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1. Johdanto

Yhteiskunnan energiantuotantoon kiytetdin useita raaka-aineita, erityisesti fossiilisia
polttoaineita, joita on rajallisesti saatavilla maapallolla. Fossiilisten polttoaineiden
kaytostd aiheutuu ongelmallisia elinympéristdd vahingoittavia paéstdja. Fossiilisten
polttoaineiden rajallisuuden ja paistohaittojen takia on globaalisti herdnnyt keskustelua
fossiilisten polttoaineiden korvaamisesta uusiutuvilla raaka-aineilla. Varteenotettavia
vaihtoehtoja fossiilisille polttoaineille ovat erityisesti uusiutuvat biopohjaiset puu- ja
kasviperdiset raaka-aineet. Biopohjaisilla uusiutuvilla raaka-aineilla tarkoitetaan

yleensé lignoselluloosaa.

Kasvipohjainen  biomassa  lignoselluloosa  koostuu  pddasiassa  kolmesta
makromolekyylistd; selluloosasta, hemiselluloosasta ja ligniinistd. Néaiden liséksi
kasvisoluseind sisiltdd pienid miirid proteiineja seki erilaisia uuteaineita.! Niiden
komponenttien massaosuudet vaihtelevat riippuen kasvi- sekd puulajista. Yleisesti
voidaan arvioida, ettd tyypillisesti puun biomassa siséltdd 30-50% selluloosaa, 20-35%

hemiselluloosaa ja 15-30% ligniinii.’

Biopolttoaineiden avulla on mahdollista vidhentdd kasvihuonekaasujen, kuten
hiilidioksidin ~ (CO2) maidrdd  ilmakehdssd, ja  tdten edistdd taistelua
ilmastonldmpenemistd vastaan. Biopolttoaineiden kyky véhentdd CO, -pdidstdjen
madrdd perustuu siihen, ettd niiden raaka-aineina hyddynnettdvét kasvit vidhentévit
kasvuvaiheessaan COz:a, eli toisin sanoen biopolttoaineet kompensoivat tuottamiaan
CO, -piistdjd.> Sekd ensimmiisen ettd toisen sukupolven biopolttoaineiden
hiilikierrossa hyddyntdmisen lisdksi on kehitetty menetelmid lignoselluloosan
muuntamiseksi hyodyllisiksi lisdarvoa tuottaviksi. Nditd arvoa tuottavia lopputuotteita
ja sovellutuksia ovat esim. lddkkeet, hiilikuitu materiaalit, puuliimat, polymeerien
prekursorit sekd hienokemikaalit kuten bentseeni, tolueeni, ksyleeni, fenoli, guajakoli,

vanilliinihappo, vanilliini seki useat muut orgaaniset hapot ja alkoholit.*>

Toistaiseksi prosessien kallis hinta hydtyyn ndhden on esteend sekd biopolttoaineiden
ettd muiden hydtykemikaalien kannattavalle tuottamiselle. Lisdksi laboratorioissa

testattujen prosessien skaalaus teollisuutta varten on haastavaa.*® Tissd tydssi



keskitytdén erityisesti kanelihappoestereihin osana soluseindrakennetta sekd niiden
muokkaukseen ferulahappoesteraaseilla. Toinen painopiste tydsséd on ligniini, silld sen
osuus lignoselluloosasta on huomattava ja sen hyotykaytto teollisessa mittakaavassa ei
ole ollut toistaiseksi kannattavaa. Kuvassa 1 on esitettyni teollisia applikaatioita, joissa
ferulahappoesteraasit ovat keskeisessd osassa, muiden kasvisoluseindd hajottavien
entsyymien kanssa. Kuvasta néhdédn, ettd jo télld hetkelld ferulahappoesteraasit ovat

teollisesti hyodyllisid ja ettd niiden potentiaalia halutaan tutkia.

Biomassa

kasvisoluseindi hajottavat

Ferulahappo esteraasit -
entsyymait

Y Y Y

Mono- ja oligosakkaridien Kanelihappojen Transferulaatio Oksidoreduktaasien Kanelihappo
synergistinen vapautuminen  vapautuminen vapaa paasy s1sallén muokkaus

Sakkarifikaatiota varten tapahtuva Antioksidantit, makeutusaineiden  Alkyylit, aromaattiset,
entsvmaattinen hydrolyvsi edeltijat ja toiminnalliset lisaai parannellut sokeriesterit Bio-valkaisu Paranneltu sulavuus seka maku
Biopolttoaine teollisuus Ruola- ja liiketeollisnus Kosmetiikka- ja lidketeollisuns Puu- ja paperiteollisuus Ruoka- ja rehuteollisuns

Kuva 1. Kaavio Biomassan hajottamisen  teollisista  applikaatioista

ferulahappoesteraasilla, muokattu Dilokpimol et al. (2016).°

2. Kirjallisuuskatsaus

2.1 Kasvisoluseinidn rakenne

Kasvisoluseind jakautuu priméddriseen sekd sekunddiriseen seindén, joiden koostumus
ja tehtdva eroaa solussa merkittavésti. Ulompi eli priméérinen seind koostuu pddasiassa
polysakkarideista, kuten selluloosasta, hemiselluloosasta seki pektiinistd.” Sisempi eli
sekundédédrinen seind koostuu lignoselluloosasta eli selluloosan ja hemiselluloosan
lisiksi, se sisiltid myos kaikki osat toisiinsa niin sanotusti liimaavan ligniinin.” Seka

primddrisen ettd sekunddirisen soluseindn rakenteiden osuudet vaihtelevat riippuen



kasvilajista, kudostyypisti sekd sen kehityasteesta.® Soluseinin rakenne on
yksinkertaistettuna havainnollistettu kuvassa 2. timdn tutkielman kannalta

merkittdvimpien kemiallisten rakenteiden kannalta.

Kasvisolu

Kasvisolun
soluseini

Selluloosa

CH,OH

. OH
b-1,4-sidos
o, 0, -
OH
OH
R o R
OH

CH,OH

Ligniini

- resinoli

Hemiselluloosa
Bl >4
o0 o o8 0
B1 -> 4 glukomannant xylan
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0 =0
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B1 -> 4 xylaani {1 -> 4 mannaani H
p-aryylieetteri—___
~—

Kuva 2. Kasvisoluseinédn rakenne ja merkittdvimmaét rakenneosat.

Lignoselluloosan rakenneosien osuudet vaihtelevat kasvilajeittain. Lehtipuissa
lignoselluloosassa on 40-55% selluloosaa, 24-40% hemiselluloosaa ja 18-25%
ligniinid, kun taas havupuilla vastaavat ovat 45-50% selluloosaa, 25-35%

hemiselluloosaa ja 25-35% ligniinid sekd vehnédn oljessa 30% selluloosaa, 50%



hemiselluloosaa ja 15% ligniinid.” Puhuttaessa lignoselluloosasta keskitytin usein sen
padainesosiin selluloosaan, hemiselluloosaan seki ligniiniin, vaikka ndma eivit esiinny
erilldén toisistaan, vaan ovat kiinnittyneind toisiinsa muodostaen ligniini-hiilihydraatti
komplekseja (LCC).! Erilaiset LCC rakenteet esitelliin mydhemmin ligniinin

yhteydessa.

2.1.2 Selluloosa

Selluloosa on kasvisolun soluseinien runsaimmin esiintyvi rakenneosa, joka muodostaa
40,6 - 51,2% soluseinien kokonaisuudesta.!! Se rakentuu sadoista jopa kymmeniin
tuhansiin koostuvista toisiinsa glykosidisella(B-1,4)-sidoksella liittyneistd D-Glukoosi
molekyyleistd, kuten kuvasta 3 on nidhtdvissd. Ndmé polymeeriset glukoosiketjut

mikrosiikeiksi pakkautuen muodostavat selluloosan makrorakenteen.!!

CH,OH OH
B-1.4-sidos
——0 o)
OH
OH
R ——O R
OH CH,OH

Kuva 3. Glykosidinen sidos kahden D-Glukoosin vililla.

Selluloosa esiintyy useimmin kiteisessd muodossa, mutta osa esiintyy amorfisena.
Amorfisessa muodossa selluloosa on herkemmin altistunut entsymaattiselle
hajotukselle.!?

Selluloosaa on hyddynnetty kemiallisena raaka-aineena noin 150 vuoden ajan ja sen
rooli raaka-aineena on vuosien varrella kasvanut merkittdvéasti, varsinkin kun
ympéristoystivilliset biotuotteet kasvattavat merkitystddn taistelussa ilmastonmuutosta
vastaan.!* Selluloosan hyddyntimiseksi se erotellaan muusta lignoselluloosasta,

jolloinsen kdésittely helpottuu huomattavasti.



2.1.3 Hemiselluloosa

Hemiselluloosa on kasvisolun soluseinien toiseksi runsaimmin esiintyva rakenneosa,
muodostaen jopa 28,5-37,2% soluseinien kokonaisuudesta.!! Hemiselluloosat
rakentuvat piddosin ksylaaneista, galaktomannaaneista, mannaneista sekd ksylo-
glukaaneista. Ndiden lisdksi esiintyy sokereista ja hapoista koostuvia monomeerisia tai
oligomeerisia sivuketjuja. = Kuten kuvasta 4 ndhdddn pddrakenteita yhdistda
ekvatoriaalinen sitoutuminen hiilien C1 ja C4 vililld.'* Hemiselluloosan makrorakenne
eroaa selluloosasta ketjujen pituudella sekd haarautuvuudella. Hemiselluloosaketjut
ovat usein lyhyempid sekd haarautuvaisempia kuin selluloosassa. Kuva 5

havainnollistaa ksyylani ketjun rakennetta lehtipuussa.

i 5 )
3 4

0 0]
0]
Bl —> 4 gl

ukomannaani

—> 4 ksylaani Bl -

> 4 mannaani
Kuva 4. Hemiselluloosan rakenneosia yhdistii ekvatoriaalinen linkki C1 ja C4 vililla.'
-00C

H,CO 0
HO

CH3O:<
wmwmw
H o=

CH,

Kuva 5. Ksylaanin rakenne lehtipuussa.



Hemiselluloosa erotellaan lignoselluloosasta ja késitelldénkin usein yhdessa selluloosan
kanssa, kun ligniini on saatu eroteltua massasta. Ksylaani on hemiselluloosan
rakenteista yleisin ja tdmédn tyon kannalta kiinnostavin, silld sen ja ligniinin kautta

hemiselluloosaketjut ja titen selluloosayksikdt ovat kytkeytyneet toisiinsa.

2.1.4 Ligniini

Ligniini on kasvisolun soluseinien kolmanneksi yleisin rakenneosa, ja runsaimmin
esiintyvé luonnollinen fenolinen polymeeri. Se muodostaa soluseinien kokonaisuudesta
noin 13,6-28,1%. Té&md osuus voi olla jopa kaksinkertainen siirryttdessi

ruoholajikkeista havupuihin.'!

Ligniini toimii selluloosan ja hemiselluloosan tukirankana, joka niin sanotusti liimaa
osat paikalleen kasvien soluseinissd. Se muodostaa eetteri ja esterisidoksia
hemiselluloosaan, joka on linkittynyt selluloosaan.!> Rakenteeltaan ligniini on muita
soluseindn rakenneosia kompleksisempi, mistd johtuen sen rakenteet eivét ole yhtd
selkeitd. Ligniini on muodostunut polymeroitumalla kanelialkoholi tyyppisisti
monomeereista, joita kutsutaan yleisemmin nimelld monolignolit. Ndistd yleisimmat
sinapyylialkoholi (1A), koniferyylialkoholi (1B) ja p-kumaryylialkoholi (1C) ovat

esitettynd kuvassa 6.

OH OH OH
o o Z
== = ==
Haﬁxo | ,/J\DICHa HszD I L L
OH OH OH
1A. Sinapyylialkohali 1B. Koniferyylialkoholi  1C_ p-Kumaryylialkoholi

Kuva 6. Ligniinin yleisimmait monolignolit. Huom! Kuvassa p-kumaryylialkoholi



Naistd monolignoleista rakentuu ligniinin selkdranka. Ne polymeroituvat kiinni
toisiinsa muodostaen erilaisia sidoksia ja haaroja. T&lloin on kyseessd ligniinin

biosynteesi eli lignifikaatio.

Ligniin hajottamiseksi hyodyllisiksi kemikaaleiksi on ymmarrettdva, miten ligniinin
lignifikaatio tapahtuu. Ligniinin biosynteesissda monolignolien synteesi tapahtuu
entsymaattisesti ensin fenyylialaniinin muuttumisesta
fenyylialaniiniammoniakkilyaasin (PAL) vaikutuksesta trans-kanelihapoksi, joka
edelleen  muuttuu  p-kumaarihapoksi  kanelihappo-4-hydroksylaasin ~ (C4H)
vaikutuksesta. p-kumaarihappo jatkaa p-kumaryyli-koentsyymi A (CoA) kun 4-
kumaraatti-CoA-ligaasi (4CL) péddsee sithen vaikuttamaan. p-kumaarihappo taikka p-
kumaryyli-CoA jatkaa ligniinin monomeerien synteesiin.'® p-Kumaarihappo muodostaa
ferulahappoa kahvihappo/5-hydroksiferulahappo O-metyylitransferaasin  (COMT)
vaikutuksesta, ja se voi jatkaa muokkaantumista joko ferula-CoA 4CL vaikutuksesta,
tai ferulaatti 5-hydroksylaasin (F5H) ja COMT vaikutuksesta sinappihapoksi.
Sinappihappo muuttuu 4CL vaikutuksesta sinapyyli-CoA, kun taas p-kumaryylihappo
voidaan jatkaa my0s ferula-CoA hydroksikaneli-CoA : sikimihappo/kiniini
hydroksikanelitransferaasi  (HCT/CST), p-kumaryyli  sikimihappo/kiniini ~ 3-
hydroksylaasi (C3H), kahvi-CoA O-metyylitransferaasi (CCoAOMT) vaikutuksesta.!'
Monolignolit voidaan muodostaa vastaavista hapoista pelkistimalld alkoholi-
muodoikseen, jotka polymerisoituvat kasvin soluseindssd ligniini yksikodikseen
guajasyyli (G), syringyyli (S) sekd p-hydroksifenyyli (H). YI1ld kuvattu ligniinin

biosynteesi on esitettyni kuvassa 7.7
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Kuva 7. Kuvaus yleisestd fenyylipropanoidi metaboliasta (kuva mukaillen Emiliani et

al. 2009).



Fenyylipropanoidi metabolia etenee aina L-fenyylialaniinista p-kumaryyli-CoA asti ja
tistd padstddn ligniinin monomeerien biosynteesiin joko ferula-CoA, sinapyyli-CoA
taikka p-kumaryyli-CoA kautta. Kiintedt nuolet kuvaavat entsymaattista reaktiota ja
katkoviivalliset kuvaavat useampaa perdkkéistd entsymaattista reaktiota. Entsyymit
ovat lyhennetty kolmella kirjaimella: PAL, fenyylialaniiniammoniakkilyaasi; TAL,
tyrosiiniammoniakkilyaasi; C4H, kanelihappo-4-hydroksylaasi; 4CL, 4-kumaraatti-
CoA-ligaasi; COMT, kahvihappo/5-hydroksiferulahappo  O-metyylitransferaasi;
HCT/CST, hydroksikaneli-CoA : Sikimihappo/kiniini hydroksikanelitransferaasi; C3H,
p-kumaryyli sikimihappo/kiniini = 3-hydroksylaasi; CCoAOMT, kahvi-CoA O-
metyylitransferaasi; CCR, kaneli-CoA  reduktaasi; CAD, kanelialkoholi
dehydrogenaasi; F5SH, ferulaatti 5-hydroksylaasi.'®

Néamd monoglignoli yksikot liittyvét toisiinsa kasvin soluseinéssd tapahtuvassa
biosynteesissd radikaalikytkentdreaktioiden kautta, ja kyseiset reaktiot on esitetty

kuvassa 8.
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Kuva 8. Lignifikaatio seki siind muodostuvat sidokset.!”

Monolignolien hapettavaa polymerisointia edeltdd entsymaattinen dehydrogenaatio ja
oksidaatio, joka  muodostaa  vapaan radikaalin  monolignoliin.  N&mi
monolignoliradikaalit  polymerisoituvat radikaalikytkentireaktioilla  pikkuhiljaa
kasvattaen polymeerin. Kuvatun mekanismin yksityiskohdat eivit ole vield tdysin
tunnettuja, mutta sen katalyytteina oletetaan toimivan mm. peroksidaasi- sekd lakkaasi-

t.!8 Niiden entsyymien avulla on onnistuttu hapettamaan monolignoleita in

entsyymi
vitro -olosuhteissa synteettiseksi ligniiniksi (dehydrogenation polymer, DHP) seka
kasvisoluissa on pystytty polymerisoimaan ligniinid lisddmilld vetyperoksidia.'”

Peroksidaasin ja lakkaasin vaikutusta lignifikaatioon tukevat myos kokeet, joissa niiden
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méiirin vihentimisen on huomattu laskevan my®ds ligniinin méirdd kasveissa.?®?!
Peroksidaasin ja lakkaasin on ehdotettu vaikuttavan lignifikaatioon joko sen eri

vaiheissa tai spefisesti tiettyihin solutyyppeihin ja solukkoihin.?

Lignifikaation lopputuloksena monolignolien muodostamista ligniiniyksikdistd sekéd
muista aromaattisista yhdisteistd muodostuu lopulta laaja ja haarautunut matriisi, josta
voidaan ndhdd satunnaisesti muodostuneita rakenteelle merkittdvid ei-toistuvia
sidoksia. Tdma tekee ligniinin rakenteesta amorfisen. Kuvassa 9 esitetddn ligniinin
yleinen rakenne sekd sen rakenteen kannalta merkittdvimpid hiili-hiilisidoksia sekd
hiilen ja hapen vilisid linkkejd. Néistd yleisimmat ja siten kaikkein merkittdvimmat
hiili-happisidokset ovat B-aryylieetteri eli [-O-4 sidos ja hiili-hiili sidoksista
merkittdvimmaét ovat resinoli- (f—f’), fenyylikumaraani- (f—5’) ja bifenyyliset (5-5”)
rakenteet. —0O-4 sidokset muodostavat jopa 80% ligniinin sidoksista lehtipuissa seka
ruohoissa ja noin 50% sidoksista havupuissa.?? Ligniinin B-O-4-sidoksen yleisyys ja sen

katkaisemisen helppous mahdollistavat ligniinin pilkkomisen ja hy6tykayton.
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Kuva 9. Ligniinin yleiset rakenteet (alkuperdinen kuva: Jussi Sipild).

Ligniinin ominaisuuksia ja reaktioita voidaan usein tutkia valmistamalla ligniinin
malliaineita, eli pienempid yksikditd, jossa esiintyy esimerkiksi B-O-4 sidos, ja
tutkimalla miten tdméa malliaine reagoi hajotusreaktioissa esimerkiksi eri entsyymien

vaikutuksesta. Kuvassa 10 on esitettynd 3-O-4-aryylieetterin malliaine.
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Kuva 10. Ligniinin malliaine  1-4-(bentsyylioksi)-3-metoksifenyyli)-2-(2-

metoksifenoksi)propan-1,3-dioli.

2.1.5 Ligniini-hiilihydraatti kompleksit (LCC)

Erittdin mielenkiintoinen lignoselluloosan eri rakenneosia toisiinsa sitova kemiallinen
linkki biomassassa ovat sidokset, jotka liittdvidt ligniinin ja hiilihydraatimolekyylin
yhteen muodostaen ns. ligniini-hiilihydraattikompleksin ~ (LCC). LCC:ien
ominaisuuksia ei ole vield kattavasti tutkittu eikd siten ole vield laajaa tietoa niiden
vaikutuksesta lignoselluloosaan, mutta niiden oletetaan olevan keskeisessd asemassa
lignoselluloosabiomassan kestiviissid ja suhteellisen tiivisti pakatussa matriisissa.'?
LCC:t muodostuvat samoissa olosuhteissa, kuin ligniinin biosynteesi tapahtuu. LCC:n
muodostuksessa nukleofiilien liittyessd kinonimetidiin, valituotteiden sidokset

muodostuvat, p-kumaryylialkoholin hapettuessa.*

LCC:t on jaettu eri kategorioihin riippuen siitd, miten ne reagoivat esikésittelyssé ja
mikd on niiden ligniini-hiilihydraatti (LC) -sidoksien hajottamisreaktion mekanismi.
LC-sidoksia 16ytyy kahdeksan eri kategoriaa: Bentsyylieetterit (A), bentsyyliesterit (B),
fenyyli glykosidi sidokset (C), asetaalisidokset (D), ferulaesterit (E), diferulaesteri (5°-
5°) (F), B-O-4-diferulaatti (G) , kuvassa 11.!° Kuvassa 11 funktionaalinen ryhmi L

kuvastaa ligniinid ja katkoviivat kuvaavat hiilihydraatti ketjun alkua.
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Kuva 11. LCC:n pédsidostyypit, mukaillen Zhao, Yong et al. (2020) sekd Tarasov,
Dimitry et al (2018).1%4

Bentsyylieetterin LC-sidokset (A) puilla ovat muodostuneet padasiallisesti ligniinin ja
hiilihydraatin vilille, mutta ruohoilla sidokset muodostuvat polysakkaridien sekd

ferulahappojen vilille.!®?%2 Bentsyylieetteri-, bentsyyliesteri- seki fenyyliglykosidi-
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LS-sidokset ovat yleisimmit ligniini-hiiilihydraattikomplekseissa —esiintyvisti
sidostyypeistd.?” Seki bentsyylieetterin (A) etti fenyyliglykosidin (C) LC-sidoksissa
yhdistyvét hiilihydraatin glykosyyli- tai mannosyyliyksikon kautta ligniinin fenolisiin
tai propyylisivuketjujen hydroksyylisiin ryhmiin.?* Bentsyyliesterien LC-sidoksien (B)
arvioidaan olevan yleisid lehtipuissa, silld asylaatio rajoittaa sekd bentsyylieetterin LC-
sidosten ettd fenyyliglykosidin LC-sidosten muodostumista, ja titen mahdollistaa
esterisidosten osuuden kasvamisen.?® Asetaali-tyyppiset (D) LC-sidokset muodostuvat
ligniinin fenyylipropaaniyksikon hapettuneiden -rakenteiden karbonyyliryhmien ja
hiilihydraatin hydroksyyliryhmien vilille.>* Seki ferulaatti- (E) ja diferulaattiesterit (F)
muodostavat merkittdvén osan ruohojen sekd muiden nurmikasvien LCC-sidoksista, ja
varsinkin ferula- sekd kumaarihappojen on todettu sitoutuneen kyseisten kasvien

soluseiniin isoissa maarissa.?*

2.2 Ligniinin reaktiot

Ligniinin pilkkomiseen ja eristimiseen kdytetddn useita erilaisia metodeja, joihin
kuuluu muun muassa hydrolyysi, pyrolyysi ja sulfonointi. Ligniinin tdytyy ensin eristda
muusta biomassasta, jolloin saadaan niin kutsuttua teknistd ligniinid. Erilaiset tekniset
ligniinit on nimetty sen prosessin mukaan, jolla ne on erotettu biomassasta, nditd on
esimerkiksi kraft-ligniini, hydrolyyttinen ligniini, pyrolyyttinen ligniini ja organosolv-
ligniini. Eristettyjen ligniinien hajottamista voidaan jatkaa kemiallisesti ja
katalyyttisesti tai kuten tdssd tutkielmassa tarkemmin perehdytddn, biologisella

depolymerisaatiolla entsyymien vaikutuksesta.

2.2.1 Ligniinin hajoittaminen entsyymeilli

Kasvien biomassan hyodyntdmiseksi on usein sen eri komponentit erotettava toisistaan

ja prosessoitava erikseen, jotta kaikista osasista voidaan saada mahdollisimman suuri
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osa hyotykayttoon. Usein isoin ongelma tdssé operaatiossa on kemiallisesti kestdvé ja
liilmamainen ligniini, jonka tehtdvd on suojella kasvin soluseindd mikrobien
kemiallisilta hyokkayksiltd. Perinteisessd puunjalostusteollisuudessa timé on ratkaistu
tehokkailla kemiallisilla erotusmenetelmilld kuten esimerkiksi sulfaattiprosessilla, jossa
kerdttyd puumassaa keitetddin alkalisessa natriumvetysulfidiliuoksessa. Kédantpuolena
tdssd sulfaattiprosessissa sekd muissa rajuissa teollisissa prosesseissa on se ettd
lopputuotteesta on hajotettu enemmin sidoksia kuin on haluttu, jolloin ligniini jda
biomassasta hyodyntdmaittd. Vaihtoehdoksi niille teollisille prosesseille on 1oydetty
mielenkiintoisia ligniinin hajottamisprosesseja omaavat valkolahottajasienet ja niistd
16ydetyt erilaiset entsyymit, joiden on huomattu pystyvin muovaamaan ligniinid seki
muita aromaattisia makromolekyyleji pienemmiksi monomeeri-, dimeeri- sekd
oligomeeri-fragmenteiksi.?’ Entsyymiyhdistelmin ansiosta valkolahottajasienet voivat
viedd tdmédn prosessin vield pitemmadlle ja ndiden fragmenttien muokkaus voi jatkua
lahottajasienen soluissa metaboloitumalla.?’

Kun puhutaan niistd ligniinin rakenteen entsymaattisesta hajottamisesta vastuussa
olevista entsyymeistd, on kyseessd usein oksidoreduktaaseihin luokiteltavat joko CAZy
AA1-ryhmiin kuuluvat lakkaasit tai CAZy AA2 ryhmaéin kuuluvat luokan-II ligniinié
muokkaavat peroksidaasit, eli ligniiniperoksidaasi, mangaaaniperoksidaasi seki
versatiiliperoksidaasi. Alla kdydddn ldpi ndiden entsyymien toimintaa sekd niiden

oletettuja reaktiomekanismeja ligniinin malliaineilla.

2.2.2 Lakkaasit

Lakkaasit ovat hapettavia entsyymejd, joista yleisesti puhutaan oksidoreduktaaseina,
mutta tarkemmin luokiteltuna kuuluvat CAZy AAl-ryhméédn (Carbohydrate-active
enzymes, auxiliary family 1) (EC 1.10.3.2). Lakkaasit reagoivat fenolisten ja fenolisia
piirteitd omaavien ryhmien kanssa, katalysoiden hapen pelkistymisen vedeksi, fenolin
toimiessa vedyn lihteeni.>* Ligniinii muokatessaan lakkaasin on havaittu hapettavan
ligniinin fenolisia rakenteita fenoksiradikaaleiksi.’! Lakkaasin katalysoimaa ligniinin
hajoamisreaktiota on tutkittu ligniinin B-O-4-sekd -1 malliaineilla, joiden avulla on
tehty hypoteesi reaktion mekanistisesta reitistd. Kuvassa 18 on esitettynd
syringyyliglyseroli-B-guajasyylieetterin (1) hajoamisreaktio lakkaasin avulla.*?
Kuvassa ldhtéaineen 1 [-O-4-sidos katkaistaan lakkaasilla bentsyylisessa

hapetusreaktiossa, tuottaen lopputuotteina metoksifenolia (2) ja syringyylihappoa (3).
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Kuva 18. Ligniinin malliaineen hajotus lakkaasin katalysoimana.*

Lakkaasin kayttd yksindén fenolisten yhdisteiden hapettamiseen ei ole kovin tehokasta
ja radikaali-mediaattorin lisddmisen on todettu tehostavan erityistesti fenolisten
yhdisteiden sekd B-O-4-sidoksen hapettumista huomattavasti.*> Kuvassa 19 on

esitettynd lakkaasin katalysoimana B-1-sidoksen katkaisu.
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Kuva 19. B-1-malliaineen reaktio lakkaasin katalysoimana.?

Kuvassa 19 fenolinen B-1-malliaine 4 hapettuu lakkaasin katalysoimana kahta eri
reaktiotietd A ja B. Reitissd A ldhtoaine 4 hapettuu vastaavaksi ketoniksi 5. Ligniinin ja
ligniinin malliaineen hajottamisen kannalta reitti B on mielenkiintoisempi, silld siind
saadaan kahta hyodyllistd lopputuotetta 2,6-dimetoksikinonia 6 ja fenyyliasetaldehydia
7.



19

2.2.3 Ligniiniperoksidaasit

CAZy AA2 luokkaan II kuuluvat ligniiniperoksidaasit (LiP) (EC 1.11.1.14), kuten
nimestd voi paitelld, ovat entsyymejd, jotka ovat erikoistuneet hajottamaan ligniinin
sidoksia hapettavalla reaktiolla. Reaktion on todettu tapahtuvan LiP:n hemin porfyriinin
vilitykselld vetyperoksidin vaikutuksesta, niin ettd vetyperoksidi toimii reaktiossa
elektroni-akseptorina, jolloin saadaan aikaan malliaineen hapettava reaktio.’**
Kompleksisten makromolekyylien kuten ligniinin kanssa LiP kéyttda lisdksi
katalyyttisesti aktiivista tryptofaania, toimimaan elektronin siirtdjdnd hapetettavasta
molekyylistd LiP:n hemiin.’® LiP:n toimintaa ligniinin rakenteen hajottamisessa on
tutkittu malliaineilla kuten esimerkiksi B-O-4 sidoksen omaavilla molekyyleilla.
Hammel et al. (1985) tutki dimeerisen B-O-4-malliaineen hajottamista LiP:lla, jonka
reaktiosta saatiin lopputuotteena bentsaldehydié, propyylifenolia, fenyyliglyserolia seki
katekolia.’” Fenyyliglyseroli muodostuu B-O-4 sidoksen lipikiydessd hydrolyysin.®
Katekoli muodostetaan B-O-4 dimeerin demetoksylaatiolla.®® Hapettava p-O-4-
sidoksen hajoamisreaktio tapahtuu pidasiassa propyylisivuketjun Ca-Cp vililld tuottaen

bentsaldehydid (8), metoksifenolia (9) ja etaani-1,2-diolia (10). Tamid on kuvattu

kuvassa 20.

Kuva 20. Ei-fenolisen p-O-4-malliaineen (7) Ca-Cp-sidoksen katkaisu LiP:n avulla.’’
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Kuvassa 20 esitetty reaktiomekanismi vastaa mekanismia, joka on esitetty aiemmin

diaryylipropaanien hapettamiselle LiP:n avulla.**!

LiP katkaisee vastaavasti my0s ei-fenolisia -1-sidoksia vastaavanlaisesti kuin 3-O-4
tapauksessa, esitettynd kuvassa 21. B-1-sidoksen katkaisu tapahtuu huomattavasti
harvemmin kuin B-O-4 sidoksen, silld sen esiintyvyys ligniinissd on huomattavasti
viahdisempaa runsaasti esiintyvain -O-4 sidokseen verrattuna. LiP:n kédyttd isommissa,
vahintdan 20 yksikon, ligniinin malliaineissa, vaatii veratryylialkoholin ldsnédoloa, jotta
hapettava hajottaminen onnistuu tehokkaasti. Veratryylialkoholin rooli toimii reaktiossa

todennikoisimmin mediaattorina.*?

Kuvan 21 B-1 malliaine (11) hapetetaan LiP:n ja vetyperoksidin happiradikaalin avulla.
Hapettavasta hajoamisreaktiosta saadaan 3,4,5-trimetoksibentsaldehydid (12) seki

dimetoksifenyylietaani-1,2-diolia (13).
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Kuva 21. Ei-fenolisen B-1 malliaineen Ca-Cp halkaisu LiP:n avulla.*
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2.2.4 Mangaaniperoksidaasit

Mangaaniperoksidaasit (MnP) kuuluvat LiP:n tavoin CAZy AA2 II luokkaan (EC
1.11.1.13), ja kuten LiP:n tapauksessa se kykenee hapettamalla katalysoimaan ligniinin
hajottamista. Mangaaniperoksidaasin mekanismi on samankaltainen LiP:n kanssa ja
MnP sisdltdd aktiivisen hemin, joka on keskeinen osa katalyysid. Reaktiossa
mangaani(Il) hapettuu  mangaani(Ill), vetyperoksidin toimiessa elektronin
vastaanottajana.*>* Mangaani(III) ollessa erittiin reaktiivinen mangaanin muoto,
hapetusasteen stabiloimiseksi lahottajasienissi muodostuu orgaanisia happoja kuten
oksalaattia ja malonaattia. Ndmé& hapot stabiloivat magnaani(IIl) muodostaen sen kanssa
stabiilin kelaatin, joka mahdollistaa mangaani(IIl)-ionien l4péista selluloosan huokoset
ja vaikuttaa suoraan ligniinin fenolisiin rakenteisiin.** Kuvassa 22 on esitettyni

fenolisen B-O-4 malliaineen (14) hapettamisesta MnP:1la.
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Kuva 22. Fenolisen ligniinin lopputuotteita, MnP:n katalysoiman hapettavan

hajoamisen seuraksena.®’

Kuvassa 22 esitetyt lopputuotteet ovat 2.6-dimetoksi-1,4-bentsokinoni (15), 2,6-
dimetoksi-1,4-dihydroksibentseeni  (16), 2-[4-(hydroksimetyyli)-2metoksifenoksi]-
3hydroksipropanaali (17), B-O-4 malliaineen vastaava ketomuoto (18), 3-metoksi-4-
hydroksi-bentsaldehydi (vanilliini) (19), 3-metoksi-4-hydroksibentsyyli alkoholi
(vanillyylialkoholi) (20) ja 3,5-dimetoksi-4-hydroksibentsaldehydi (syringaldehydi)
(21).% Fenolisten rakenteiden ollessa ligniinissd harvinaisempia on hyvd huomioda

miten MnP saadaan reagoimaan ei-fenolisten rakenteiden kanssa. MnP saa hajotettua
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ei-fenolisia rakenteita yhdessd glutationin (GSH) sekd tyydyttaiméttomien
rasvahappojen (uFA = unsaturated fatty acids) yhdistelmina. Hypoteettinen mekanismi
télle reaktiolle on esitettynd kuvassa 23. Kuvassa ldhtdaineena on ei-fenolinen malliaine
(22), joka reagoi MnP:n, GSH:n, uFA:n sekd hapen vaikutuksesta ei-fenolisen
malliaineen bentsyyliradikaaliksi (23). Bentsyyliradikaali hapettuu edelleen joko
peroksyradikaaliksi (24) ja tistd malliaineen vastaavaksi ketomuodoksi (25) tai hajoaa
fenoksiradikaaliksi (26) sekd hydroksipropanoni-johdannaiseksi (27), joka jatkaa

edelleen omaan ketomuotoonsa (28).4¢47

Kuva 23. Ei-fenolisen -O-4 ligniinin malliaineen hajotus MnP:n avulla.*

2.2.5 Versatiiliperoksidaasit

Versatiiliperoksidaasit (VP) (EC 1.11.1.16.) ovat luokan II ligniinida muokkaavia
peroksidaaseja kuten MnP ja LiP. Kuten entsyymin nimi antaa ymmartdd on VP
monipuolinen siind suhteessa, etti sen toiminta yhdistdd sekd LiP:n ettd MnP:n

ominaisuuksia.*®*°

Peroksidaasien ominaisuuksien yhdistdiminen mahdollistaa
entsyymin hajottaa kattavamman maiddrdn substraatteja. VP pystyy siirtdimdin ei-

fenoliselta aromaattiselta yhdisteeltd elektronin VP:lle, mikd mahdollistaa kyseisen
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yhdisteen hapettumisen, timid mekanismi vastaa LiP toimintaa.** MnP:n toimintaa
vastaavasti VP pystyy myds hapettamaan Mn(I)-ionin Mn(IID)-ioniksi.* VP:n
toimintaa ja hapetusmekanismia ohjaa vahvasti olosuhteiden happamuus. VP toimii
noin pH:ssa 5 tai sen yldpuolella, Idhelld neutraalia olevissa olosuhteissa, samalla tavoin
kuin MnP hapettaen mangaania.*’ LiP:a vastaavaa toimintaa VP:lla tapahtuu pH 5
alapuolella.** VP:n etu sen monipuolisuuden liséiksi on sen tehokkuus fenolisten
yhdisteiden hapettamisessa, mikd on LiP:n sekd MnP:n avulla huomattavasti
tehottomampaa ja MnP:n tapauksessa vaatii Mn(II)-ionien ldsniolon.* VP:n
reaktiomekanismin LiP tyyppisten reaktioiden kanssa uskotaan toimivan kuten kuvassa
20 esitetty reaktiosarja, ja toimiessaan MnP:n tyyppisesti otaksutaan reaktion etenevin

kuvan 22 reaktiosarjan mukaisesti.

2.3 [Esteraasit

Esteraasit ovat laaja joukko entsyymejd, jotka ovat erikoistuneet esterisidosten
katkaisemiseen sekd niiden muodostamiseen biokatalyyttisesti. Esteraasit kuuluvat
vield laajempaan entsyymiluokkaan nimeltd hydrolaasit (EC 3.1.1.1), joka jaetaan usein
esteraaseihin ja lipaaseihin. Téssa tyossé kdytetystd ferulahappoesteraasista Aspergillus
Niger AnFAE A on kuvassa 14, josta voidaan nidhdd entsyymin aktiivinen keskus.
Lipaasit ovat erikoistuneet hydrolysoimaan veteen liukenemattomia estereitd, kun taas
esteraasit katalysoivat vesiliukoisten esterien hydrolyysid. Hydrolyysi on reaktio, jossa
vesimolekyylin avulla katkaistaan molekyylissd sidos, joka on usein esterisidos.
Esterisidoksen hydrolyysi on tavallisesti happo- tai eméskatalysoitu reaktio, mutta
esteraasien katalysoiman esterisidoksen hajoamisen mekanismista ei olla paasty vield
varmuuteen vaan siitd 10ytyy useampia teorioita. Yksi vaihtoehto mekanismille on
esitetty Jiang et al. (2011) tekeméssd tutkimuksessa, jossa vertailtiin rontgenkuvia
esteraasien ja lipaasien aktiivisista keskuksista katalyysin aikana. Tutkimuksessa
havaittiin, ettd substraatin karbonyyli-happi osoittaa esteraasin/lipaasin aktiivisen
keskukseen. Hydrolyysireaktio tehtiin Pseudomonas fluorescens esteraasilla, jossa on
sulfonaattiryhmi aktiivisessa keskuksessa, ja kuvattiin rontgenilld.® Tutkimuksessa
huomattiin ettd transitiotilan nukleofiilisesd hyokkéyksessd sulfonaattiryhmén
happimolekyyli ”mallintaa” veden hyokkadystd asyylientsyymi-vélitilaan, eli tapahtuu

silloitus karbonyyli-hapen seki sulfonaattiryhmin hapen vilille.>® Mahdollinen rooli
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silloittavalle vesimolekyylille on sijoittaa ja aktivoida hyokkddvd vesimolekyyli
hydrolysaaseissa.’® Kuvassa 15, on esitettyni miten hydrolyysin ja asyylisiirron vililli
reaktio riippuu siitd toimiiko vesi vai alkoholi nukleofiilind, tdssd ndhdddn miten

sulfonaattiryhmén happi toimii hyokkddvind vetend ja saadaan aikaan hydrolyysi.

Kuva 14. 3D kuva Aspergillus Niger AnFAE A esteraasin aktiivisesta keskuksesta.>!

OH
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Asyylientsyymi valitila T
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g - u T2 vastaava sulfanaati /Q‘*‘-.\\
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i RSN il ¢
1 J; mimikol veden hyskkaysta
mimikoi alkoholin hyakkaystd asyylientsyymi valitilaan
asyylientsyymi valitilazn : a
Ser
er

Kuva 15. Esterin hydrolyysi-mekanismi, kun katalyyttind on kéytetty

seriiniesteraasia.’’
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Ensimmdinen tetrahedrinen vilitila (Td1) muodostuu kun seriini hyokk&éd esteriin.
Seriiniin liitetty fosfanaatti mallintaa Td1-tilaa. Alkoholin HOR2 irtoaminen Td1-tilasta
antaa asyylientsyymi-vilitilan, joka muuntautuu Td2-vilitilaksi veden hyokkédyksen
seurauksena. Seriiniin liitetty sulfonaatti mallintaa Td2-vilitilaa, jossa yksi sulfonaatin
happi mallintaa Td2-tilaan hyokk&avad vettd. Seriinin irtoaminen Td2-tilasta luo
lopullisen  karboksyylihappotuotteen.’® Tutkimuksen perusteella tehtiin lopulliset
hypoteesit siitd kuinka oksianionin ”’silmukka” joko aktivoi tai deaktivoi hyokkdavan
veden toisesta vesimolekyylistd, kuva 16. Esteraaseilla, padketjun karbonyylin happi

toimii emdksend aktivoiden hyokkédvan vesimolekyylin.
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Kuva 16. Hypoteesi miten eri konformaatiot oksianionisilmukassa vaikuttavat

esteraaseissa ja asyylitransferaaseissa Jiang et al. (2011) mukaan.*®
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2.3.2 Ferulahappoesteraasi

Ferulahappoesteraasi (E.C. 3.1.1.73) kuuluu karboksyylihappoesteraaseihin (E.C.
3.1.1) ja on erikoistunut fenolisen kanelihapon ja polysakkaridin vélisen esterisidoksen

hajottamiseen, vapauttaen kanelihappoja.>?

Koska lignoselluloosan kompleksiset
rakenteet hankaloittavat sen hajottamista hyotytuotteiksi, sekéd sen eri osien erilainen
vastustuskyky hydrolyysille, on tutkittu tehokkaita biologisia esikisittelymekanismeja
lignoselluloosan liuottamiseksi ja hajottamiseksi.’! Yksi vaihtoehto titi varten on
sienien tuottamia entsyymejd hyodyntiva esikdsittely. Lignoselluloosan rakenteiden
hajottaminen vaatii useiden entsyymien yhteistyoté, jotta kaikki osat saadaan eroteltua
toisistaan ja vield hajotettua hyodyllisiksi tuotteiksi. Hemiselluloosan hajottaminen
vaatii entsyymejéd ainakin kahden eri kategorian entsyymeistd: Endoksylanaasi ja B-
ksylosidaasi, joiden tehtivini on katkaista ksylaanin péiiketju.’* Liséksi eri rakenteita
toisiinsa yhdistidvien sivuketjujen katkaisemiseksi tarvitaan apuentsyymejd, kuten

% Muiden apuentsyymien lisiksi ferulahappoesteraasilla on

ferulahappoesteraasia.
tirked rooli hemiselluloosan sdikeiden hydrolyysisséd, katkaisten ferulahapposivuketjuja
ja silloituksia eri rakenteiden vililld.’! Niiden tehtivien lisiiksi ferulahappoesteraasit
ovat erittdin potentiaalinen biokatalyytti useille hyoddyllisille tuotteille lddke-,

kosmetiikka-, sekd ruokateollisuudessa.’

Perinteisesti ferulahappoesteraasit oli jaettu A- ja B-tyyppiin riippuen niiden
spesifisyydestd tiettyihin aromaattisiin molekyyleihin, sekd niiden erilaisesta kyvysti
vapauttaa diferulahappoja esterdidyistd molekyyleistd.>> Luokittelu on kuitenkin ajan
myo6td paivittynyt ensin  ABCD-luokitteluun, joka perustuu niiden aktiivisuuteen
kanelihapposubstraateilla. A-luokka on aktiivinen metyyliferulaatilla, metyyli p-
kumaraatilla sekd metyylisinapaatilla, ja tunnettu esimerkki tdstd luokasta on
Aspirgellus Niger FAE A (AnFAE A).°' Luokka B on aktiivinen substraateilla:
metyyliferulaatti, metyyli p-kumaraatti sekd metyylikaffeaatti, mutta se ei kéytd
metyylisinapaattia kuten A-luokan esteraasit. Tunnettu B-luokan ferulahappoesteraasi
on Penicillium funiculosum FAE-B°' C- ja D-luokan esteraasit kykenevit

hydrolysoimaan kaikkia 4 erilaista kanelihappoa, jotka ovat esitettynd kuvassa 17.
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Yleinen luokan C esteraasi on Aspergillus Niger FAE B (AnFAE B) ja D-luokan

tyyppinen esteraasi on Piromyces equi EstA.!

0 Sy
0
s g & T HO
HO LS 2
_ o = T
Metyvhferulaatti
Q
Metyylisinapaatt,

H 0
T HO
HO . HO

Metyylikumaraatti Metyylikaffeaatti

Kuva 17. Kanelihappoesterit,  joiden avulla  todetaan esteraasien

substraattispesifisyyteen perustuva ABCD-luokittelu.

Tama luokittelu ei kuitenkaan kuvaa tdydellisesti ferulahappoesteraasien laajaa maaraa
ja ominaisuuksien kirjoa, tistd syystd on fylogeneettisen analyysin avulla tutkittu ja
16ydetty lukemattomia uusia ferulahappoesteraaseja ja uusia luokkia. ABCD-luokittelu
kertoo kuitenkin kemiallisesta ndkokulmasta tarpeeksi ferulahappoesteraasien

substraattispesifisyydesta.

2.4 Ferulahappo

Ferulahappo esiintyy kasvisoluseinien lignoselluloosisissa rakenteissa kiinnittyneina
ligniiniin, proteiineihin tai muihin ferulahappoihin joko kovalenttisin esterisidoksin
taikka eetterisidoksin, ja timi kiinnittyminen tapahtuu ferulahapon hapettuessa.?*
Ferulahappojen karboksyylihapporyhmin avulla ferulahapot voivat muodostaa myos
esterisidoksen  polysakkaridien kanssa.?* Ferulaatti, joka on muodostanut
polysakkaridien kanssa sidoksen, voi hapettamalla reagoida edelleen vield ligniinin
kanssa muodostaen ligniini-ferulaatti-polysakkaridikompleksin (LFP).® Ferulahapon

on my0s havaittu esiintyvdn dimeerisend sekd trimeerisend hapettavan kytkennén kautta
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esterdityneissi taikka eetterdittyneissd ferulahappojiainnoksissd.’” Kun kasvisoluseinin
mikrobista ja entsymaattista hajottamista on kasvatettu, on huomattu ettd vapaan
ferulahapon osuus hajotetusta soluseinistd on lisdéintynyt.>® Vapaan ferulahapon

rakenne on esitettynd kuvassa 12.

8]

0]

/ \ OH

HO

Kuva 12. Ferulahapon rakenne.

Ferulahappoa esiintyy runsaasti kasvien, lukuunottamatta puita, soluseindn
lignoselluloosamateriaalissa ja se on ligniinissié monen aromaattisen lopputuotteen

prekursori. Ferulahappoa hyodynnetdin my0s itsessddn antioksidanttina.

2.5 Ferulaesterit ja niiden malliaineet

Ferulahapon kéyttaytymistd lignoselluloosaan sitoutuneena voidaan mallintaa
syntetisoimalla tutkittavaa sidosta jdljittelevd malliaine. Néin voidaan tutkia
ferulahapon ja lignoselluloosan ainesosien vilisid vuorovaikutuksia ja saada
parannettua yleisti ymmirrystid soluseinin hajottamisesta.>® Ferulahappo sitoutuu
lignoselluloosan eri osiin esterisidoksella, jolloin voidaan puhua ferulaesteristi.
Ferulaesterit voivat osallistua epédsuorasti ligniinin silloittamiseen, kaappaamalla
ligniinin kinonimetiidi vilituotteita, tai suoraan osallistumalla ligniinin vapaa-radikaali
polymeroitumisprosessiin.>® Ferulaesterit ja lignifikaatioprosessi ovat keskeisessi
osassa kasvin soluseindn rakennetta. Ferulahappoesteri malliaine voidaan muodostaa
liittdmélld ferulahappo hiilihydraattimolekyyliin, jolloin saadaan niin kutsuttu
’sokeriaddukti’. Tdmén sokeriadduktin avulla voidaan tutkia sekd ferulaestereihin
liittyvda regiokemiaa ettd lignoselluloosassa esiintyvien ferulaesterien hajottamista
entsymaattisesti. Ferulaesterin malliaineen eli ’sokeriadduktin’ syntetisoimisesta

voidaan nahdi esimerkki kuvassa 13.%°
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Kuva 13. Sokeriaddukti Metyyli 5-0-(E)- feruloyyli-a-D-arabinofuranoosin 7-
vaiheinen synteesi mukaillen Ralph, J. et al (1992).>°

Metyyli 5-0-(E)- feruloyyli-a-D-arabinofuranoosin synteesid varten tarvitaan
ferulahappo, jonka fenolinen hydroksyyliryhmd suojataan ensin vaiheessa 1
asetyyliryhmadlld, jonka jdlkeen voidaan muodostaa kohdassa 2 happokloridi
tionyylikloridin avulla. Mikéli halutaan varmistaa, ettd kaikki ferulahappo sitoutuu
arabinofuranoosiin samasta kohtaa, taytyy sokerin muut hydroksyyliryhmét suojata.
Vaiheessa 3 suojataan ensin primddrinen hydroksyyliryhma johon ferulahappo halutaan
liittad sellaisella suojaryhmalld, jonka voi poistaa jattden muut suojaryhmét paikoilleen,
kuten esimerkiksi tdssd on kéytetty silyylieetterid. Vaiheessa 4 on suojattu loput
hydroksyyliryhmét asetyylilld. Vaiheessa 5 poistetaan silyylieetteri ja pédstddn
lopulliseen Metyyli 5-0-(E)- feruloyyli-a-D-arabinofuranoosin synteesiin vaiheessa 6,
missd pyridiinin avulla liitetdén ferulahappo sokeriin. Viimeisessé vaiheessa poistetaan
asetyylisuojaryhmat ja saadaan lopullinen ferulahapon malliaine eli Metyyli 5-0-(E)-
feruloyyli-a-D-arabinofuranoosi. Tésséd tutkielmassa kdydddn lépi ferulahappoesterin

synteesi ja muodostuvan esterisidoksen hajoaminen esteraasien vaikutuksesta.
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3. Kokeellinen osuus

Tutkimustyon tarkoituksena oli syntetisoida metyyli a-D-glukopyranosidin ja
ferulahapon esterijohdannainen eli metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidin
isomeerinen seos, jossa keskeisend sidoksena esiintyy esterisidos metyyli a-D-
glukopyranosidin 2-, 3-, 4- tai 6-asemaan. Lopuksi tdmén tuoteseoksen esterisidoksen
katkaisua tutkittiin neljilld eri esteraasilla. Tutkimus toimii hyvédnd esimerkkind siité,
miten entsyymien avulla voidaan hajottaa myods lignoselluloosassakin runsaasti
esiintyvid esterisidoksia ja titen kehittdd lignoselluloosan kokonaisvaltaista

entsymaattista hajottamista tulevaisuuden prosesseja varten.

Tutkimuksen koejarjestely on jaettu kahteen vaiheeseen. Aluksi syntetisoitiin
isomeerinen metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidi seos nelivaiheisella synteesilla.
Tuoteseos  puhdistettiin ~ kromatografisesti  ja  karakterisoitiin ~ my6hempid
esteraasihydrolyysejd varten. Toisessa vaihessa valmistettiin reaktiosarjat AnFAE-
esteraasien aktiivisuuksien madrittdmiseksi. Reaktioista otettiin ndytteitd usealla
aikavililld ja reaktioiden edistymistd seurattiin kvantitatiivisesti HPLC-laitteistolla.
Samalla saatiin tietoa eri esteraasien substraattispesifisyyksistd. Kéytetyt esteraasit
olivat perdisin Helsingin yliopiston Mikrobiologian osaston Fungal Genetics and
Biotechnology-ryhméltd. Mainitut vaiheet ovat kuvattu seuraavassa kappaleessa

Menetelmiit ja laitteistot.

3.1 Menetelmiit ja laitteistot

Synteesien etenemistd seurattiin jokaisessa vaiheessa TLC ohutkerroskromatografialla,
kayttden TLC Silica gel 60 F2s4 (Merck) ohutlevyjé. Synteesin vilituotteet puhdistettiin
uudelleenkiteyttdmalld ja lopputuote pylviaskromatografisesti, ensin manuaalisesti ja
lopuksi vield preparatiivisella suorafaasikromatografialla kidyttden automaattista
CombiFlash EZ Prep Teledyne ISCO kromatografialaitteistoa, johon oli liitetty

valmiiksi pakattu silikakolonni.
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Kaikki vélituotteet sekd lopputuote, lukuunottamatta ensimmadistd asetyloitua
ferulahappoa, tunnistettiin mittaamalla niisti 'H-, ja '>*C-NMR-spektrit kiiyttien Varian
Mercury Plus 300 MHz ja  Varian Inova Unity 500 MHz
ydinmagneettiresonassispektrometrejd. Naytteet oli liuotettu deuteroituun asetoniin ja
mittausten ldmpétila oli 27 celsiusta.

Esterisidosten katkaisun edistymistd seurattiin Agilent 1260 Infinity HPLC-
nestekromatografialaitteistolla. Ennen ndytevialeihin siirtdmistd, naytteet suodatettiin
45 wum GHP-membraani HPLC-suodattimien ldpi. Néytteet injektiotiin Spul
tilavuuksissa. Naytteiden erotus HPLC-laitteistossa tehtiin kahdella eri kolonnilla
Kinetex 2.6u C18 100A (50 x 2.1 mm) (Phenomenex) ja InfinityLab Poroshell 120 SB-
AQ (100 x 3 mm) (Agilent) (ndyte- ja kolonnikohtaisuus kerrotaan alla esitetyissé
tuloksissa). Substraatit eluoitiin kdyttden isokraattista metodia, jossa ajoliuoksena oli
80:20 0,1% TFA ja ACN ja synteesituotteen kanssa isokraattisella metodilla, jossa
ajoliuoksena oli 90:10 0,1% TFA ja ACN.

3.2 LCC-Malliaineen synteesit

Metyyli-a-D-glukopyranosidin ja ferulahapon liittiminen tehtiin ilman sokerin
suojausta. Ensin ferulahapon vapaa hydroksidiryhma suojattiin asetyyliryhmaillé, jonka
jilkeen  karboksyylihappo  reagoi  tionyylikloridin  kanssa = muodostaen
ferulahappokloridin. Ferulahappokloridi reagoi sitten metyyli-a-D-glukopyranosidin
kanssa muodostaen isomeerisen metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidi-seoksen, jossa

ferulahappo on sitoutunut joko sokerin 2-, 3-, 4-, tai 6-asemaan.

3.2.2 Ferulahapon asetylointi

Ferulahappo asetyloitiin sekoittamalla huoneenldmmossd yon yli, minkéd jdlkeen
reaktioseos kaadettiin jddveteen. Jddvedessd reaktioseosta sekoitettiin noin puolen
tunnin ajan, jolloin tuote saostui. Saostuma suodatettiin seké pestiin kylmailld vedella.
Tamén jalkeen tuotteen annettiin kuivua vetokaapissa.

Taulukossa 1. on esitetty ensimmaéisen vaiheen eli ferulahapon asetyloinnin 1dhtdaineet
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sekd lopullisen tuotteen 4-O-asetyyliferulahapon méérd. Reaktioyhtdld on esitetty

kuvassa 24.
o) /[OL B
~° OH RN N O
pyridiini '
HO
/KO
Kuva 24. Ferulahapon suojaaminen asetyyliryhmalla.
Taulukko 1. Ferulahapon asetylointi
Lihtbaine MW (g/mol) m(g) n(mol) V(ml) d(g/ml)
Ferulahappo 194,19 5,0 0,026 -
Pyridiini 79,10 9,8 0,12 10 (0,98)
Etikkahappo 60,05 10,5 0,17 10 (1,05)
Tuote MW(g/mol) | m(g)/ Saanto n(mol) teor.m. (g)
(%)
4-O- 236,22 5,7/(93 %) 0,024 6,14
asetyyliferulahappo

Ferulahapon asetyloinnista ei mitattu NMR-spektrejd, silld pelkdn TLC:n seuraamisella

voitiin olla varmoja reaktion onnistumisesta.

3.2.3 4-O-Asetyyli ferulahappokloridin synteesi

Edelld saatua 4-O-asetyyliferulahappoa refluksoitiin &ljyhauteella noin 88-100 °C
tionyylikloridin kanssa, kunnes kaasun muodostus on loppunut, jolloin saatiin
muodostettua 4-O-asetyyliferulakloridi. Reaktioyhtdlé on esitetty kuvassa 25.
Bentseeni haihdutettiin alipaineessa ja tuote liuotetiin lampimé&én tolueeniin, joka my0s
haihdutettiin. Tdmén jidlkeen tuote uudellenkiteytettiin tolueenista. Tdman reaktion
lahtbaineet ja tuotteet on esitetty taulukossa 2. Reaktion etenemisen tehostamiseksi

tionyylikloridia liséttiin noin 3-kertainen ainemiéra asetyloituun ferulahappoon néhden.
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Reaktion onnistuminen varmistettiin sekd 'H-, etti '3C-NMR spektroskopialla ja

tuotteen spektrit on esitetty liitteissd 1 ja 2.

'H-NMR (300 MHz, d6-asetoni): 5 2.28 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 6.93 (d, 1H), 7.20 (d, 1H),
7.42 (d, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.94 (d, 1H)

BC-NMR (500 MHz, d6-asetoni): § 19.8, 55.9, 112.8, 122.3, 123.3, 123.8, 150.9, 152.3,
165.5, 168.0

)
o

- X OH |S ~ X cl
o e

/K Bentseeni /K
o o]

Kuva 25. Ferulahappokloridin synteesi.

Taulukko 2. Ferulahappokloridin synteesi

Lahtoaine MW (g/mol) m(g) n(mol) V(ml)
d(g/ml)
4-O-asetyyliferulahappo 236,22 2,0 0,0085 -
Tionyylikloridi 118,96 3,0 0,025 1,8/
(1,64)
Bentseeni 78,11 26,4 0,34 30/
(0,88)
Tuote MW (g/mol) m(g) / n(mol) teor.m.
Saanto (2)
(%)
4-0O- 254,67 1,6 / (74 0,0071 2,16
asetyyliferulahappokloridi %)

3.2.4 4-O-Asetyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidin synteesi

Asetyyliryhmélld suojattu ferulahappokloridi lisdttiin seuraavassa reaktiossa metyyli-o-
D-glukopyranosidiin, jota oli reaktiossa 3-kertainen miérd ferulahappokloridiin

verrattuna. Télld varmistettiin, ettd kaikki ferulahappokloridi reagoi, sekd pienennettiin
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mahdollisuutta sille, ettd yhteen sokeriin liittyisi useampi ferulahapporyhmai. Kuvassa
26 on esitetty nelja vaihtoehtoista rakennetta, muodostuvalle isomeeriselle metyyli-4-
O-asetyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidiseokselle, jossa ferulahappo on sitoutunut

joko sokerin 2-, 3-, 4-, tai 6-asemaan. Reaktion ainemaérit on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3. Metyyli-4-O-asetyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidin isomeeriseoksen
synteesi.

Lahtoaine MW (g/mol) m(g) n(mol) V(ml)
d(g/ml)
4-0O- 254,67 1,0 0,0039 -
asetyyliferulahappokloridi
Metyyli-a-D- 194,18 2,3 0,012 -
glukopyranosidi
Pyridiini 79,10 29.4 0,37 30/
(0,98)
4-Dimetyyliaminopyridiini 122,17 0,16 0,0013 -
Tuote MW(g/mol) | m(g)/ n(mol) teor.m.
Saanto (g)
(%)
Metyyli-4-O-asetyyli 413,21 2,1/ 0,0034 1,61
feruloyyli-a-D- (130
glukopyranosidin %)
isomeeriseos

Aluksi liuotettiin metyyli-a-D-glukopyranosidi kolvissa pyridiiniin ja liséttiin reaktion
katalyytti ~ 4-dimetyyliaminopyridiini. ~Reaktio  suoritettiin ~ pitdmélld  kolvia
jadvesihauteessa ja lisddmalld suojattu ferulahappokloridi tasaisesti noin 15 minuutin
aikana. Sekoitusta jatkettiin jddvesihauteessa vield puolitoista tuntia, jonka jélkeen
sekoitettiin vield kahden tunnin ajan huoneenldmmossd. Yliméérdinen pyridiini
haihdutettiin atseotrooppina tolueenin kanssa. Toimenpidettd jatkettiin lisdten tolueenia
ja jatkaen haihdutusta, kunnes pyridiinin hajua ei endd merkittdvésti haistettu. Tamén
jélkeen liuotettiin tuote 10:1 dikloorimetaani:metanoli -seokseen ja suodatettiin sintterin
lapi. Saatu suodos haihdutettiin ja annettiin kuivua vetokaapissa. Tuotteesta mitattiin

sekd 'H-, ettd '>C-NMR tuotteen vahvistamiseksi, nimi liitteissd 3 ja 4.
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"H-NMR (300 MHz, d6-asetoni): & 2.27(s, 3H), 3.20 (s, 1H), 3.37 (s, 3H), 3.39 (m, 1H),
3.41 (m, 1H), 3.66 (m, 1H), 3.77 (m, 1H), 3.92 (s, 3H), 4.48 (m, 2H), 4.66(d, 1H), 6.86
(d, 1H), 7.14 (d, 1H), 7.30 (d, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.88 (d, 1H)

BC-NMR (500 MHz, d6-asetoni): § 17.7, 52.7, 53.7, 67.4, 67.8, 68.1, 69.5, 69.8, 71.3,
71.5,94.7,97.5,109.8, 115.3, 119.3, 124.8, 143.3, 149.3, 165.2, 167.7

FHAs= Asetyloitu ferulahappo

[} Q.
-5

Kuva 26. Metyyli-4-O-asetyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidin isomeeriseoksen
synteesi
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3.2.5 Metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidin isomeeriseoksen synteesi
Asetyylisuojaryhma poistettiin metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidin
isomeeriseoksesta reaktiolla pyrrolidiinin kanssa, jota liséttiin reaktion tehostamiseksi

2,5-kertainen maara ldhtdaineeseen verrattuna, kuva 27. Reaktion lahtdaineet seka tuote

nahtivissa taulukosta 4.

(0]
NH 0O
Sokeri \ S / O\
)O\ |

Etanoli OH
O

Kuva 27. Metyyli 4-O-asetyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidi isomeeriseoksen

deasetylointi.

Taulukko 4. Metyyli 4-O-asetyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidi isomeeriseoksen

deasetylointi.
Lihtbaine MW (g/mol) m(g) n(mol) V(ml) d(g/ml)
Metyyli 4-O- 413,21 2,0 0,0048 -
asetyyli
feruloyyli-a-D-
glukopyranosidi
isomeeriseos
Etanoli 46,07 15,8 0,34 20/(0,79)
Pyrrolidiini 71,12 0,86 0,012 1,0/ (0,86)
Tuote MW (g/mol) m(g) / n(mol) teor.m.
Saanto (g)
(%)
Metyyli 370,35 0.87 0,0023 1,78
feruloyyli-a-D- (49
glukopyranosidi %)
isomeeriseos
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Reaktio tehtiin sekoittamalla metyyli 4-O-asetyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidin
isomeeriseos ja pyrrolidiini etanolin ollessa liuottimena, kolvissa noin 4 tunnin ajan.
Reaktion etenemistd seurattiin TLC-kromatografialla. Tuotteesta haihdutettiin
livottimet, minkéd jédlkeen tuote liuotettiin pieneen madrdin etanolia ja eluoitiin 5x3,8
cm silikapylvidin ldpi etanolilla. Fraktiot kerittiin ja tunnistettiin TLC-kromatografialla
ja ndistd valittiin fraktiot, joiden voitiin todeta olevan metyyli feruloyyli-a-D-
glukopyranosidin isomeeriseosta. Valitut fraktiot yhdistettiin ja haihdutettiin kuiviin,
minkd jilkeen tuoteseos puhdistettiin kdyttden automaattista EZ Prep flash
nestekromatografialaitteistoa RediSep® 12g silikapylvdilld (1.950 x 7.485 cm).
Eluointi tehtiin dikloorimetaani:metanoli -seoksella, kasvattaen metanolin osuutta ajon
atkana 0%-10% 20min aikana, liite 7. Fraktiot kerdttiin talteen, haihdutettiin ja

tunnistettiin 'H-, ja '>*C-NMR:n avulla, liitteet 5-6.

Deasetyloinnin jilkeen saatiin metyyli feruloyyli-o-D-glukopyranosidin isomeeriseos,
joka koostui pédédasiassa 4 erilaisesta tuotteesta, joita erotti ferulahapon sitoutuminen
metyyli-a-D-glukopyranosidin 2-, 3-, 4- tai 6-asemaan. Lopullisen tuotteen rakenteet on
havainnollistettu kuvassa 28, jossa on esitetty ferulahappo metyyli-a-D-

glukopyranosidin eri positioissa.

Liitteessd 7 voidaan ndhdd kuinka metanolin osuuden kasvattaminen ajoliuoksessa saa
metyyli  feruloyyli-a-D-glukopyranosidin ~ isomeeriseoksen  eroteltua  muista
epdpuhtauksista, lopputuote nikyy viimeisend piikkini, alleviivattuna vihredlld (fraktiot
33-36 kuvassa). Lopputuotteen fraktiosta 33—36 mitattiin sekd 'H-NMR-, etti *C-
NMR-spektrit tuotteen varmistamiseksi. 'H-NMR-spektri liite 5 ja '*C-NMR-spektri
liite 6.

'H-NMR (300 MHz, d6-asetoni): & 3.37 (s, 1H), 3.37 (s, 3H), 3.39 (m, 1H), 3.41 (m,
1H), 3.66 (m, 1H), 3.77 (m, 1H), 3.92 (s, 3H), 4.48 (m, 2H), 4.66(d, 1H), 6.42 (d, 1H),
6.93 (d, 1H), 7.18 (d, 1H), 7.37 (s, 1H), 7.63 (d, 1H)

BC-NMR (500 MHz, d6-asetoni): § 54.5, 54.7, 55.7, 61.7, 63.7, 69.0, 70.1, 70.8, 71.1,
71.2,71.4,72.4,72.6,72.7,73.8, 74.4, 97.5, 100.2, 110.6, 110.7, 114.8, 115.0, 115.4,
123.4,126.7, 145.3, 146.1, 149.4, 166.8, 167.0
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Kuva 28. Syntetisoidun metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidi isomeeriseoksen
mahdolliset tuotteet.
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3.3 Esterisidoksen katkaisu entsymaattisesti kiiyttien esteraaseja

Syntetisoidun metyyli metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidi  isomeeriseoksen
esterisidoksien katkaisu tehtiin kdyttden neljdd eri esteraasia: AnFAE A, AnFAE B,
AnFAE C sekd AnFAE D. Kyseisilld entsyymeilld madritettiin = myos
substraattispesifisyys kéyttden 10 erilaista kanelihapon metyyli- tai etyyliesterid.
Lisdksi mitattiin ndiden entsyymien aktiivisuus (uM/min) kyseisilld substraateilla.
Lopuksi tutkittiin valittujen esteraasien kyky hajottaa itse syntetisoidun malliyhdisteen
metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidin  isomeeriseoksen esterisidoksia. Sekad
mainitun 10 metyyliesterin, ettd metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidin
reaktioseoksen valmistus tehtiin samalla metodilla, joka on esitettynd seuraavassa

0siossa.

3.3.2 Metyyli- ja etyyliesterit substraatteina

TyOssd testatut substraatit olivat metyyliferulaatti (MF), metyylisinapaatti (MS),
metyylikaffeaatti (MC), metyylikumaraatti (MpC), metyylisinnamaatti (MCi),
etyylikumaraatti (EC), etyyli-4-hydroksi-3-metoksisinnamaatti (EHM), metyyli 3,4-
dimetoksisinnamaatti (MMC), klorogeenihappo (CA) ja metyyligallaatti (MQG),

esitettynd kuvassa 29.

Substraateista ja niiden vastaavista hapoista tehtiin 1 mM kantaliuokset 100 mM MOPS
(pH 6) (3-morfoliinipropaani-1-sulfonihappo) puskuriliuoksella. Néistd kaikista tehtiin
laimennosarjat kalibrointikdyrid varten, jossa laimennettava liuos valmistettiin
lisddmalld 0.95 ml 100 mM MOPS (pH 6) puskuria ja 0.05 ml substraatin tai vastaavan
hapon kantaliuosta. Kalibrointisarja mitattiin HPLC laitteistolla, kullekin yhdisteelle
spesifiselld UV-aallonpituudella (320 nm: MF, MS, MC, MMC, EHM, CA; 308 nm:
MpC, EC; 280 nm: MCi, MG). Kalibrointisuoran konsentraatiot ja HPLC-laitteiston
vaste ndyttdd lineaarisen suhteen ja mahdollistaa titen analyytin pitoisuuden

madrittdmisen interpoloimalla kalibrointisuorasta.

Kantaliuoksista valmistettiin reaktioseos lisddmailla 1.5 ml naytevialiin, jossa oli 0.85
ml 100 mM MOPS puskuria, 0.1 ml kasvatusliuoksen supernatanttia (AnFAE A, B, C

tai D) ja 0.05 ml substraattikantaliuosta. Reaktioseoksia sekoitettiin 37 °C lampoétilassa
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ja ndytteet reaktion etenemisestd otettiin eri aikapisteiden kohdalla, riippuen entsyymin
osoittamasta aktiivisuudesta reaktiossa. Reaktiossa seurattiin metyyli- tai etyyliesterin
vastaavan hapon muodostumista tietyn ajan kuluessa. Reaktioajoissa oli suurta
vaihtelua minuuteista tunteihin. Reaktio pysdytettiin lisddmalld 0.1 ml 80:20 0,1%
trifluoroetikkahappoa MilliQ vedessd (TFA) : asetonitriili (ACN) -seosta. Kaikki
ndytteet  suodatettiin  ja  mitattiin  Agilent 1260  Infinity =~ HPLC-
nestekromatografialaitteistolla  kdyttden kolonnina Kinetex 2.6u C18 100A
(Phenomenex) kaikille substraateille paitsi CA ja MG, joille kéytettiin kolonnina
InfinityLab Poroshell 120 SB-AQ, silld kyseisten substraattien erottelussa vastaavasta
hapostaan tarvittiin vesiliukoisille yhdisteille paremman erotuskyvyn omaava kolonni.
Kaikki metyyli- ja etyyliesterien HPLC-mittaukset tehtiin isokraattisella metodilla,
jossa ajoliuoksena oli 80:20 0,1% TFA (MilliQ H20) ja ACN.
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Kuva 29. Kanelihappojen metyyli- ja etyyliesterit.
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Kanelihappojen — metyyli- ja  etyyliesterien reaktioiden  spesifisyys- ja
aktiivisuusmittauksia varten kéytettiin samaa metodia kuin aiemmissa koejérjestelyissa.
Sama toistettiin my0s kdyttden tunnetusti reaktiivista Aspergillus terreus (A. terreus)
esteraasia, jotta tutkittavia entsyymejd voitiin verrata 4. terreuksen katalysoimiin
vastaaviin reaktioihin. Taulukossa 5 on kuvattuna A.terreuksen aktiivisuutta 9 eri

substraatilla, silld entsyymi ei ollut reaktiivinen MG:n kanssa.

Taulukko 5. A. terreus esteraasin aktiivisuudet 9 eri substraatilla.

A.Terreus aktiivisuudet +37C (uM/min)

250

200

150

100

50 I

0 l - l B =
MMC MF MS EHM MpC Mci MC EC CA

Neljdn testattavan esteraasin AnFAE A, AnFAE B, AnFAE C sekd AnFAE D
aktiivisuutta analysoitiin kdyttden samoja substraatteja kuin A. ferreus -esteraasilla ylla,
silli substraatille MG ei yhdestdkddn esteraasista 10ydetty esteraasiaktiivisuutta.

Taulukosta 6 voidaan ndhda karkea arviointi esteraasien aktiivisuuksista.
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Taulukko 6. AnFAE A, AnFAE B, AnFAE C ja AnFAE D aktiivisuudet.

Substraatti  MF MS | MC | Mci | MpC | EC | EHM MMC CA MG
Entsyymi

AnFAE A + | + + + ‘N/A N/A
AnFAE B | ++ N/A ++ ++ N/A

AnFAE C | ++  + ++ + ++ ++ N/A N/A

AnFAE D * N/A * * * *  N/A * N/A | N/A

Taulukossa 6, on luokiteltu aktiivisuus seuraavasti: N/A = ei havaittavaa
aktiivisuutta, * = havaittavaa aktiivisuutta (alle 10 uM/min), + = aktiivinen (yli
10 uM/min), ++ = hyvin aktiivinen (yli 1mM/min), +++ = erittdin aktiivinen (yli
10 mM/min). Luokittelu perustuu keskindisiin vertailuihin sekd A. terreuksen
tuloksiin. Jokaiselle entsyymille on tehty vield aktiivisuuskuvaaja ja niméi
16ytyvit liitteistdi 8—11. AnFAE D -esteraasin heikko aktiivisuus muihin
tutkittaviin esteraaseihin verrattuna heritti kysymyksen siitd, mikd on ollut
kyseisen entsyymin kunto koetta suoritettaessa tai oliko mahdollisesti entsyymin

konsentrointi epdonnistunut.

3.3.3 Metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidi isomeeriseoksen esterisidosten

katkaisu

Metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidin isomeeriseoksen kantaliuos oli 1
mg/ml (0,27 mM) 10:90 ACN : 0,1% TFA (MilliQ H20), ja reaktioseoksen
valmistus tehtiin kuten muille substraateille. Analyysi tehtiin isokraattisesti
kdyttden 90 : 10 0,1% TFA (MilliQ H>0O) : ACN ajoliuoksena. Syntetisoidun
metyyli  feruloyyli-a-D-glukopyranosidi  isomeeriseoksen  esterisidoksen
hajottamisessa oli ensisijaisesti kiinnostuttu substraattispesifisyydestd, sekd mista
asemasta (2-, 3-, 4-, vai 6-) esterisidos katkeaa. Hypoteesini oli, ettd ferulahapon
irtoamisen jarjestys tapahtuisi samalla logiikalla kuin synteesin aikana kiinnitys.

Kiinnitysvaiheessa helpommin saatavilla oleva metyyli a-D-glukopyranosidin
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primddrinen hydroksyyliryhmd oli suosituin kiinnityskohta ferulahapolle ja
samalla tavalla myos entsyymin reagoidessa sen olisi helpoin katalysoida
hajoaminen sille positiolle, joka on helpoiten saatavilla.

Ensin tuoteseos analysoitiin HPLC:lla, kuva 30, josta voitaisiin verrata, missi
kohtaa toisiinsa ndhden eri asemista esterdityneet metyyli feruloyyli-a-D-
glukopyranosidin isomeerit eluoituvat. Oletuksena on, ettid 6-asema olisi yleisin,
sen ollessa my0s regiokemiallisesti helpoiten saavutettavissa, tdstd seuraavat
olisivat 2-asema, 3-asema ja viimeisend 4-asema, kun kyseessé olisi kineettisesti
kontrolloitu reaktio. Vertailu yhdisteiné oli saatavilla metyyli 2-feruloyyli-a-D-
glukopyranosidi sekd metyyli 6-feruloyyli-o-D-glukopyranosidi, joilla voitiin
identifioida ndma kaksi asemaa isomeerisen seoksen analyysisti. Lisdksi kuvasta
30 voidaan ndhdd, mitkd asemista voidaan vahvistaa aiheesta jo tehdyn
kirjallisuuden perusteella. Osaa positioista voidaan verrata suoraan Kylli et al,
(2008) tekemddn tutkimukseen metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidista, ja
vahvistaa 6-,2- ja 3-asema.® Tutkimuksessa Kylli et al (2008), mainitsevat etti 4-

aseman piikki tulisi vasta 6-aseman piikin jdlkeen, mikali sitd on muodostunut.
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OADY A, Sig=120,4 Red=d400,100 (G ACHEMAZ\TOAT MHHHHSOKERI 20171118 15-52-45012-0201 D)
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Kuva 30. Metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidi seoksen isomeerien asemat.

Kaikki metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidi isomeeriseoksen
hajottamisreaktion entsyymiliuokset on laimennettu 1:1000 samalla MOPS-
puskurilla, miké on kuvattu kohdassa tutkimus, menetelmit ja laitteistot. AnFAE

A:n reaktion eteneminen on esitettynd kuvassa 31, ja AnFAE B:n reaktion
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eteneminen on esitetty kuvassa 32. AnFAE C ja D eivit reagoineet metyyli
feruloyyli-a-D-glukopyranosidi isomeeriseoksen kanssa tarpeeksi, ettd 15 h
kokeen aikana olisi huomattu mitddn merkittdvdad muutosta, ndistd esitettyni
kuvissa 33 ja 34. Kuten kuvista 31 ja 32 huomataan ja verrataan kuvaan 30,
huomataan ettd toiseksi korkein tunnistamaton piikki ei mitta-asteikkoon

verrattuna muutu yhtéén, joten kyseessd on mahdollisesti liuotinpiikki.
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DAD1 B, Sig=320 4 Rel=400,100 (HARRIHHHFERULASOKERI 2017-12-07 19-08-221071-0101 D) =0
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Kuva 31. AnFAE A vaikutus metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidi isomeeriseoksen

ja vapaan ferulahapon maaraan.
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Kuva 32. AnFAE B vaikutus metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidi isomeeriseoksen

ja vapaan ferulahapon mairéan
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Kuva 33. AnFAE C vaikutus metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidi isomeeriseoksen

ja vapaan ferulahapon méérén, 2—15 h vilill4.
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Kuva 34. AnFAE D esteraasin vaikutus metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidin

isomeeriseoksen ja vapaan ferulahapon miiradn, 2—15 h.

Ainakin AnFAE D antaa pientd viitettd kuvassa 34 ettd pidemmalld reaktioajalla se
mahdollisesti pystyisi hajottamaan hiilihydraatin ja ferulahapon vilisid esterisidoksia.
Kuvista 31 sekd 32 néhdéén, ettd AnFAE A seki varsinkin AnFAE B pystyvit melko
tehokkaasti katkaisemaan hiilihydraatin ja ferulahapon vilisid esterisidoksia.
Kuvaajasta 31 ei voi suoraan ndhdd, missd asemassa sijaitsevaa esterisidosta, 6-, 4-, 3-
vai 2-, entsyymi hajottaa ensimmaisend. Kuten itse esterisidoksen muodostuessa positio

6 on sokerissa steerisesti helpoiten saavutettavissa. ja luultavasti vaikuttaa vahvasti
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sithen, ettd suurin osa ferulahapoista on sitoutunut juuri tihdn asemaan. Samalla
logiikalla esterisidoksen katkaisussa voidaan olettaa, ettd 6-asema olisi steerisesti
helpoin katkaista ja tdten suurimmalta osin seoksessa hajotus keskittyisi ensin 6-
asemaan. Tama hypoteesi ndyttdéd toteutuvan kuvaa 32 seuratessa, jossa AnFAE B oli
hieman nopeampi hajottamaan tétd esterisidosta ja kuvasarjasta ndhdédén, ettd aluksi
ainoastaan 6-aseman piikki (noin 1.750 min kohdalla) pienenee. Nayttdisi siltd, ettd
muut esteri-isomeerit alkavat hajota merkittdvésti vasta, kun 6-aseman esterisidos on

katkaistu.

3.4 Yhteenveto

Kasvien biomassaa on tutkittu jo monta sataa vuotta, ja sitd on onnistuttu hyodyntdméaéan
kauan ennen luonnontieteellistd tutkimusta. Kasvien biomassan makrorakenteiden
tutkimus on ollut pitkddn seké tieteen ettd teollisuuden tutkittavana ja niistd varsinkin
ligniini on ollut keskeisend aiheena, johtuen sen monimutkaisuudesta seké toistaiseksi
vahiisestd hyodynnyttdvyydestd. Ligniinin tutkimus on edennyt sen rakenteesta aina
biosynteesiin sekd entsymaattiseen hajottamiseen. Tutkielmassa kisitellddn keskeisid
osia ligniinin biosynteesistd, rakenteesta sekd ligniinin muodostamista sidoksista
biomassan hiilihydraatteihin. Ligniinin rakenteiden sekd nédiden biomassan
makrorakenteiden vélisten sidosten ymmartdmiselld, voidaan kehittyd myos biomassan
entsymaattisen hajottamisen kanssa. Peroksidaasien vaikutukset ligniinin rakenteissa on
melko hyvin tutkittu ja ymmarretty, mutta realistisia teollisia sovellutuksia ei ole
toistaiseksi saavutettu. Esteraasien osuutta varsinkin LCC:n muokkauksessa tutkitaan
paljon ja mahdollinen hyoty entsymaattisesta hajotuksesta on varmasti yhteydessa

erilaisten entsyymien yhtdaikaiseen kéyttoon.

Melko paljon tutkimustietoa on jo saatavilla LCC yhdisteiden synteeseistd seké niiden
sidosten entsymaattisesta hajottamisesta esteraaseilla. Metyyli feruloyyli-a-D-
glukopyranosidin isomeeriseoksen synteesi ja myohemmin hajottaminen esteraasien
avulla on mielenkiintoinen prosessi, silld se havannoi ferulahapon ja

ferulahappoesterien merkitystd luonnossa.
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Esteraasit AnFAE A, B ja C hajottivat kaikki tehokkaasti kanelihappojen metyyli- ja
etyyliestereitd. AnFAE D:n heikko kyky hajottaa substraatteja herétti epdilyksid mika
on ollut kyseisen entsyymin kunto reaktioiden suoritushetkelld. Esteraasien AnFAE A,
B, C ja D kyky hajottaa metyyli feruloyyli-a-D-glukopyranosidin isomeeriseoksen
esterisidoksia selvitettiin ja huomattiin, ettd AnFAE A ja B hajottivat esterisidoksia, kun
taas AnFAE C ja D eivit olleet aktiivisia. Tulos oli hieman ylléttavé, koska kaikki
kyseisistd entsyymeistd olivat olleet aktiivisia kun metyyliferulaattia kaytettiin
substraattina.

Tamén lisdksi oli mielenkiintoista huomata kuinka hallitseva metyyli 6-O-feruloyyli-a-
D-glukopyranosidin osuus on muihin mahdollisiin asemiin verrattuna (2-, 3- ja 4).
Esteraasien ja niiden kyky hajottaa esterisidoksia varsinkin biokemiallisia sovelluksia
varten vaatii vield paljon lisdtutkimusta, jotta voidaan ymmartdd tarkemmin niiden
toimintamekanismeja. Myo0s esterisidosten merkitys lignoselluloosan rakenteessa ja
biosynteesissd, sekd biomassan jalostuksessa on erittiin tirked ja on varmasti vield

jatkossakin mielenkiintoinen tutkimuksen aihe kasvien kemiassa.
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Liite 7. EZ Prep flashkromatografia lopputuotteelle.

Sample: fglepseos021017f11¢13 EZ Prep

RediSep Column: Silica 12g

Peak Tube Volume: 16 ml

SN: EO41508B92AAS6 Lot: 271832405Z  Non-Peak Tube Volume: 16 ml

Flow Rate: 20 mUV/min
Equilibration Volume: 3.0 CV
Initial Waste: 0.0 CV

Air Purge: 0.5 min

<l

Loading Type: Solid

Wavelength 1 (red): 254nm
Peak Width: 1 min
Threshold: 0.20 AU

A: Dichl b

Wavelength 2 (purple): 280nm

Solvent B: Methanol

Monday 02 October 2017 02:29AM
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Liite 8. AnFAE A aktiivuus MF, MS, MMC ja EHM.

AnFAE A aktiivisuus 37C (mM/min)
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Liite 9. AnFAE A aktiivisuus MpC, MCi, MC ja EC.

AnFAE A aktiivisuus 37C (mM/min)
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Liite 10. AnFAE B aktiivisuus kaikilla substraateilla.

ANFAE B aktiivisuus 37C (mM/min)
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Liite 11. AnFAE C aktiivisuus kaikilla substraateilla.

AnFAE C aktiivisuudet 37C (mM/min)
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Liite 12. AnFAE D aktiivisuus kaikilla substraateilla.
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AnFAE D aktiivisuus +37 (uM/min)
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