3-1,4 sidestatud gliikoosi monomeeridest, kuid hemitselluloos on heteropolimeer, mis vdib
koosneda erinevatest C5 ja C6 suhkrutest (Cao et al., 2018).

Ligniin on teine kdige levinum orgaaniline poliimeer tselluloosi jarel. Ligniin annab taimerakkudele
tugevuse ja kaitseb tselluloosi ja hemitselluloosi hiidrollisi eest (de Gonzalo et al., 2016). Ligniini
polimeer moodustub kolmest erinevast monolignoolist: p-kumariilalkohol, koniferidlalkohol ja
sinapudlalkohol, mis erinevad Uksteisest metoksi-rihmade arvu poolest. Nendest moodustuvad
oksldatiivse ristsidestamise kaigus ligniini pohilised ehituskivid: p-hiidroksifentdl (H), guaiatstdl (G)
ja suringddl (S) Ghikud (Kordnyi et al., 2020), mis on omavahel Ghendatud erinevate eeter- ja siisinik-
susinik sidemetega (nt B-O-4, B-B ja B-5) (Joonis 1). Ligniini koostis soltub taime liigist (lehtpuu,
okaspuu, rohttaim) ja taimekoe tiilibist. Korgemates taimedes katalltsivad monolignoolide
polimerisatsiooni lakaasid v6i muud okslidaasid (de Gonzalo et al., 2016).
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Joonis 1. Naide ligniini struktuurist, mille moodustavad p-hldroksifentil (H), guaiatsiil (G) ja
stringlill Ghikud (S), mis on Ghendatud ligniinis enim esinevate sidemetega (de Gonzalo et al., 2016).



Taimne biomass on taastuv slisinikuallikas, millest saab toota nii kiituseid kui ka erinevaid kemikaale.
Aastas kasvab juurde umbes 100 miljardit tonni taimset biomassi (Naik et al., 2010). Enamus selles
sisalduvast sisinikust on seotud biopoliimeeride (tselluloos, hemitselluloos, ligniin) struktuuri (Brown
et al., 2011). Ligniin on neist biopoliimeeridest keemiliselt kdige keerukam oma varieeruva koostise ja
erinevate C-C ja eetersidemete tottu (Brown et al., 2011; Chio et al., 2019). Looduses toimub taimse
biomassi koostises oleva ligniini lagundamine erinevate organismide (seened ja bakterid) abil, kes
toodavad kas rakusiseseid vGi sekreteeritavaid okslidatiivseid enstiiime (Brown et al., 2011).

1.2 Perokstidaasid

Peroksiidaasid lagundavad erisuguseid peroksiide (kdige tavalisemalt vesinikperoksiidi), et okstideerida
orgaanilisi ja anorgaanilisi substraate. Peroksiidaase iseloomustab nende kataliitiline mitmekesisus ja
nende voime oksiideerida vaga erinevaid substraate nagu naiteks fenoole ja aromaatseid amiine.
Selliseid ensliime vGime leida taimedest, bakteritest ning seene- ja loomariigist. Kdige rohkem
kommertsiaalselt kasutust leidnud perokstidaasiks voib pidada madardika perokstidaasi. (de Oliveira
et al,, 2021)

Tselluloosi ja hemitselluloosi saab ensiimaatiliselt lagundada gliikosiidhiidrolaaside abil. Ligniin on
hidrolusi suhtes vastupidav ning tema lagundamine soltub okstidatiivsetest ensliimidest (Wang et
al., 2018). Sellised okslidatiivseid enstiime nimetatakse ligninoliiitilisteks enstiimideks ning need on
looduses laialt levinud. Siia kuuluvad lakaasid ja erinevad perokstidaasid nagu ligniinperoksiidaasid,
mangaanperokslidaasid, mitmekilgsed peroksiidaasid ja varvi eemaldavad peroksiidaasid (Wang et
al., 2018).

1.3 Katalaasid

Katalaasid on evolutsiooniliselt vaga vanad ensiilimid, mis kaitsevad organismi vesinikperoksiidist
tuleneva Ulimalt reaktiivse hidrokstlradikaali eest. Katalaase saab flilogeneetiliselt jaotada kolmeks:
heemi sisaldavad katalaasid, heemi sisaldavad katalaas-peroksiidaasid ja mangaani sisaldavad
katalaasid (Loewen et al., 2015). Katalaasid eksisteerivad peaaegu kdikidest aeroobsetes ning paljudes
anaeroobsetes organismides. Vahesel maaral on katalaasset aktiivsust leitud ka heemisisaldavates
valkudes, mis ei klassifitseeru katalaaside alla (Chelikani et al., 2004).

1.4 Katalaas-peroksiidaasid

Katalaas-peroksiidaasid (KatG) on enstimid (EC 1.11.1.21), millel on nii katalaasne kui ka
peroksiidaasne aktiivsus (Claiborne & Fridovich, 1979), kasutades selleks (ihte aktiivtsentrit (Ndontsa
et al., 2012). Esimene KatG struktuur avaldati 2002. aastal (Yamada et al., 2002), mis kinnitas juba
jarjestuse pohjal saadud infot, et KatG-del puudub struktuurne sarnasus monofunktsionaalsete heem-
katalaasidega, olles struktuurilt sarnased pigem taime perokstidaasidega (Njuma et al., 2014). KatG-d
kuuluvad (koos tsiitokroom C peroksiidaasi, askorbaadi peroksiidaasi ja madardika peroksiidaasiga)
klass | mitteloomsete peroksiidaaside superperekonda. KatG on ainuke esindaja oma
superperekonnas, mille katalaasne aktiivsus on vérreldav monofunktsionaalsete katalaaside omaga



(Ndontsa et al., 2012). Ka KatG-de peroksiidaasne aktiivsus on vorreldav teiste superperekonda
kuuluvate enstilimide omaga (Njuma et al., 2017).

KatG-de markimisvaarne katallltiline mitmekdlgsus ning aktiivtsentri bifunktsionaalsus peitub kahe
teineteisest sOltuva kofaktori koostodst. Nendeks kofaktoriteks on heem ja KatG-dele iseloomulik
metioniin-tlrosiin-triptofaan (MYW) jarjestus (Joonis 2). Asendades MYW-jarjestuses lkskdik millise
kolmest aminohappest mdéne teisega, vaheneb oluliselt katalaasne aktiivsus, kuid peroksiidaasne
aktiivsus sailib. Heem (ksi ei suuda KatG-le anda katalaasset aktiivsust, kuid heemi olemasolu on vajalik
enstlmi katalaasse aktiivsuse jaoks. KatG aktiivtsenter on vaga sarnane samasse superperekonda
kuuluvate peroksiidaaside aktiivtsentritega. Samas on KatG aktiivtsentril ka markimisvaarseid
erinevusi. Naiteks on KatG aktiivtsentri laheduses kaks suurt lingu, mis muudavad ligipadsu aktiivtsentri
heemile palju kitsamaks, kui on omane peroksidaasidele (Njuma et al., 2017). Ka MTW-jarjestus on
omane vaid KatG-dele, see puudub teistel samasse klassi kuuluvatel peroksiidaasidel nagu tstiitokroom
C peroksilidaas ja askorbaadi peroksiidaas (Njuma et al., 2014). MYW kofaktori struktuur on vaga
tundlik keskkonna pH-le selle [aheduses oleva arginiini tottu, mille konformatsioon on pH-st soltuv (,,R”
ja ,Y“ konformatsioonid, Joonis 2) (Njuma et al., 2014).

Joonis 2. Katalaas-peroksilidaasi aktiivtsenter. Px — proksimaalses osas paiknevad aminohapped (nt
PXHis). Ds — distaalses osas paiknevad aminohapped (nt *His). MYW - metioniin-tirosiin-triiptofaan
kofaktorisse kuuluvad aminohapped (nt M"WTrp). SWArg — pH-st s&ltuv arginiini ,lGliti“. “R” and “Y” —
arginiini ,1iliti“ erinevad konformatsioonid olenevalt keskkonna pH-st. “"Ser — aktiivtsentri
juurdepdasu kanalisse kuuluv seriin. Punased kerad — veemolekulid. Punktiiriga on naidatud
aktiivtsentrile olulised vesiniksidemed (muudetud, Njuma et al., 2014).
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Kuna KatG-de aktiivtsenter on tadiesti erinev tldpiliste katalaaside omast, siis vGib jareldada, et ka
nende katalaasne mehhanism on klassikaliste katalaaside omast erinev. KatG-de tdielikku katalaasset
mehhanismi pole veel |6plikult kindlaks tehtud. On teada, et KatG alustab oma katalaasset voi
peroksiidasset tsiklit alati ihte moodi, kui puhkeolekus enslilimi okslideeritakse vesinikperoksiidi abil
(moodustub Compound 1) (Joonis 3). Selline esimene etapp on omane nii tavalistele heemi
sisaldavatele katalaasidele, peroksiidaasidele kui ka KatG-dele. Kuidas KatG-de katalaasne mehhanism
edasi ldheb, selles pole veel konsensusele jéutud. (Njuma et al., 2017)

KatG omab klassikalist peroksiidaasset reaktsioonimehhanismi (ping-pong mehhanism). Esmalt
oksldeeritakse vesinikperoksiidi abil puhkeolekus ensliiim (moodustub katioon radikaal ehk
Compound ) ((1), Joonis 3). Seejarel okslideeritakse substraat ja moodustub Compound Il ((ll), Joonis
3), millele jargneb veel Ghe substraadi okslidatsioon ning enstiim naaseb puhkeolekusse (Joonis 3).
(Njuma et al., 2014)

MYW HiO: 70 MYW “
C,:em N P (*+ FelV=0
-~ S
. EW v ‘/f—\RH
R* + RH > Fe'V=0 R
H,0
(In

Joonis 3. Katalaas-peroksiidaasi peroksiidaasne reaktsioon. Compound I (I) moodustumine (naidatud
halliga) on (ihine nii katalaassele kui peroksiidaassele rajale. Klassikalisele peroksiidaassele
mehhanismile omane Compound Il (ll) moodustumine ning puhkeolekusse tagasi joudmine on
naidatud musta noolega (Njuma et al., 2017).

KatG on ka okstidoreduktaas, mis substraadi oksiideerimiseks vajab kofaktorina heemi ning
kosubstraadina kasutab vesinikperoksiidi. Esimene bakteriaalne KatG, millel ndidati ligniini lagundavat
aktiivsust, parines organismist Amycolatopsis sp. 75iv2 (Brown et al., 2011), (Chauhan, 2020).
Mikroorganismi T. xylanilyticus’e katalaas-peroksiidaas suudab aga oksiideerida ligniinist saadud
madalmolekulaarseid aromaatseid Ghendeid (Fall et al., 2023).

1.5 Ekstremofiilid ja ligninoliiiitilised ensiiiimid

Ekstremofiilid on mikroorganismid, kes suudavad elada &irmuslikes keskkonnatingimustes.
Ekstremofiilid pakuvad teadlastele huvi, kuna nende poolt toodetud enstimid suudavad taluda
erinevaid darmuslikke tingimusi nagu korgeid temperatuure, ekstreemseid pH vaartusi, toksilisi
fenoolseid komponente (tekivad naiteks ligniini to6tlemisel), hapnikuvaegust ja/voi kdrget osmootset
rohku. Selliseid mikroorganisme vdime leida slvamerest, kuumaveeallikatest, kaevandustest,
polaaraladelt, reoveest ja mujalt. (Zhu et al., 2022)
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Joonis 4. Lignotselluloosse biomassi to6tlemise ahel (Zhu et al., 2022).

PShilised mikroorganismid, kes suudavad ligniini depolimeriseerida, on seened ja bakterid. Need
mikroorganismid toodavad nii rakusiseseid kui ka sekreteeritavaid ligninolidtilisi enstiime. Ligniini
lagundamise teevad vdimalikuks erinevad oksidatiivsed ensliiimid. Peamised ligniini
depolimeriseerivad ensiiimid on lakaasid, mangaanperoksiidaasid, ligniinperoksiidaasid,
mitmekilgsed peroksiidaasid ja varvi eemaldavad perokslidaasid (Zhang et al., 2022). Taiendavalt
osalevad ligniini lagundamisel veel mitmesuguseid abienstiiimid, mis toodavad erinevaid ihendeid (nt
kosubstraat vesinikperoksiidi, mida vajavad peroksidaasid) ja metaboliite (nt happed), mis
stabiliseerivad enstiim-tekitatud radikaale. Lisaks osalevad ligniini struktuuri lagundamisel kaudselt ka
enslitimid, mis tekitavad reaktiivseid hendeid (Weiss et al., 2020), (Fall et al., 2023). Ekstremofiilsetest
organismidest eraldatud enstimid on sobivad kandidaadid ligniini depolimeriseerimiseks ja
rakendamiseks t6ostuslikes (aarmuslikes) tingimustes (Joonis 4) (Zhu et al., 2022).

1.5.1 Thermoanaerobaculum aquaticum

Acidobacteria hoimkonda kuuluv Thermoanaerobaculum aquaticum (Joonis 5) isoleeriti algselt
Ameerika Uhendriikide Hot Spring rahvuspargis asuvast kuumaveeallikast. Thermoanaerobaculum
aquaticum (MP-01" tiivi) on Gram-negatiivne anaeroob, mille genoomi G + C sisaldus on 62,7%.
Mitteliikuvad ja pikliku kujuga rakud (3,5-8 um pikad ja 0,2-0,3 pum laiad) ei moodusta spoore ning
jagunevad binaarselt.
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Joonis 5. Elektronmikroskoopia pilt Thermoanaerobaculum aquaticum tiivest MP-017. Md&tkava 1 um
(Losey et al., 2013).

T. aquaticum kasvab temperatuuril 50-65 °C, pH-vahemikus 6,0-8,0 ja 0—-0,5%-se (w/v) soola (NaCl)
kontsentratsiooni juures. Optimaalsetes tingimustes (60 °C; pH 6,5; 0% NaCl) on organismi
generatsiooniaeg ligikaudu 8,9 h ning maksimaalne rakutihedus 8,0-10” ml2. (Losey et al., 2013)

1.6 Ligniini eraldamine, kasutamine ja vaarindamine

Fossiilse tooraine varude ammendumine ja selle negatiivne moju keskkonnale on suunanud
teadlaskonda uurima alternatiivseid ning taastuvaid keskkonnasdbralikke ressursse. Lignotselluloosne
biomass vGiks olla selleks taastuvaks sisinikuallikaks. Siiani on biomassist peamiselt kasutatud ainult
tselluloosi ja hemitselluloosi ning ligniini on peetud pigem kasutuks kdrvalproduktiks, mida reeglina
poletatakse energia saamiseks. (Fall et al., 2023)

Toostuses (nt paberi tootmine) kasutatakse taimsest biomassist (nt puit) tselluloosi, hemitselluloosi ja
ligniini eraldamiseks eelt66tlust, milleks on traditsioonilised mehaanilised ja keemilised meetodeid.
Samas, traditsiooniliste meetodite kombineerimine bioloogiliste eelt6otlusprotsessidega
(mikroorganismide v&i ensliimidega) vbimaldaks nimetatud komponente biomassist efektiivsemalt ja
terviklikumalt  (vdhem keemilisi modifikatsioone) eraldada. Lisaks peetakse bioloogilisi
eeltootlusprotsesse ka keskkonnasdbralikumateks, kuna need tekitavad vahem toksilisi jaake (Joonis
4). (Zhu et al., 2022)

Ligniini struktuuris sisalduv slsinik moodustab umbes 30% kogu maailma (v.a fossiilne susinik)
orgaanilisest sisinikust. Tselluloosi- ja paberit6dstus toodab jadkproduktina aastas ligikaudu 50
miljonit tonni ligniini, mida saaks vaarindada (pdletamise asemel). Ligniin on sobilik tooraine, et
toostuslikult toota mitmeid materjale vdi materjalide komponente, nditeks sisinikkiudu, vaiku,
emulgaatoreid, bioplastikut, kltuseid, vahtusid jne. Lisaks vabanevad ligniini depoliimeriseerimisel
vaartuslikud aromaatsed Uhendid, mis oleks alternatiiviks fossiilsest toorainest toodetud

13



aromaatsetele ihenditele ning kemikaalidele (aromaatsed alkoholid, aldehiiiidid, happed, benseen,
tolueen, ksileenid). (Weiss et al., 2020)

Ligniini toostuslikku kasutamist raskendavad selle struktuuri keerukus, koostise varieeruvus,
heterogeensus, piiratud lahustuvus ning eelt66tluse kaigus tekkinud keemilised modifikatsioonid
(Weiss et al., 2020). Seetdttu on oluline leida uusi t6husaid mikroorganisme voi neist parit enstiime,
mis taluksid darmuslikke toostuslikke tingimusi (kdrge temperatuur, darmuslik pH jne), et ligniini
depolimeriseerida ja vadrindada (Zhu et al., 2022).
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2. T66 eesmargid

1. Thermoanaerobaculum aquaticum’i katalaas-peroksiidaasi (TaKatG) ekspressioon ja puhastamine.
2. TaKatG peroksiidaasse aktiivsuse madramine ABTS-i ja DMP-ga.

3. TaKatG katalaasse aktiivsuse maaramine H,0-ga.

4. TaKatG temperatuuritaluvuse uurimine.

5. TaKatG ligninoltttilise aktiivsuse uurimine.
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3. Materjalid ja meetodid

3.1 TaKatG ekspressioon E. coli’s

Thermoanaerobaculum aquaticum’i  katalaas-perokslidaasi (TaKatG) eelkloneeritud koodon-
optimeeritud  geenijarjestust sisaldav  (Geenipanga kood: WP_038049511.1) pET28a(+)
ekspressioonikonstrukt, mis sisaldas N-terminaalset Hise-jarjestust ja trombiini IGikesaiti, telliti Twist
Bioscience-ist. Plasmiid viidi Escherichia coli (E. coli) BL21 DE3 rakkudesse elektroporatsiooni teel. E.
coli rakud kilvati Petri tassil olevale tardso6tmele, mis sisaldas 30 pug/ml kanamutsiini (Kan) (Fisher
Scientific, Belgia), ning inkubeeriti iled66 37 °C juures (Sanyo). Tekkinud kolooniatest vGeti kilviaasaga
vaike kogus rakke, viidi 3 ml LB vedels66tmesse ning inkubeeriti Gle 66 37 °C, 180 rpm juures (New
Brunswick Scientific, innova 4300). Seejarel valmistati 1 liiter LB s66det, mis steriliseeriti autoklaavides
(121 °C, 20 min) (Sanyo, Labo Autoclave). Autoklaavitud s66tmesse lisati Kan (30 pg/ml) ja 6 ml starter-
kultuuri ning inkubeeriti 37 °C, 180 rpm juures (New Brunswick Scientific, innova 4300). Kui rakutihedus
joudis ODego = 0,6-ni, indutseeriti valguekspressioon 0,5 mM isopropliil-B-D-tiogalaktopiiranosiidiga
(IPTG) (Fisher Scientific, Belgia) ja kultuur jaeti Gle 66 30 °C, 180 rpm juurde kasvama (New Brunswick
Scientific, innova 4300). Rakud eraldati so6tmest tsentrifuugides 4000 rpm, 10 min, 4 °C (Beckman, J6
— HC Centrifuge).

3.2 E. coli rakkude liius

Tsentrifuugitud rakkude mass suspendeeriti, kasutades 30 ml puhvrit (20 mM Tris-HCI; 0,5 M NaCl; 5
mM imidasool; pH 7,5) ning rakud purustati Avestin Emulsiflex C5 homogenisaatoriga. Rakukestad
tsentrifuugiti pohja tingimustel 35000 g, 45 min, 4 °C (Sorvall, RC28S) ning saadud lisaat koguti
edasiseks puhastamiseks.

3.3 Ensiilimi puhastamine kasutades nikkel-afiinsuskromatograafiat

Lisaat kanti eelnevalt puhver A-ga (20 mM Tris-HCI; 0,5 M NaCl; 5 mM imidasool; pH 7,5)
tasakaalustatud nikkel-afiinsuskromatograafia kolonnile HiTrap™ FF, 5 ml (GE Healthcare), kasutades
AKTA pure (GE Healthcare) vedelikkromatograafia siisteemi. TaKatG Hise-margis seondus kolonnis
olevate immobiliseeritud nikli ioonidega, mille tulemusena voolutatati vdlja mitte-huvipakkuvad
valgud, kasutades A puhvrit. Kolonni pesti 5% puhver B-ga mahuga 10 kolonni ruumala, et eemaldada
mittespetsiifiliselt seondunud valgud. Huvipakkuv valk elueeriti tGusvas imidasooli gradiendis,
suurendades puhver B osakaalu (20 mM Tris-HCI; 0,5 M NaCl; 0,5 M imidasool; pH 7,5) 100%-ni.
Voolukiirus oli 5 ml/min ja fraktsiooni suurus 5 ml. Valku detekteeriti 280 nm juures ning huvipakkuvat
valku sisaldavad fraktsioonid valati kokku ning méddeti kogu valgulahuse absorptsioon lainepikkusel
280 nm. Kasutades TaKatG ekstinktsioonikoefitsienti €250 = 173830 M™ - cm™ (ProtParam, Expasy),
arvutati ligikaudne saadud enstilimi kogus. Proovile kanti peale kaks thikut trombiini (Cytiva) 1 mg
enstlmi kohta, et puhastatud valgult eemaldada Hise-margis.
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3.4 Naatriumdodetsiiuilsulfaat poluakriitilamiid geelelektroforees

Valmistati 12%-ne 1,5 mm paksusega lahutav geel ja 4%-ne 1,5 mm paksusega kontsentreeriv geel.
Proovid segati Laemmli puhvriga (4% naatriumdodetsidlsulfaat (SDS); 20% gliitserool; 120 mM Tris-
HCI; 0,02% (w/v) bromofenool sinine) ja kuumutati 98 °C juures 5 min (BioSan, TS-100). 15 pl proovi ja
valgu markerit (Thermo Scientific, Leedu) kanti geeli slivenditesse. Naatriumdodetsiililsulfaat
poltakritlamiid geelelektroforees (SDS-PAGE) (Bio-Rad, PowerPac Basic) viidi labi konstantsel
voolutugevusel 25 mA, kasutades 1x SDS-foreesipuhvrit (25 mM Tris-HCI; 192 mM glitsiin; 0,1% SDS;
pH 8,3). Valgud visualiseeriti Coomassie Brilliant Blue (AppliChem, Saksamaa) varviga.

3.5 TaKatG heemiga rekonstrueerimine

Valgule lisati kahekordses kontsentratsiooni liias hemiini (Acros Organics, Belgia) ning inkubeeriti 2 h
toatemperatuuril. Seejarel filtreeriti lahus 1abi 0,45 um-se poori suurusega filtri.

3.6 Geelfiltratsioon

Kasutades AKTA pure vedelikkromatograafia siisteemi ja geelfiltratsiooni kolonni HiPrep™ 26/10
Desalting (GE Healthcare), teostati puhvri vahetus, et vabaneda mitteseostunud hemiinist ja
imidasoolist ning viia enstiim sailituspuhvrisse. Kolonni voolutati kiirusel 7 ml/min puhvriga 20 mM
Tris-HCI; 0,1 M NaCl; pH 7,5. Kolonnist elueerunud TaKatG ensttmi sisaldavad fraktsioonid valati kokku.

3.7 Valgu kontsentreerimine

Kokkuvalatud fraktsioonid kontsentreeriti, kasutades membraankontsentraatorit (Vivaspin Turbo 15,
Sartorius), mis ei lase labi membraani molekule, mis on suuremad kui 10 kDa. Kontsentreerimiseks
tsentrifuugiti proovi sisaldavat kontsentraatorit korduvalt tingimustel 4000 g, 10 min, 4 °C (Eppendorf,
Centrifuge 5804 R). Seejarel m&ddeti lahuse absorptsioon spektrofotomeetriliselt (Shimadzu, UV-
2700), et arvutada valgu kontsentratsioon. Maarati nii kogu valgu kontsentratsioon 280 nm juures kui
ka heemiga rekonstrueeritud ehk aktiivse valgu kontsentratsioon 406 nm juures, kasutades heemi
sisaldavatele valkudele iseloomulikku ekstinktsioonikoefitsienti €405 = 100000 M*-cm™ (Teder et al.,
2017). Kontsentreeritud enstiim tilgutati vedelasse lammastikku ning saadud parlid hoiustati -80 °C
juures (Phcbi, VIP ECO Natural Refrigerants).

3.8 TaKatG peroksiidaasne aktiivsus

TaKatG perokslidaasset aktiivsust uuriti kahe substraadiga: 2,6-dimetokslfenooliga (DMP) (Acros
organics, India) ja 2,2-asino-bis(3-etlililbensotiasoliin-6-sulfoonhappe) diammooniumsoolaga (ABTS)
(Biosynth, Slovakkia). Reaktsioonid kaivitati enstiimi lisamisega. Peroksiidaasseks aktiivsuseks vajab
enstim vesinikperoksiidi (H,0,) (Honeywell Fluka, Saksamaa). Kuna H,0> v&ib aja jooksul laguneda,
maarati selle kontsentratsioon, modtes absorptsiooni 240 nm juures. H,0, kontsentratsiooni
arvutamiseks kasutati ekstinktsioonikoefitsienti €240 = 39,4 M1-cm™ (Nelson ja Kiesow, 1972). Kdik
ensttmikineetika katsed on tehtud vahemalt kolmes korduses. Mitmest substraadist sdltuva
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enstiimikineetika uurimiseks saab kasutada tihele substraadile méeldud v6rrandeid, kui varieerida Gihe
substraadi kontsentratsiooni ja hoida teist konstantsena. Kineetiliste parameetrite arvutamiseks
kasutati Michaelis-Menteni valemit (valem 1) véi empiirilist substraadi inhibitsiooni valemit (valem 2),
kus Vo — enstiimreaktsiooni algkiirus; [S] — substraadi kontsentratsioon; Vmax — enslilimreaktsiooni
maksimumdkiirus; Km — Michaelise konstant, substraadi kontsentratsioon % Vmax juures; Ki— inhibitsiooni

konstant.
J— Vmax[s]
vy = Kotls] (valem 1)
Vo = % (valem 2)
Km+[ST+5—

Ensliiim-katalGdsitud reaktsioonikiiruse ja substraadi kontsentratsiooni séltuvusest arvutati nailised
kineetilised parameetrid, kasutades mitte-lineaarset regressioonianaliiisi (OriginLab 2019 Pro
programm).

3.8.1 DMP

DMP lahustati dimetttlformamiidis (Fisher Chemical, Suurbritannia). DMP okslidatsiooni m&ddeti 470
nm juures (€470 = 53200 M~*-cm™) (Breslmayr et al., 2018), kasutades spektrofotomeetrit (Shimadzu,
UV-2700). Esmalt maarati DMP okslidatsioonireaktsiooni jaoks TaKatG-ga optimaalne pH ning edasised
mdootmised teostati selle pH juures. Substraati varieeriti vahemikus 0,4 mM kuni 40 mM, hoides H,0,
kontsentratsiooni konstantsena 1 mM juures. Mdotmistes kasutati 60 nM TaKatG-d. Leiti nailised
kineetilised konstandid: Michaelise konstant (Km), katalliitiline konstant (kcat) ja spetsiifilisuse konstant
(kcat/Km) DMP-le. H,0, kontsentratsiooni varieeriti vahemikus 0,025 mM kuni 3 mM, kasutades 5 mM
DMP-d ning arvutati vastavad ndilised kineetilised parameetrid H,0,-le. MG6tmistes kasutati 30 nM
TaKatG-d. Substraadi inhibitsiooni korral maarati ka inhibitsiooni kostant (K;).

3.8.2 ABTS

ABTS-i okstidatsioonil tekkivat ABTS-i katioonradikaali teket m6ddeti 420 nm juures (€420 = 36000
Mt.cm™) (Childs & Bardsley, 1975). ABTS-i oksuidatsioonireaktsiooni jaoks leiti optimaalne pH ning
edasised m66tmised teostati selle pH juures. Substraati varieeriti vahemikus 0,025 mM kuni 3 mM,
kasutades 2,6 mM H,0, ning 6,3 nM TaKatG-d. Leiti nailised kineetilised konstandid Km, kcat ja Kcat/Km
ABTS-ile. H,0,-le kineetiliste parameetrite maaramiseks muudeti H,0; kontsentratsiooni vahemikus
0,1 mM kuni 10,3 mM, kasutades 0,5 mM ABTS-i ning 6,3 nM TaKatG-d. Substraadi inhibitsiooni korral
maarati ka Ki.

3.9 TaKatG katalaasne aktiivsus

Katalaasset aktiivsust uuriti kasutades substraadina H,0,. Katalaasse reaktsiooni kaigus [6hub katalaas
H»0,, kus igast kahest H,0, molekulist tekib kaks H,0 ja tiks O, molekul. H,0, dismutatsiooni m&ddeti
240 nm juures (€20 = 39,4 Mtcm?) (Nelson ja Kiesow, 1972). Reaktsiooni toimumiseks leiti
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optimaalne pH ning edasised mddtmised teostati selle pH juures. Substraati lisati vahemikus 10 mM
kuni 150 mM H,0; ning kasutati 15 nM TaKatG-d. Leiti kineetilised parameetrid Km, kcat ja Kcat/Km.

3.10 TaKatG termostabiilsus

Temperatuuri taluvuse uurimiseks inkubeeriti TaKatG-d kdrgematel temperatuuridel: nii 42 °C kui ka 70
°C (Eppendorf, Mastercycler) juures 48 h. Spektrofotomeeter oli varustatud termostaadiga (Shimadzu,
TCC-100), et hoida lahuse temperatuur konstantne ning lahuseid (v.a DMP ja H,0;) inkubeeriti
eelnevalt 42 °C juures (Eppendorf, Thermomixer comfort). Erinevatel ajahetkedel voeti inkubeerivast
ensllmilahusest proov ning méddeti jadkaktiivsus 42 °C juures, kasutades substraadina DMP-d voi
ABTS-i Ensliimi varulahuse kontsentratsioon oli 6 uM (DMP) v&i 0,6 uM (ABTS), mida lahjendati
molemal puhul 100 korda reaktsioonisegusse. DMP puhul kasutati jargmisi reaktsioonitingimusi: 60
nM TaKatG; 10 mM DMP; 1 mM H,0,; 50 mM Hepes pH 7,5. ABTS-i puhul kasutati jargmisi
reaktsioonitingimusi: 6 nM TaKatG; 0,5 mM ABTS; 2,5 mM H,0,; 50 mM Na-atsetaat pH 4,5. T2 leiti
kasutades OriginLab (OriginLab 2019 Pro) programmi.

3.11 Ligniini inkubeerimine TaKatG-ga

Kasutatud ligniin oli varasemalt eraldatud haavapuidu biomassist organosolv meetodil, kasutades
solvendina etanooli (J6ul et al., 2022). Haavapuidu ligniin lahustati (20 mg/ml) dimetilsulfoksiidis
(Amresco, Ameerika) ning lahjendati seejarel 50 mM Tris-HCI pH 8,0 puhverlahustesse
I6ppkontsentratsiooniga 2 mg/ml. Reaktsioonides kasutati kahte erinevat H,0; |6ppkontsentratsiooni:
2 mM ja 10 mM. Reaktsiooni lisati 5 UM TaKatG, kontrollidesse enstiiimi ei lisatud. Reaktsiooni
inkubeeriti 42 °C, 180 rpm (Eppendorf, Innova43 Incubator Shaker) 48 h. Peale 24 h mé6dumist lisati
reaktsioonidesse juurde esialgne kogus H,0,-i. Peale inkubeerimist proovid kilmutati ja liofiliseeriti
(Labogene, Scanvac Coolsafe).

3.12 Korgsurvevedelikkromatograafia

Liofiliseeritud ligniiniproovidele lisati 500 pl tetrahidrofuraani (THF) (Honeywell, Saksamaa), mis oli
stabiliseeritud butiileeritud hiidroksiitolueeniga (BHT) (Fluka, Sveits). Proove segati 5 min vorteksil
(Heidolph, Saksamaa) ning seejarel tsentrifuugiti (Heraeus, Biofuge pico) 15 min, 13000 rpm.
Supernatant eraldati ning 20 ul sellest sistiti vedelikkromatograafia siisteemi (Shimadzu, prominence),
mis oli thendatud eelkolonni ning kahe MesoPore PLgel GPC/SEC eksklusioonkromatograafia kolonniga
(Agilent Technologies, Suurbritannia). Kalibreerimiseks kasutati EasiVial PS-L polistiireeni standardeid
GPC/SEC (Agilent Technologies). Kolonniahi oli temperatuuril 40 °C ning voolukiirus 1 ml/min.
Mobiilseks faasiks oli BHT-ga stabiliseeritud THF. Ligniini neelduvust detekteeriti 254 nm juures (UV
detektor).

Kasutades Shimadzu LabSolutions tarkvara, arvutati molekulmassi jaotused: masskeskmine
molekulmass (Mw) ja arvkeskmine molekulmass (Mn). Polldisperssuse aste (PDI) arvutati valemiga
Mw/Mn. PDI on molekulmasside jaotuse laiuse hindamiseks kasutatav suurus ning selle arvuline
vadrtus on ks voi sellest suurem (Viéville et al., 2011).
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4. Tulemused

4.1 TaKatG ekspressioon ja puhastamine

TaKatG ekspresseeriti E. coli BL21 rakkudes, mida indutseeriti 0,5 mM IPTG-ga. Rakke kasvatati (le6o

ning seejdarel tsentrifuugiti, et eraldada rakud s66tmest. Rakud purustati homogenisaatoriga,
rakukestad tsentrifuugiti pohja ning edasi kasutati rakulisaati.

4.1.1 Nikkel-afiinsuskromatograafia

Lisaat kanti nikkel-afiinsuskromatograafia kolonnile. Kolonni pesti 5% puhver B-ga, et eemaldada
mittespetsiifiliselt seondunud valgud. Huvipakkuv valk kinnitus tdnu valgu kiljes olevale Hise-margisele
kolonnile. TaKatG elueerus kolonnist puhver B koostises oleva imidasooli kontsentratsioonigradiendis
tingimustel: 11% kuni 52% puhver B-d, alates 50 mM imidasooli kontsentratsioonist. Valk elueerus
fraktsioonidesse 3—11 (Joonis 6). TaKatG-d sisaldavad fraktsioonid valati kokku (45 ml). 280 nm juures
moddeti valgulahuse absorptsioon ning kasutades Lambert-Beeri seadust leiti, et valku oli ~150 mg.

Valgulahusele lisati 2 Ghikut trombiini Glhe mg valgu kohta ning jaeti Gle6o +4 °C juurde, et TaKatG-It
dara |Gigata Hise-margis.
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Joonis 6. Nikkel-afiinsuskromatogramm. Edasiseks puhastamiseks koguti fraktsioonid 3—11. Puhvrid:

20 mM Tris-HCI; 0,5 M NaCl; 5 mM imidasool; pH 7,5 (A) ja 20 mM Tris-HCI; 0,5 M NaCl; 0,5 M
imidasool; pH 7,5 (B). Valk tuvastati 280 nm juures.
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4.1.2 Naatriumdodetsiiiilsulfaat poliiakriiilamiid geelelektroforees

TaKatG teoreetiline molekulmass aminohappelise sisalduse p&hjal on 81708 Da ehk ~81,7 kDa
(ProtParam Expasy). Hiss-margise teoreetiline molekulmass on ~0,8 kDa. TaKatG, mida inkubeeriti
trombiiniga Hise-margise 16ikamiseks, on geelil liikunud &ige pisut allapoole (Joonis 7, rada 3), mis viitab
molekulmasside erinevusele Hise-margisega ja -margiseta TaKatG vahel. Geelipildil on ndha ka 150 kDa
markeri juures voimalikku TaKatG dimeeri (Joonis 7, rajad 2 ja 3).

Marker Loikamata Loigatud

250 kDa
150 kDa

100 kDa

70 kDa
50 kDa

30 kDa

30 kDa

20 kDa

Joonis 7. SDS-PAGE anallils. Valgumarker (rada 1), Hiss-margisega TaKatG parast nikkel-
afiinsuskromatograafiat (rada 2) ja trombiiniga inkubeeritud TaKatG (rada 3). TaKatG teoreetiline
molekulmass on 81,7 kDa.

4.1.3 Geelfiltratsioon

Peale nikkel-afiinsuskromatograafiat ja SDS-PAGE anallilsi rekonstrueeriti TaKatG-d hemiiniga. Selleks
lisati valgu proovile kahekordses kontsentratsiooni liilas hemiini ning inkubeeriti 2 h toatemperatuuril.
Inkubatsiooni IGppedes filtreeriti proov labi 0,45 um filtri ning teostati geelfiltratsioon, et viia ensiilim
sailituspuhvrisse ning vabaneda proovis sisalduvatest leliigsetest komponentidest.

Ensllm elueerus fraktsioonides 2-7. Kromatogrammilt on naha, et geelfiltratsiooni kolonni poorsete
kerakeste sees kauem viibinud sool ja imidasool elueeruvad hiljem (Joonis 8). Fraktsioonid, mis
sisaldasid huvipakkuvat enstilimi, kontsentreeriti ning maarati ensiiimi kontsentratsioon (totaalne
ensllmi kontsentratsioon ja aktiivse enstiiimi kontsentratsioon).
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Joonis 8. Geelfiltratsiooni kromatogramm. Ensliiim elueerus fraktsioonidesse 2-7. Puhver: 20 mM Tris-
HCI; 0,1 M NaCl; pH 7,5. Valku detekteeriti 280 nm juures.

Ekspressiooni tulemusena saadi 1 liitrist s66tmest 83,6 mg valku, millest 47,7 mg oli aktiivset enstiimi

ehk heemi sisaldavat valku. Enstiimi aktiivne vorm, heemiga rekonstrueeritud TaKatG, moodustas 57%

kogu valgu hulgast ning edasiste katsete teostamisel arvestati ainult aktiivse valgu kontsentratsiooni.

4.2 TaKatG peroksiidaasne aktiivsus

Ensuimi peroksiidaasset aktiivsust méddeti substraatide ABTS ja DMP oksuidatsiooni kaudu.

4.2.1 DMP

Esmalt maarati DMP oksiidatsioonireaktsiooni jaoks optimaalne pH, milleks osutus pH 7,5 (50 mM
Hepes). Kbik edasised mé6tmised DMP-ga teostati sellel pH-I ja toatemperatuuril, kasutades 60 nM
TaKatG-d; 1 mM H,0,; 50 mM Hepes puhvrit (pH 7,5). Saadud tulemustest leiti nilised kineetilised
parameetrid (Joonis 9). Kasutades Michaelis-Menteni vérrandit, arvutati nailised kineetilised

konstandid K = 3,4 MM, keat = 3 s ja keat/Km= 8,810* Ms2,
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Joonis 9. TaKatG kineetika DMP-ga. 60 nM TaKatG; 1 mM H,0;; pH 7,5. Graafikul on kolme individuaalse
katse keskmised tulemused, standardhalve on naidatud vearibaga.

Jattes substraadi kontsentratsiooni konstantseks (5 mM DMP), uuriti, kuidas mdjub kosubstraadi H,0-
kontsentratsiooni muutus DMP okstdatsioonireaktsioonile. Selleks kasutati 30 nM TaKatG-d, 50 mM
Hepes puhvrit (pH 7,5). Saadud tulemused analliisiti substraadi inhibitsiooni vorrandiga ning leiti
nailised kineetilised parameetrid H,0,-le. Nailised kineetilised konstandid antud tingimuste juures on
Km = 40 UM, keat = 8,0 872, keat/Km = 2-10° M5t ja Ki = 4,4 mM. Jooniselt on niha, et kdrgemad H,0,
kontsentratsioonid mdjuvad DMP okslidatsioonireaktsiooni kiirusele inhibeerivalt (Joonis 10).
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Joonis 10. TaKatG kineetika DMP-ga erinevatel H,0, kontsentratsioonidel. 30 nM TaKatG; 5 mM DMP;
50 mM Hepes pH 7,5.

4.2.2 ABTS

Algselt maarati ABTS-i okstidatsioonireaktsiooni jaoks optimaalne pH, milleks osutus pH 4,5 (50 mM
Na-atsetaat). KGik edasised ABTS-i oksiidatsioonireaktsioonid teostati sellel pH-I ja toatemperatuuril.
ABTS-i okslidatsioonikineetika uurimiseks kasutati 6,3 nM TaKatG-d; 2,6 mM H,0,; 50 mM Na-atsetaat,
pH 4,5 puhvrit. Saadud algkiiruste abil arvutati nailised kineetilised parameetrid, kasutades substraadi
inhibitsiooni vérrandit (Joonis 11). Nailised kineetilised konstandid antud tingimuste juures on K, = 60
UM, Keat = 51 57, keat/Km = 8,5-10° M5 ja Ki = 2,1 mM. Jooniselt on niha, kuidas kdrgemad substraadi
kontsentratsioonid hakkavad ABTS-i oksiidatsioonikiirust inhibeerima (Joonis 11).
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Joonis 11. TaKatG kineetika ABTS-iga. 6,3 nM TaKatG; 2,6 mM H,0,; 50 mM Na-atsetaat pH 4,5.

Jattes ABTS-i kontsentratsiooni konstantseks (0,5 mM), uuriti, kuidas mdjub kosubstraadi H,0,
kontsentratsiooni muutus ABTS-i okstidatsioonireaktsioonile. Selleks kasutati 6,3 nM TaKatG, 0,5 mM
ABTS-i ja 50 mM Na-atsetaati pH 4,5. Kasutades Michaelis-Menten valemit leiti kineetilised
parameetrid H,0,-le (Joonis 12). Néilised kineetilised konstandid H,O,-le antud tingimuste juures on
K =270 UM, keat = 49 s ja keat/Km=1,8-10°M1-sL,
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Joonis 12. TaKatG kineetika ABTS-iga varieerides H,0; kontsentratsiooni. 6,3 nM TaKatG; 0,5 mM ABTS;
50 mM Na-atsetaat pH 4,5.

4.3 TaKatG katalaasne aktiivsus

Algselt maarati TaKatG katalaasse aktiivsuse iseloomustamise jaoks optimaalne pH, milleks osutus pH
7,0 (50 mM Hepes). Katalaasse aktiivsuse maaramise jaoks kasutati substraadina H.O, ning 15 nM
TaKatG. Kineetilised parameetrid leiti kasutades Michaelis-Menten valemit (Joonis 13). Kineetilised
konstandid antud tingimuste juures on Ky, = 28 mM, ket = 9,7:10% st ja keat /Km = 3,5°10° M1-s,
Tulemustest saame jareldada, et meie ensliim suudab taluda vaga kdrgeid H,O, kontsentratsioone
ning H,0, efektiivselt dismuteerida.
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Joonis 113. TaKatG katalaasne aktiivsus toatemperatuuril substraadi vahemikus 10 mM kuni 150 mM
H,0,. 15 nM TaKatG; 50 mM Hepes pH 7,0.

4.4 TaKatG termostabiilsus

TaKatG termostabiilsust uuriti inkubeerides enstimi nii 42 °C kui ka 70 °C juures 48 h. Erinevatel
ajapunktidel moddeti ensliimi jadkaktiivsust, kasutades substraatidena DMP-d voi ABTS-i.
Inkubeerides enstitimi 42 °C juures kasutati substraadina DMP-d (Joonis 14) ning inkubeerides enstitiimi
70 °C juures kasutati substraadina ABTS-i (Joonis 15). Jadkaktiivsused mdélema substraadiga méddeti 42
°C juures. (Joonised 14 ja 15).

TaKatG-i inkubeerimine 42 °C juures 48 h ei mdjutanud oluliselt enstitimi aktiivsust ega pdhjustanud
enstlmi inaktiveerumist (Joonis 14). Sellest jareldati, et ligniinikatseteks TaKatG-ga on 42 °C sobilik
temperatuur.
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Joonis 14. TaKatG jadkaktiivsus inkubeerimisel 42 °C juures 48 h. 60 nM TaKatG; 10 mM DMP; 1 mM
H,0,; 50 mM Hepes pH 7,5.

TaKatG inkubeerimine 70 °C juures mdjutas ensltilimi aktiivsust. Pikaajaline inkubeerimine 70 °C juures
mojus enstimile inaktiveerivalt ning aktiivsus langes ajas margatavalt. 1 h méédudes kaotas ensiiiim
~40% oma aktiivsusest. 24 h mooddudes kaotas ensiim suurema osa aktiivsusest (sdilus ~10%
aktiivsusest). Parast 48 h on ensiiiim téielikult inaktiivne (Joonis 15). Inaktivatsiooni poolestusaeg t*/2
= 5,1 h. Sellest saab jareldada, et ligniini katsetel ei saaks kasutada nii kdrgeid inkubeerimise
temperatuure.
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Joonis 15. TaKatG jadkaktiivsus inkubeerimisel 70 °C juures 48 h. 6 nM TaKatG; 0,5 mM ABTS; 2,5 mM
H,0,; 50 mM Na-atsetaat pH 4,5. Inaktivatsiooni poolestusaeg 1/ = 5,1 h.
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4.5 Korgsurvevedelikkromatograafia

Haavapuidu ligniini (2 mg/ml) inkubeeriti 5 uM TaKatG-ga 48 h, 42 °C, 50 mM Tris-HCI pH 8,0 juures,
kuhu oli lisatud 2 mM véi 10 mM H,0; ning péarast 24 h méodumist lisati reaktsioonidesse juurde
esialgne kogus H,0,. Haavapuidu ligniini inkubeerimisel saadud kromatogrammi piikidele leiti Mw, Mn
ja PDI vaartused. Joonistel 16 ja 17 esitatud kromatogrammid on normaliseeritud paremaks
visualiseerimiseks.

Haavapuidu ligniini inkubeerimisel, kasutades 2 mM H,0,, saadi kontrollproovi Mw = 3630 g/mol ja
Mn = 2304 g/mol ning PDI = 1,58. Enslimiga té6deldud haavapuidu ligniini Mw = 3290 g/mol ja Mn
= 2204 g/mol ning PDI = 1,49. Normaliseeritud kromatogrammide vordlusest on ndha viéhesel maaral
haavapuidu ligniini depolimeriseerumist ensiilimiga t66deldud proovis vorreldes kontrolliga. Seda
naitab ligniini piigi nihe paremale, vdiksema molekulmassi poole, mida kinnitavad ka Mw ja Mn
vadrtused. Vaiksem PDI vaartus ensliimiga to6deldud haavapuidu ligniini proovis naitab, et proov on
muutunud homogeensemaks (Joonis 16).

aab pH8 Konfroll 2mM HQ,
Haab pH8 Ensuimiga 2mM H-05

Haavapuidu ligniin
Kontroll Mw = 3630 g/mol; Mn = 2304 g/mol
Ensiitimiga t66deldud Mw = 3290 g/mol; Mn = 2204 g/mol

Absorbtsioon (254nm)

6.0 7.0 8.0 9.0 100 110 120 130 140 150 160  17.0 180 180 200  21.0
Retentsiooniaeg (min)

Joonis 16. Ensiimiga toodeldud ja tootlemata haavapuidu ligniinide massijaotused. Ligniini
inkubeeriti 5 uM TaKatG-ga, 2 mM H,0,, 42 °C, 48 h, pH 8 juures (sinine), kontrollile enstitimi ei lisatud
(must).

Haavapuidu ligniini inkubeerimisel, kasutades 10 mM H,0,, saadi kontrolli Mw = 3604 g/mol ja Mn =
2278 g/mol ning PDI = 1,58. Enslilimiga toodeldud haavapuidu ligniini Mw = 3182 g/mol ja Mn = 2160
g/mol ning PDI = 1,47. Normaliseeritud kromatogrammide v&rdlusest on samuti ndha vahesel maéral
haavapuidu ligniini depoliimeriseerumist ensililimiga to66deldud proovis vorreldes kontrolliga. PDI
vadrtuse vahenemine viitab proovi muutumisele homogeensemaks (Joonis 17).
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Kontroll Mw = 3604 g/mol; Mn = 2278 g/mol
Ensiitimiga téédeldud Mw = 3182 g/mol; Mn = 2160 g/mol
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Joonis 17. Ensiimiga tooddeldud ja todtlemata haavapuidu ligniinide massijaotused. Ligniini

inkubeeriti 5 UM TaKatG-ga, 10 mM H,0,, 42 °C, 48 h, pH 8 juures (sinine), kontrollile ensiitiimi ei lisatud
(must).
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5. Arutelu

Antud t60s ekspresseeriti ja puhastati Thermoanaerobaculum aquaticum’i katalaas-peroksiidaas
(TaKatG) ning uuriti selle kataltutilisi ja ligniini lagundavaid omadusi. Perokslidaasse aktiivsuse
uurimiseks kasutati kahte erinevat substraati (DMP ja ABTS) ning kalatalaasset aktiivsust uuriti
spektrofotomeetriliselt H,0; dismutatsiooni kaudu. Testiti ka TaKatG temperatuuritaluvust ning selle
vOimet depolliimeriseerida haavapuidu organosolv ligniini erinevatel tingimustel.

TaKatG oli voimeline okslideerima H,0; juuresolekul nii DMP-d kui ka ABTS-i. DMP oksidatsioon toimus
neutraalse pH ldhedal (pH 7,5), samas kui ABTS-i okslidatsioon toimus happelises keskkonnas (pH 4,5).
TaKatG oksiideeris ABTS-i efektiivsemalt kui DMP-d, kcat/Km vastavalt 8,5:10° Mts?ja 8,9:102 M1,
Hoides DMP kontsentratsiooni konstantsena ning muutes H,0; kontsentratsiooni, tdheldati kdrgematel
H,0, kontsentratsioonidel substraadi inhibitsiooni (Joonis 10), mida ei esinenud ABTSi korral (Joonis
12). Substraadi inhibitsioon on ping-pong mehhanismi puhul tavaparane nahtus, kuna substraat voib
seonduda no ,valele enstiimi vormile” (Cornish-Bowden, 2012).

Uurides TaKatG katalaasset aktiivsust, leiti, et enstiiim talub korgeid H,0, kontsentratsioone ning
suudab H,0, efektiivselt dismuteerida. To6s uuritud TaKatG H,0, lagundamise kataltdtiline aktiivsus
oli markimisvaarselt suurem (ket = 9,7-10° s?) kui nditeks Thermobacillus xylanilyticus’e katalaas-
peroksiidaasil (kcat = 171 s2) (Fall et al., 2023). Seejuures jii TaKatG katalaasne aktiivsus alla kirjanduses
toodud monofunktsionaalsete katalaaside kataltitilise aktiivsuse vahemikule (ke = 7-10% kuni 1,6-10°
s1) (Borges et al., 2014). Singh ja kolleegid uurisid seitsmest erinevast organismist parit KatG-de
kataluitilisi omadusi. Esitatud katalaassed aktiivsused jaid vahemikku 4,9-10° st kuni 1,6-10% s (Singh
et al., 2008). TaKatG katalaasne aktiivsus oli 9,7-10% s?, mis jd4b toodud aktiivsuste vahemikku. Samade
autorite poolt raporteeritud peroksiidaassed aktiivsused jaid vahemikku 8 s™* kuni 25 s (ABTS-ga).
TaKatG peroksiidaasne aktiivsus ABTS-ga oli 51 s, mis on kdrgem kui viidatud artiklis saadud vahemik
(Singh et al., 2008).

Termotolerantsest bakterist parit TaKatG temperatuuritaluvuse testimiseks inkubeeriti enstiimi 42 °C
ja 70 °C juures 48 h. Enstiumi aktiivsus 42 °C juures 48 h valtel ei langenud, kuid 70 °C juures kaotas
ensiim 24 h jooksul 90% oma aktiivsusest.

Haavapuidu organosolv ligniini depoliimeriseerimine oli margatav nii 2 mM H,0, kui ka 10 mM H,0,
juuresolekul (pH 8), peale 48 h inkubeerimist 42 °C juures (Joonised 16 ja 17). Meie to6grupis on
varasemalt ligniini lagundamisel erinevate ensliiimidega saadud haid tulemusi just pH 8 juures,
seetottu kasutati antud pH-d. Kdesoleva t60 tulemustest vdib jareldada, et ligniini lagundamiseks
kasutatud tingimustest sobib paremini 2 mM H,0,, kuna kdrgem H,O, kontsentratsioon ei
suurendanud ligniini depoliimerisatsiooni.
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Kokkuvote

Ligniin kuulub lignotselluloosse biomassi koostisesse koos tselluloosi ja hemitselluloosiga. Ligniin
koosneb p-hiidroksifendidili, guaiatstli ja stringttli Ghikutest. Kui seni on td0stuses rakendust leidnud
tselluloos ja hemitselluloos, siis ligniini on pigem peetud soovimatuks kdrvalproduktiks. Peamiseks
probleemiks ligniini kasutamisel on tema keeruline struktuur, varieeruv koostis, heterogeensus ning
piiratud lahustuvus.

Lohkudes ligniini biopolimeeri, kasutades nii flusikalis-keemilisi kui ka bioloogilisi protsesse,
vabanevad vaadrtuslikud aromaatsed thendid. Bioloogilise ligniini lagundamise teevad vdimalikuks
erinevad oksidatiivsed ensillmid (perokslidaasid ja lakaasid), mis depoliimeriseerivad ligniini
vaikemateks fragmentideks, mida on hdlpsam kasutada ligniini vaarindamiseks.

Selle t66 raames uuriti bakteri Thermoanaerobaculum aquaticum’i katalaas-peroksiidaasi, mis on
bifunktsionaalne ensiim, omades nii katalaasset kui ka peroksiidaasset aktiivsust. Selleks
ekspresseeriti ning puhastati Thermoanaerobaculum aquaticum’i katalaas-peroksiidaas, uuriti tema
peroksiidaasset ja katalaasset aktiivsust, temperatuuritaluvust ning véimet lagundada ligniini.

Taideti kbik t60s pistitatud eesmargid. Ekspressiooni tulemusena saadi 1 liitrist so6tmest 47,7 mg
aktiivset ensliimi. Thermoanaerobaculum aquaticum’i katalaas-peroksiidaas omas peroksiidaasset
aktiivsust nii substraadi ABTS-i kui ka DMP suhtes. Ensiilim omas ka arvestatavat katalaasset aktiivsust.
Kasutatud katalaas-peroksiidaas sailitas peroksiidaasse aktiivsuse 42 °C juures vahemalt 48 h. Samuti
lagundas enstim kasutatud tingimustel (pH 8, 42 °C, 48 h) vahesel maéral organosolv haavapuidu
ligniini.

Edaspidi on plaanis optimeerida ligniini depoliimeriseerimise tingimusi ning uurida erinevate redoks-
mediaatorite mdju ligniini lagundamisele. Samuti on kavas testida ensliimi md&ju ka teiste ligniinide
peal.
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Abstract

Lignin is part of lignocellulosic biomass together with cellulose and hemicellulose. Lignin biopolymer
is composed of cross-linked p-coumaryl, coniferyl and sinapyl alcohols, which form the p-
hydroxyphenyl (H), guaiacyl (G) and syringyl (S) units. So far, only cellulose and hemicellulose have
been industrially utilized, but lignin is considered rather as an unwanted byproduct. The main problem
in using lignin is its recalcitrant structure, variable composition, heterogeneity and limited solubility.

By breaking down the lignin biopolymer, using either physico-chemical or biological processes, valuable
aromatic compounds are released. Biological lignin degradation is possible by using various oxidative
enzymes (peroxidases and laccases), which depolymerize lignin into smaller fragments that are easier
to use for lignin valorization.

As part of this work, catalase-peroxidase from Thermoanaerobaculum aquaticum was studied. It is a
bifunctional enzyme with both, catalase and peroxidase activities. The aim for this study was to express
and purify Thermoanaerobaculum aquaticum catalase-peroxidase, examine its peroxidase and
catalase acitivities, temperature tolerance and ability to degrade lignin.

All goals set in the study were fulfilled. From 1 liter of medium 47,7 mg of active catalase-peroxidase
was obtained. The studied catalase-peroxidase had peroxidase activity for both substrates used, ABTS
and DMP. The enzyme had also considerable catalase activity. The studied enzyme retained its
peroxidase activity at 42 °C for at least 48 hours and degraded organosolv aspen lignin under tested
conditions (42 °C) to a small extent.

In the future, it is planned to optimize the conditions of lignin depolymerization, and to investigate the
effect of different redox mediators on lignin depolymerization. It is also planned to test the
depolymerizing effect of the enzyme on other lignins.
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