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RESUMEN

Las enzimas monooxigenasas liticas de polisacéaridos, abreviadas como LPMOs (del inglés
Lytic polysaccharide monooxygenases), catalizan la ruptura oxidativa de enlaces B —
glucosidicos, de los mas abundantes en polisacéaridos de la biomasa lignocelulésica. Esta
cualidad ha despertado un interés creciente en la industria de la celulosa, sacarificacion y
biocombustibles, debido a su capacidad oxidativa y la interaccion sinérgica con otras
enzimas hidroliticas. A pesar de la importancia de las LPMOs como catalizadores de interés
industrial, aln existen brechas de conocimientos y dificultades asociadas a la evaluacion de
su funcionalidad que necesitan ser resueltas. Los procesos industriales al utilizar
condiciones drasticas de trabajo, requieren de enzimas eficientes y adaptadas a esas
condiciones, las que dificiimente se encuentran en la naturaleza, pero que se pueden
conseguir con la ayuda de la ingenieria genética y la ingenieria de proteinas, por ejemplo.
Entre las mejoras enzimaticas se han investigado modificaciones para obtener enzimas
LPMOs més resistentes a la temperatura. Sin embargo, entre los objetivos que aun estan
pendientes para la optimizacion enzimatica de LPMOs estan la resistencia al estrés
oxidativo y la especificidad por el sustrato. La ingenieria genética mediante organismos
recombinantes ha sido una buena herramienta para mejorar la eficiencia industrial de esta
enzima, obteniendo una mayor produccion enzimatica, con bajos costos industriales. Esta
revision bibliografica se enfoco principalmente en estos dos puntos, para asi relevar la
importancia del mejoramiento enzimatico de las LPMOs para su aplicacion en diferentes

procesos industriales.

Palabras claves: Enzimas oxidativas — Termoestabilidad — Resistencia oxidativa -

Expresion heterdloga — Interaccion sinérgica — Conversion de biomasa



ABSTRACT

Lytic polysaccharide monooxygenases (LPMOs) are enzymes that catalyze the oxidative
cleavage of R-glycosidic bonds, one of the most abundant bonds in lignocellulosic biomass
polysaccharides. This quality has garnered increasing interest in the cellulose,
saccharification and biofuels industries due to their oxidative capacity and the synergistic
interaction with other hydrolytic enzymes. Despite the importance of LPMOs as catalysts of
industrial interest, knowledge gaps and difficulties associated with the evaluation of their
functionality are yet to be resolved. The industrial processes when using drastic working
conditions require efficient enzymes adapted to those conditions, which are found in nature
with difficulty, but which can be achieved with the aid of genetic engineering and protein
engineering, for example. Among the enzyme improvements, modifications have been
investigated to obtain more resistant LPMOs at high temperatures. Nevertheless, among the
issues that are still pending for enzymatic optimization of LPMOSs are resistance to oxidative
stress and specificity by substrate. Genetic engineering using recombinant organisms has
been a good tool to improve the industrial efficiency of this enzyme, achieving a greater
enzymatic production with low industrial costs. This bibliographic review focused mainly on
these two points, in order to highlight the importance of enzymatic improvement of LPMOs

for their application in different industrial processes.

Keywords: Oxidative enzymes - Thermostability - Oxidative resistance - Heterologous

expression - Synergistic interaction - Biomass conversion



1. Introduccion.

La produccion y descomposicién de biomasa vegetal es un proceso de gran magnitud en la
naturaleza. Cada afio, el COz fijado por las plantas consume alrededor del 15% del carbono
total de la atmosfera. Aproximadamente la mitad del carbono se incorpora en forma de
polisacéridos estructurales y lignina, que se denominan colectivamente lignocelulosa. La
lignocelulosa es el componente principal y mas abundante de la biomasa producida por la
fotosintesis, y anualmente se forman 2x10'! toneladas en todo el mundo (Ragauskas et al.,
2006).

La pared celular vegetal esta compuesta por tres tipos principales de polimeros: celulosa,
hemicelulosa y lignina, que estan estrechamente entrelazados y conectados por enlaces
covalentes y no covalentes. La celulosa es el componente mas importante para las
industrias ya que ésta es la materia prima para la fabricacion de papel, textiles, peliculas,

espesantes y una gran variedad de subproductos (Pérez et al., 2002; Cosgrove, 2005).

La descomposicién de la celulosa ha sido un desafio para las industrias por la complejidad
de su estructura cristalina recalcitrante, por ello se han estudiado distintas herramientas
para su despolimerizaciéon, una de ellas es la utilizacion de enzimas glucohidrolasas (GH)
como las celulasas, las cuales mediante hidrolisis rompen los enlaces [3-1,4- glucosidicos,
gue mantienen unidos los monomeros de glucosa (Sangred et al., 2013). Pero para
aumentar la eficiencia de ruptura de estos enlaces se necesita la ayuda de enzimas con
actividad auxiliadora, las cuales reducen el nimero de estructuras cristalinas facilitando la

descomposicion de la celulosa por las GH.

Dentro de las enzimas auxiliadoras las recientemente descritas monooxigenasas liticas de
polisacéaridos, conocidas como LPMOs por sus siglas en inglés (Lytic Polysaccharide
Monooxygenases), desempefian un papel fundamental en la conversion de la biomasa
vegetal por ruptura oxidativa (Bissaro et al., 2020). Al oxidar las estructuras cristalinas de la
celulosa, las LPMOs crean nuevos puntos de acceso para las GH, disminuyendo la

cristalinidad del sustrato, y aumentando asi la eficiencia de las celulasas (Eibinger et al.,



2017). Por este motivo, las LPMOs tienen gran importancia industrial, debido a que mejoran
la actividad de los cocteles enzimaticos para la despolimerizacion de la celulosa, por lo que
disminuyen la carga enzimatica. Por ejemplo, reducen los costos en la etapa de
sacarificacion en la produccién de etanol de segunda generacion (Corréa et al., 2016;
Bissaro et al., 2018).

Las enzimas LPMOs se descubrieron solo en la década pasada (afio 2010) y, aunque han
recibido una atencion considerable desde entonces y son de gran importancia industrial,
existen auln pocos estudios que aborden el tema del mejoramiento de estos catalizadores
enzimaticos. Aun asi, existen estudios donde se ha modificado el sitio activo de esta enzima,
para mejorar la termoestabilidad y para cambiar la especificidad por el sustrato (Forsberg et
al., 2020). También se han desarrollado organismos recombinantes para la produccion de
LPMOs a gran escala (Gaber et al., 2020).

Esta revision bibliografica se enfocara principalmente en estos dos puntos, para asi relevar
la importancia del mejoramiento enzimatico de las LPMOs para su aplicacion en diferentes

procesos industriales.

2. Enzimas involucradas en la descomposicidn de la pared celular vegetal.

Los microorganismos son reconocidos productores de enzimas y metabolitos secundarios,
los que pueden tener una diversidad de aplicaciones en las mas variadas areas industriales,
como en las industrias del &mbito forestal, en la creacion de subproductos (Rao et al., 2017).
Un grupo muy importante de estas enzimas son las enzimas que degradan la biomasa
lignoceluldsica. Entre ellas se encuentran las celulasas, las cuales mediante hidrolisis
rompen los enlaces [3-1,4- glucosidicos, que mantienen unidos los monémeros de glucosa.
(Sangred et al., 2013). También se encuentran las xilanasas, que mediante hidrolisis
despolimerizan un tipo de hemicelulosa (Pollet et al., 2010). La despolimerizacion de la
lignina, esta dada por enzimas con un alto poder oxidativo que generan productos altamente
oxidados e inestables, entre las que destacan principalmente las lacasas y peroxidasas
(Furukawa et al., 2014).



La conversion enzimatica de polisacaridos provenientes de la biomasa vegetal actualmente
se ha transformado en un desafio, por ser un tema clave para el desarrollo industrial. La
eficiencia en la despolimerizacion de la celulosa depende de la capacidad de las enzimas
para hidrolizar las zonas cristalinas, que permitan el acceso a las cadenas individuales del
polimero (Eijsink et al., 2005). Recientemente se han descubierto enzimas oxidativas que
desafian el modelo clasico de la degradacion de polisacaridos mediante la via hidrolitica
(Hemsworth et al.,, 2013). Estas enzimas, denominadas monooxigenasas liticas de
polisacaridos (LPMOs) catalizan la despolimerizacién oxidativa de polisacaridos insolubles
recalcitrantes (Figura 1), y constituyen un factor clave en la eficiencia de la
despolimerizacion enziméatica de biomasa lignoceluldsica (Forsberg et al., 2011; Bissaro et
al., 2019).
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Figura 1. Representacion esquematica de la degradacion enzimatica de la fibra de celulosa
de acuerdo con Dimarogona et al. (2012). Las celobiohidrolasas (CBHs) degradan la
celulosa desde ambos extremos (reductor y no reductor) liberando moléculas de celobiosa,
en cuanto que las endoglucanasas (EGs) y las monooxigenasas liticas de polisacaridos
(LPMOs) rompen enlaces internos de la cadena de celulosa creando nuevos puntos de
accion para las CBHs. La celobiosa deshidrogenasa (CDH) se encarga de donar los
electrones utilizados por las LPMOs. Finalmente, la $-glucosidasa hidroliza las moléculas

de celobiosa liberando dos unidades de glucosa.



3. Enzimas LPMOs.

3.1. Generalidades de las LPMOs

Las LPMOs, presentan una masa molar aproximada de 50 kDa, son enzimas monocupricas
gue presentan como grupo prostético un ion cobre (I) en un sitio activo inusual y expuesto,
localizado en el centro de esta enzima (Figura 2), en una superficie relativamente plana
(Forsberg et al., 2020, Finn et al., 2012). Esta topologia es esencial para que las LPMOs
ataquen los enlaces glucosidicos en las regiones recalcitrantes, ordenadas y planas de
polisacéridos como celulosa y quitina (Bissaro et al., 2018). Esta accion ocurre a través de
un mecanismo oxidativo que involucra un donador de electrones y oxigeno molecular (O2)

o peroxido de hidrégeno (H20:2) (Labourel et al., 2020).

El sitio activo como fue mencionado anteriormente, contiene un cobre mononuclear el cual
se encuentra asociado a tres aminoacidos altamente conservados, dos son residuos de
histidina (His), donde uno de ellos se encuentra en el extremo N-terminal, y un residuo de
tirosina (Tyr) (Figura 2). En este sitio activo la His constituye una especie de “soporte” de
unioén para el Cu, que resulta ser una caracteristica compartida transversalmente en estas
enzimas (Koseki et al., 2008). Esta compaosicion del sitio activo facilita la unién del cosustrato
O2y permite la reduccion de un electrén de Oz por oxidacion, seguido por la oxidacion del
Cu () unido a la enzima (Brander et al., 2020). Esto permite una mayor reduccion del
complejo enzima-sustrato seguido de la escision del enlace glucosidico. En las LPMOs
fungicas, la His N-terminal del sitio activo puede sufrir modificaciones postraduccionales

(metilacién), que pueden aumentar la estabilidad redox de la enzima (Petrovic et al., 2018).

Esta enzima fue clasificada inicialmente como glucohidrolasa (GH) de la familia proteica 61
(GH 61), siendo la primera enzima LPMO descrita la del hongo comestible Agaricus bisporus
(Koseki et al., 2008). En este estudio no se comprobd la actividad enzimatica, pero si se
demostrd que se expresaba cuando habia presencia de celulosa en el medio (Lo Leggio et
al., 2012). No obstante, no fue sino hasta el afio 2011 cuando estudios en la proteina GH
61 de Thermoascus auranticus (TaGH61A) demostraron que la actividad de la enzima

estaba altamente relacionada con la oxidaciony que la TaGH61A conteniendo Cu



degradaba oxidativamente la celulosa cristalina en presencia de moléculas redox pequefias
(Lo Leggio et al., 2012; Karkehabadi et al., 2008).

substrate

substrate

Figura 2. Estructura cristalina de la enzima LPMO de la familia LsAA9 con un sustrato de
polisacérido unido a la superficie de la enzima. Al lado derecho de la figura se resalta la
estructura del sitio activo, donde se aprecia el grupo prostético (con ion Cu?*), ademas de

los residuos de aminoacidos (Wang et al., 2019).

Las LPMOs se clasifican como actividades auxiliares (AA) en la base de datos de enzimas
activas de carbohidratos (CAZy; cazy.org) donde se dividen en siete familias (AA9 - 11y
AA13 - 16) (Tabla 1), basadas en similitudes de las secuencias. La gran mayoria de las
LPMOs estudiadas en detalle pertenecen a las familias AA9 y AA10. Usando un solo atomo
de cobre como su unico cofactor (Vaaje-Kolstad et al., 2012; Quinlan et al., 2011; Henrissat
et al., 2019), las LPMOs oxidan los enlaces C - H con energias que pueden llegar hasta 100
kcal/mol (Gao et al., 2013) y probablemente mayores para los polisacaridos incrustados en
una red cristalina (Walton et al., 013).



Tabla 1. Resumen de las familias de actividades auxiliares de la enzima LPMO (adaptada
de Fosberg et al., 2020).

Numero de
Familia Especificidad Regioselectivida estructuras
AA Fuente por Sustrato d cristalinas
AA9 Hongos Celulosa Especifico C1 17
Celo-oligosacéridos Especifico C4
Glucomananos Mixto C1-C4
Glucanos de enlace mixto
Xilano
Xilo-oligosacaridos
Xiloglucanos
AA10 Bacteria Celulosa Especifico C1 22
Hongos Quitina Mixto C1-C4
Plantae
Animali
a
Archea
Virus
AA1l1 Hongos Quitina Especifico C1 1
AA13 Hongos Almidon (enlace a- 1,4) Especifico C1 1
AAl14 Hongos Xilano Especifico C1 1
Animali
AA15 a Celulosa Especifico C1 1
Primitiv
e Quitina
Eukarya
Virus
AA16 Hongos Celulosa EspecifcoCl -

X325 Hongos 0 e e 1




3.2 Mecanismo de accion.

El mecanismo de accion de las LPMOs aun no esté bien dilucidado, pero se conoce parte
de su ciclo catalitico, donde generalmente se acepta que el ciclo es iniciado a través de la
reduccion, via un electron, del Cu (II) del sitio activo de la enzima por un donador de
electrones externo, que puede ser un compuesto organico como acido ascorbico, acido
gélico, L- cisteina o diferentes fenoles derivados de plantas u hongos o incluso por otras
enzimas con actividad redox como la celobiosa deshidrogenasa (CDH) (Forsberg et al.,
2020; Kracher et al., 2020; Frommhage et al., 2018). Una vez reducido a Cu (1), la enzima
puede reaccionar con un co-sustrato, los cuales pueden ser Oz (reaccibn como
monooxigenasa) o H20: (reaccion como peroxidasa) (Figura 3), donde para la reaccion
como monooxigenasa necesita dos electrones suministrados externamente, para cada ciclo
catalitico, mientras para la reaccion como peroxidasa necesita recibir solo un electron para
poder reducirse de LPMO-Cu (Il) a LPMO-Cu (1) (Kjaergaard et al., 2014; Kuusk et al., 2018).
Independientemente del mecanismo de accion (monooxigenasa o peroxidasa), la reaccion
producida por la enzima LPMO da como resultado la hidroxilacion de un carbono del enlace
glucosidico, lo que conduce a la desestabilizacion y ruptura del enlace (Filandr et al., 2020;
Crouch et al., 2016).

Cu(')
. R-H + O; +2e + 2H* ————— R-OH + H,O

- R-H + H20; % R-OH + H.O

Figura 3. Representacion de la reaccion de LPMO como monooxigenasa (A), donde se
necesitan dos electrones externos para poder reducir el grupo prostético Cu (ll), y reaccion
como peroxidasa (B) donde solo se necesita un electron para reducir el Cu (Il) (Forsberg et
al., 2020).
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Las LPMOs pueden oxidar el carbono C1 o C4 del sustrato, mientras que algunas producen
mezclas de productos oxidados con C1 y C4 (Forsberg et al., 2020; Isaksen et al., 2014;
Quinlan et al., 2011) (Figura 4). La oxidacién C1 genera lactonas que estan en equilibrio con
sus acidos aldonicos, mientras que la oxidacion C4 conduce a la formacion de cetonas que
estan en equilibrio con sus gemidioles (Forsberg et al., 2020).

R O HO OR
C1 HO O 0 C4
x OH OH O
H i
v 1 x
O <
6/ O O& e
xV \Q® 2 9
TR % '
\_7
OH
RO O
O H,O
Eliminaciéon Eliminacion
OH OH OH OH
RO 0 v HO OR Rom' HO OR
HO HO o HO OH o)
OH 0o OH OH O OH

Figura 4. Mecanismos de accion propuestos para las LPMOs. A la izquierda se muestra el
mecanismo mediado por la oxidacion del C1 de la glucopiranosa, y a la derecha se muestra
el mediado por la oxidacion del C4, catalizados por la reaccion de monooxigenasa (Beeson
et al., 2012).

Wang et al. (2019), estudiaron la catélisis de esta enzima mediante una simulacion usando
ascorbato como agente reductor. Se descubrié que, a partir del estado inicial de reposo de
la LPMO, el Cu (ll) se reduce a Cu(l) por accién del ascorbato. A esto le sigue una rapida
union de Oz para generar su forma radical de superoxido LPMO - Cu (ll)- Oz
Posteriormente, la LPMO - Cu (Il) -O2~ extrae un atomo de hidrogeno del acido ascorbico
(HAA) para generar LPMO- Cu (Il) -OOH. A partir de esta especie, los investigadores
descubrieron que existe una fuerte tendencia a formar un enlace de hidrégeno (con el
hidrégeno extraido de otra molécula de acido ascoérbico) con el O proximal de Cu-OOH, lo

que lleva la formacion de H202 y la reduccion de Cu (II) a Cu (I). Finamente, si no existe
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union del sustrato (polisacéarido) al sito activo, se produce un desacoplamiento del H20..
Mientras que, si hay un acoplamiento del sustrato al sitio activo de esta enzima, se rompe
el enlace glucosidico y se liberan productos oxidados del polisacarido (Figura 5) (Wang et
al., 2019).

LPMO-Cu(ll)
e” (from AscH™)

ROH LPMO-Cu(I) 0 O
A (|)’

LPMO-Cu(ll)
o* e 1,0,

(uncoupling) HAA (from Ascl

LPMO-Cu(ll)
OH
-
(coupling)\ RH O
ialHU H, O |
0-0 homolysis/fHAA N SN
B H LPMO-Cu(IT)
: "—’/l-;;a\(l'rum AscH)
LPMO-Cu(I)

Figura 5. Ciclo catalitico de LPMO cuando actia como monooxigenasa (con O2) en
presencia de &cido ascorbico propuesto en el trabajo de Wang et al. (2019). La flecha roja
representa la ruta de desacoplamiento del sustrato del sitio activo, mientras que la flecha
azul representa la reaccion que se produce cuando ocurre acoplamiento del sustrato al sitio

activo (RH representa el sustrato polisacarido).

4. Problemaéticas y desafios de las enzimas LPMOs.

A pesar de la enorme importancia industrial de las LPMOs y de todo el conocimiento reunido
en los dltimos afos, aln existen aspectos poco conocidos y otros que han revelado algunas
problematicas asociadas a caracteristicas propias de estas enzimas. Entre los aspectos aln
poco conocidos de estas enzimas estan los pardmetros cinéticos, relacionados
principalmente con las dificultades encontradas para evaluar la funcionalidad de la enzima

en condiciones experimentales (Forsberg et al., 2016, 2020; Eijsink et al., 2019). Este es
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uno de los grandes problemas que presentan las LPMOs, y estaria asociado a las multiples

reacciones secundarias que pueden catalizar.

Una de tales reacciones es la de autoinactivacion oxidativa, que es producida cuando la
enzima en su forma reducida (LPMO-Cu(l)) se encuentra en ausencia de sustrato o no esta
saturada con sustrato, o el complejo enzima-sustrato es débil. Entonces la enzima reacciona
con H202, lo que provoca oxidacion del sitio activo e inactivacion de la enzima (Figura 6,
etapa vi). Por otro lado, en presencia de Oz, las LPMOs reducidas que no estan unidas a su
sustrato, catalizan una reaccion de oxidasa que produce H20: (Figura 6, etapa i), o el H202
se puede producir por autooxidacion del agente reductor (ej. acido ascorbico) en una
reaccion catalizada por metales de transicion que se encuentran libres en la solucion (Figura
6, etapa iii). Todo este H202 generado puede conducir también a inactivacion de la enzima
(Kittl et al., 2012; Bissaro et al., 2020). Otra reaccion secundaria puede ocurrir cuando se
trabaja con sustratos que pueden contener componentes activos redox como
contaminantes, los que pueden reaccionar con el Oz o el H202 en el medio de reaccion,
donde las reacciones con Oz normalmente conducirén a la formacién de H20:y, por lo tanto,
acelerardn la reaccion de la LPMO. Mientras que las reacciones con H202 podrian conducir
a una ralentizacion de la reaccion de la LPMO (Eijsink et al., 2019; Forsberg et al., 2019,
2020). Las LPMOs producidas por hongos tienden a estar metiladas en la His N-terminal,
producto de una modificacion post-traduccional, lo que se ha relacionado con la resistencia
a la inactivacion de la enzima flungica en presencia de altas concentraciones de H20:2
(Petrovic et al., 2018).

Otro problema que esta asociado a la expresion de esta enzima se relaciona con su sitio
activo donde una union deficiente con el péptido sefial, puede cambiar el residuo His N-
terminal necesario para la union al Cu, limitando asi la expresion de la enzima o produciendo
enzimas inactivas cataliticamente. La forma mas conveniente de producir enzima
manteniendo la His N-terminal es que la sintesis ocurra en el espacio periplasmico o de
forma extracelular, utilizando péptidos sefial apropiados como son la translocacion gemela
de Arginina (TAT del inglés Twin Arginine Translocation) o las vias de secrecion general
(SEC) (Russo et al., 2019; Frandsen et al., 2016).
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Figura 6. Descripcion de las reacciones productivas y secundarias, realizadas por las
LPMOs cuando usa H202 como co-sustrato. (i) La enzima LPMO (LsAA9A) oxidada se
reduce en presencia de acido ascorbico (AscA) a la forma LPMO-Cu (1). (i) En condiciones
aerdbicas, el H20:2 se genera mediante la reaccién de LPMO-Cu (l) con Oz, en una actividad
de oxidasa. (iii) El reductor AscA puede autoxidarse en presencia de Cu (Il) en la solucion,
generando H20:. (iv) Cuando la enzima reducida se une al polisacarido, cataliza la ruptura
de enlaces glicosidicos mediante una reaccion peroxidasa, en presencia de H202 como co-
sustrato. (v) La enzima reducida puede catalizar diversos eventos sucesivos. (vi) En
presencia de baja concentracion de sustrato o en su ausencia la enzima puede inactivarse
(Forsberg et al., 2020).

Todas estas dificultades y reacciones no deseadas de las LPMOs, algunas de las cuales
aun no son bien comprendidas, han provocado una limitacion en las estrategias aplicadas
al mejoramiento de la enzima, ya sea a través de la seleccion de nuevos microorganismos

productores, o0 a través de ingenieria genética o ingenieria de proteinas.
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5. Aplicacidon de Ingenieria de Proteinas en enzimas LPMOs.

Las LPMOs muestran una capacidad Unica, para degradar sustratos altamente cristalinos,
pero la aplicacion industrial de estas proteinas implica el uso de condiciones severas de
trabajo que pueden restringir su aplicacion y que por ello demandan una optimizaciéon

enzimatica (Forsberg et al., 2020).

El procesamiento de biomasa lignoceluldsica generalmente implica un pretratamiento a alta
temperatura seguido de la adicion de cocteles enzimaticos, para la despolimerizacion de los
polisacéridos. La termoestabilidad de las enzimas en tales coécteles es un factor
econdmicamente relevante, ya que las enzimas estables permiten temperaturas de reaccion
mas elevadas que reducen los costos de enfriamiento, mejoran la solubilidad de los
reactivos y reducen el riesgo de contaminacion microbiana (Escuder-Rodriguez et al., 2018).
Existen numerosos estudios donde se han realizado modificaciones enzimaticas a las
celulasas para proporcionarles resistencia, como por ejemplo a altas temperaturas
(Ellinghaus et al., 2018; Haq et al., 2015; Nakabayashi et al., 2019) mientras que se sabe
poco sobre la estabilidad térmica de las LPMOs, con solo dos casos de enzimas
termoestables producidas a través de ingenieria de proteinas descritos hasta ahora (Lo
Leggio et al., 2018; Tanghe et al., 2017). Por lo tanto, esta es un area de investigacion de

interés creciente en la ingenieria de proteinas de LPMOs.

En el estudio de Lo Leggio et al. (2018), se mejoro la enzima LPMO AA9, proveniente de
Aspergillus fumigatus (AfAA9 B), que posee en su sitio activo dos residuos de His y tres
residuos de aminoacidos acidos proximos entre si, acido glutamico (Glu84), acido aspartico
(Aspl31) y Aspl32. Esta caracteristica le otorga a la enzima una baja termoestabilidad
debido a inestabilidad del sito activo por la diferencia de cargas entre los residuos de
aminoacidos. Asi que, mediante mutagénesis, se sustituyeron los aminoacidos Glug4,
Aspl31 y Aspl32 por serinas (Ser), lo cual disminuyo las interacciones desfavorables de
cargas, mejorando la termoestabilidad de la enzima. A través de esta modificacion la
termoestabilidad de la variante modificada de LPMO aumento en 7 °C respecto a la enzima

nativa AfAA9 B, que era moderadamente termoestable (Lo Leggio et al., 2018).
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Tanghe et al. (2017), mejoraron la enzima LPMO10c proveniente de la bacteria
Streptomyces coelicolor, que presenta una temperatura de fusion (Tm) de 51° C, la cual es
normal para enzimas mesofilas. Ademas, esta enzima contiene dos puentes disulfuro en su
dominio catalitico (DC) y uno en el mdédulo de unién a carbohidratos (MUC). Cuando la
enzima nativa es incubada a altas temperaturas (80°C) por un periodo de 2 horas presenta
una actividad residual de 34%, capacidad relacionada a los puentes disulfuro. Para poder
investigar mas a fondo la resistencia al calor debida a los puentes disulfuro, los autores
introdujeron en la enzima enlaces adicionales. Con esto demostraron que la ingenieria de
los puentes disulfuro es una herramienta poderosa para aumentar la estabilidad térmica de
la LPMO10C, cuya Tm aparente aumento de 51 para 63° C mediante la introduccion de dos

puentes disulfuro adicionales (Tanghe et al., 2017).

La tolerancia al H202 y la estabilidad oxidativa son otros objetivos relevantes e
interconectados para la optimizacion enzimatica de LPMO (Forsberg et al., 2020: Bissaro et
al., 2017). Al respecto, Kuusk et al. (2018) demostraron que al afadir H202 al medio donde
se encontraba la enzima CBP21 (AA9) se acelera la reaccion de oxidacién (Figura 7). Pero
también se ha demostrado que al afadir concentraciones elevadas de H>0O2, se puede
producir una autooxidacion de la enzima (Forsberg et al., 2020). Por lo tanto, seria de interés
modificar el sitio activo de las LPMOs para otorgar estabilidad oxidativa y asi acelerar las

reacciones de oxidacion.
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Figura 7. Formacion de grupos oxidados solubles y totales tras la incubacion de un sustrato
de quitina (chitin nanowhiskers) con CBP21 (AA9) a diferentes concentraciones iniciales de
H20:.
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La actividad eficiente de las enzimas también depende de la union al sustrato. Las enzimas
LPMOs presentan sitios de unién a carbohidratos (CBM), y estos sitios promueven la
actividad catalitica de la enzima, ademas de reducir su inactivacion (Chalak et al., 2019). Es
por ello que otra forma de mejorar la eficiencia de esta enzima es introduciendo varios CBM
al dominio de ésta, teniendo en consideracion que las uniones fuertes al sustrato, pueden
ralentizar la actividad enzimatica, lo que se puede traducir en bajas tasas de actividad
(Courtade et al., 2018). Estudios mas recientes relacionados con el mejoramiento de la
actividad de las LPMOs, sugieren modificaciones en la regioselectividad del sustrato, donde
la mayor dificultad esta en la poca informaciéon sobre el sitio activo de la enzima vy el
mecanismo catalitico, alin poco estudiado (Jensen et al., 2019; Forsberg et al., 2020). Es
por ello, que se necesita mas informacién sobre el ciclo catalitico y sitio activo de esta
enzima para poder ampliar los estudios sobre la trasformacion enzimatica y asi poder

optimizar algunos procesos industriales.

6. Uso de organismos recombinantes para la produccion de LPMOs.

La expresibn homdloga no siempre es factible cuando se producen proteinas para
caracterizacion y aplicaciones biotecnologicas. En varios casos, el organismo de origen no
se puede cultivar in vitro y/o las proteinas no se pueden producir o aislar en cantidades
suficientemente grandes para la caracterizacion y la aplicacion biotecnologica (Forsberg et
al., 2020). Ademas, la produccion de enzimas para aplicaciones industriales requiere
organismos vivos que produzcan enzimas en alta concentracion y en una forma
relativamente pura. Por lo tanto, es necesario seleccionar organismos alternativos para la
expresion heteréloga para la produccion de enzimas de aplicacion industrial como las
LPMOs (Gaber et al., 2020).

Un ejemplo en la expresion heterdloga de la enzima LPMO en bacterias Gram-positiva es
Bacillus subtilis, que se ha utilizado como huésped de expresion para la produccion de una
LPMO AA10 de B. atrophaeus (BaAA10) (Yu et al., 2016). Una de las ventajas de usar B.
subtilis, es que naturalmente tiene una alta capacidad de secrecion de metabolitos, donde
las proteinas las secreta directamente al medio extracelular. Ademas el sistema de

expresion de B. subtilis presentado en este articulo mostréo varios beneficios en
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comparacion con el sistema de expresion de E. coli, como la ausencia de induccion
isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG), mayor productividad, secrecion de la enzima en
el medio y una purificacion simple sin fraccionamiento periplasmatico (Yu et al., 2016).

Russo et al. (2019), han demostrado la expresion heterdloga de una LPMO de la bacteria
Gram-positiva Thermobifida fusca en la cianobacteria Synechococcus elongatus. Una de las
principales ventajas al usar una cianobacteria como huésped de expresion, es que éstas
son de rapido crecimiento y genéticamente manipulables. Ademas, al ser una cianobacteria
puede crecer en presencia de nutrientes inorganicos de bajo costo. Aunque tiene todas
estas ventajas, la proteina recombinante (TfAA10A) de T. fusca, tuvo un bajo rendimiento
<1 mg/L. Por lo tanto, si bien las cianobacterias tienen un potencial creciente como fabricas
de enzimas, su aplicacion para la produccion a gran escala aun es limitada y la secrecion
de la enzima es de forma intracelular. Es por ello que se probaron dos vias de secrecion
extracelular de proteinas dirigidas por péptidos sefal, las cuales son TAT (TorA- Tf AA1OA)
y SEC (TfAA10A), donde la enzima TfAA1OA, demostré ser mas eficiente en la secrecion
extracelular. El procesamiento correcto del péptido sefial se analizé usando electroforesis
(SDS-PAGE), tomando muestras del medio de cultivo y del lisado celular, donde se sugirid
gque Tf AAL1OA (dirigido por SEC) fue secretada de forma correcta, ya que el tamafio
observado de la proteina coincidia con el tamafo esperado de la proteina madura. Sin
embargo, la TorA- Tf AA1OA dirigida por TAT se encontr0 principalmente sin procesar
(proteinas no maduras) y degradada en la membrana plasmatica, en el espacio intracelular
(Figura 8). Ademas, por densidad de bandas se determin6 que el rendimiento de la enzima
TfAA10A dirigida por SEC era de 779 + 40 ug L (Russo et al., 2019). Cabe destacar que
la correcta union del péptido sefial al N-terminal y la secrecion extracelular son de gran
importancia para poder purificar y cuantificar la enzima de forma eficiente y correcta, ya que

facilitaria su extraccion.
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Figura 8. (A) Lisados celulares de dos transformantes independientes que
expresan Tf AA1OA y TorA-Tf AA1OA. (B) Medio de cultivo de dos transformantes
independientes que expresan Tf AA1OA y TorA- TfAAL1OA. La banda de proteina madura
(procesada) se indica con una flecha. Ctrl indica una cepa de control de vectores vacia
(Russo et al., 2019).

Las LPMO eucariotas (principalmente fungicas), por otro lado, se expresan mas
comunmente con huéspedes de expresion eucariotas como la levadura Pichia pastoris o los
hongos filamentosos Hypocrea jecorina, Neurospora crassa, Aspergillus oryzae vy
Myceliophthora thermophila (Gaber et al., 2020). En particular, muchas de estas cepas de
hongos son cepas industriales utilizadas para la produccion de cocteles de enzimas que
degradan la biomasa (Makinen et al., 2014; Punt et al., 2010). Una ventaja principal del uso
de sistemas de expresion eucariotas sobre los sistemas de expresidon bacterianos es que
en los primeros el gen de interés esta incorporado en el ADN cromosémico; por tanto, no
hay necesidad de un marcador de seleccion después de que se haya seleccionado una
cepa de producciéon. Ademas, estos sistemas de expresion incluyen el reconocimiento y
procesamiento correcto del péptido sefial y la secrecion de la proteina recombinante en el

espacio extracelular (Petrovic et al., 2018).

Sanhueza et al. (2018), estudiaron dos proteinas auxiliares del hongo de la pudricion
parda Gloeophyllum trabeum: una LPMO de la familia AA9 (GtLPMO) y una xilanasa GH10

(GtXyn10A), las cuales fueron expresadas en P. pastori como organismo huésped. Las dos
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enzimas se expresaron en la fraccién extracelular del cultivo después de la induccion con
metanol. El proceso de separacion produjo proteinas altamente purificadas (Figura 9), con
rendimientos de 22 mg/L para GtXyn10A y 1 mg/L para GtLPMO. Por otro lado, la proteina
GtLPMO presenté un tamafio de 50 kDa determinado por electroforesis, casi el doble del
tamafio predicho por la secuencia. Sin embargo, después de la desglicosilacion con N-
glucosidasa (Rapid ™ PNGasaF), la proteina migré cerca de los 27 kDa, que era lo
esperado. Para evaluar la actividad de la enzima GtLPMO recombinante, se midi6 su efecto
sobre la hidrolisis del papel de filtro por la celulasa (Celluclast), donde alcanzé un
incremento en la degradacion del 60% con 3,5 ug/mL de la enzima GtLPMO (Figura 10).
Cabe destacar que el incremento en la degradacion del sustrato solamente se observo
cuando se adicionaba acido ascorbico a una concentracion de 1 mM a la mezcla de
reaccion. La enzima GtLPMO también se prob6 en combinacion con la enzima hidrolitica
recombinante GtXyn10A, en el tratamiento de xilano (madera de haya), donde después de
dos horas a 50 °C, la produccion de azucares reductores aumento 2,3 veces con GtLPMO

y xilanasa, en comparacion con xilanasa sola (Sanhueza et al., 2018).
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Figura 9. Electroforesis en gel SDS-PAGE de GtXyn10Ay GtLPMO. A) GtXyn10A purificada
(1); B) GtLPMO purificada (2), GtLPMO después del tratamiento con PNGasa (3), PNGasa

F (4). M: marcador de masa molecular (Sanhueza et al., 2018).
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Figura 10.A) Efecto de GtLPMO sobre la hidrélisis de celulosa por Celluclast 1,5 L. B)
Efecto de GtLPMO sobre la hidrolisis de xilano de madera de haya por GtXynlOA. Las
barras grises representan los tratamientos en ausencia de acido ascorbico y las barras

negras en presencia de 4cido ascorbico 1mM (Sanhueza et al., 2018). )

6.1 Produccion de LPMOs.

Las LPMOs se han producido a diversas escalas, como se informa en la literatura, utilizando
placas de 96 pocillos o usando matraces Erlenmeyer bajo condicion de agitacion (Hansson
et al., 2017;Tanghe et al., 2015). Las cepas de microorganismos seleccionadas se cultivan
en matraces con agitacion, lo que proporciona rendimientos proteicos satisfactorios para
fines de caracterizacion bioquimica (Sabbadin et al., 2018). Por ende, antes de escalar a la
produccion en biorreactor hay que encontrar la manera de analizar de forma efectiva la
eficiencia de los extractos crudos de estas enzimas. Es por ello que los analisis deben ser
simples, rapidos y adecuados para evaluar extractos crudos en forma directa. Diversos
autores han desarrollado ensayos basados en espectroscopia para evaluar la actividad
enzimatica de las LPMOs asi ser eficientes en la evaluacion de los extractos crudos
(Bresimayr et al., 2018, 2019; Kittl et al., 2012).

Los biorreactores son utilizados ampliamente para la produccion de LPMO recombinante en
P. pastoris (Bennati-Granier et al., 2015; Karnaouri et al., 2017) y en hongos filamentosos

(Semenova et al., 2019; Zhang et al., 2019). La produccion en biorreactor genera mayores
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cantidades de enzima, esto beneficia la caracterizacion bioquimica y el desarrollo de
ensayos enzimaticos (Huttner et al., 2019; Loose et al., 2016). El uso de biorreactores es
necesario para grandes aplicaciones industriales como la sacarificacion de biomasa y
modificacion de fibras, donde se pueden incorporar ademas de las enzimas LPMO, cdcteles
de otras enzimas para favorecer y disminuir los costos energéticos en la degradacion de
celulosa o quitina (Moreau et al.,, 2019; Zhang et al., 2019). Para la produccion de las
enzimas LPMOs en biorreactor, se pueden utilizar medios de cultivo minimos de bajo costo,
adicionados de trazas de Cu, para garantizar una cantidad suficiente en el medio para la
expresion de LPMO. Esto se usa en cultivos de produccion de LPMOs por P. pastoris, donde
el medio minimo de cultivo se complementa con una solucion de sales de Pichia Trace Metal
(PTM1 o PTM4), la cual esta descrito en el protocolo de fermentacion de P. pastoris en

Invitrogen (Bey et al., 2013).

Una investigacion realizada por Filiatrault-Chastel et al. (2019) ha informado que el cultivo
de una cepa de P. pastoris que expresa AaAAl6 de A. aculeatus en cultivo en matraz
agitado ha conducido a la produccién de proteinas recombinantes inactivas, mientras que
el aumento de la produccion mediante biorreactor ha permitido la produccion de proteinas

recombinantes activas, con una produccién del 90% de la proteina AaAA16.

Forsberg et al. (2020) mencionan que la adicion de H202 al medio de cultivo, actiia como
una especie de catalizador, pero se debe tener precaucion porque concentraciones muy
altas pueden inducir a una autooxidacion en el sitio activo de la LPMO (Forsberg et al., 2020;
Gaber et al., 2020). Otro punto importante, si se estad trabajando con organismos
recombinantes para la produccion de LPMOs, se debe escoger los componentes necesarios

para su cultivo y ademas se debe incluir el marcador de seleccion (Forsberg et al., 2011).

7. Aplicaciones industriales de la enzima LPMO.

En la naturaleza, la degradacion de la biomasa vegetal se produce a través de la accion
combinada y, a veces, sinérgica de varias enzimas hidroliticas y oxidativas producidas por
una diversidad de microorganismos (principalmente hongos y bacterias). En base a esto, la

tecnologia enziméatica de lignocelulosa se ha enfocado durante afios en la descomposicion
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de biomasa en azucares para su posterior conversion en combustibles y productos quimicos
variados, utilizando diferentes combinaciones enzimaticas y otras proteinas accesorias
(Gourlay et al., 2013). Hoy en dia, las LPMOs son un componente central de los cOcteles
de enzimas de Ultima generacion que se utilizan para la producciéon industrial de etanol

lignocelulésico (Villares et al., 2017; Valenzuela et al., 2019).

7.1 Aplicacién de las LPMOs en laindustria de celulosa.

Las LPMOs se consideran un gran avance en los procesos que involucran la degradacion
enzimatica de sustratos celulésicos porque rompen enlaces glucosidicos mediante
reacciones de oxidacion, y esto permite que el sustrato sea mas susceptible a la hidrélisis

por las celulasas convencionales (Xu et al., 2013).

Una aplicacion industrial de las LPMOSs en la industria de la celulosa es en la fabricacion de
nanocelulosa (NC), donde la enzima LPMO ayuda a los cocteles de celulasas que son
ocupados para la hidrdlisis de la lignocelulosa (Xu et al., 2013). Las LPMOs actuan sobre
las cadenas de celulosa mediante la escision oxidativa de los enlaces glucosidicos que
conduce a la formaciéon de unidades de glucosa oxidada en diferentes posiciones y, en
consecuencia, un sustrato mas susceptible a la hidrélisis por celulasas (Qing et al., 2013).
Hu et al. (2018), estudiaron el potencial de combinar endoglucanasa (EG), endoxilanasa
(EX) y LPMO (AA9), para mejorar la fibrilacion de la pulpa Kraft y encontraron diferencias
importantes sobre las dimensiones y morfologia de las fibras finales (Figura 11). La celulosa
fibrilada, tratada con AA9 + EG + EX, presento fibras con un grosor de 130 nm en promedio

y una distribucién de 60 a 260 nm entre las fibras (Hu et al., 2018).
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Figura 11. Fibrilacion de la pulpa Kraft, después de los tratamientos enziméticos con
endoglucanasa (EG), LPMO AA9 y endoxilanasa (EX), demostrando que la combinacion
sinérgica de enzimas hidroliticas con LPMO genera una mayor nanofibrilacion del material.
El grafico de la derecha muestra la distribucion de diametro de las fibras, donde el promedio
fue 130 nm (Hu et al., 2018).

Moreau et al. (2019) utilizaron la enzima LPMO recombinante fungica PaLPMO9E en el
procesamiento de pulpas Kraft (birchwood) para obtencion de nanofibra de celulosa (NFC)
(Figura 12). Los autores utilizaron acido ascorbico como agente reductor y una relacion
enzima/sustrato de 1:500 y combinaron el tratamiento enzimético con tratamientos
mecanicos de las pulpas. Los autores concluyeron que el tratamiento con la enzima LPMO
(PaLPMOQOO9E), facilitd el paso de las fibras de celulosa por la camara del equipo
(microfluidizador) y mejoré la nano fibrilacion de la pulpa Kraft, después de pasar por la
camara de 200 y 100 um, donde la pulpa Kraft NFC3 present6 alrededor de un 90% de
elementos finos de manera similar a los tratamientos con endoglucanasa y/o exoglucanasa.
(Figura 13). Ademas, con la accion de PaLPMO9E, se produce una pulpa con nano fibras
bastante uniformes que potencialmente reducen la necesidad de refinado mecanico. A partir
de los resultados los autores mencionan que la enzima PaLPMOO9E, probablemente actla
sobre la superficie de las fibras elementales a través de una escision oxidativa que libera
una mezcla de oligosacaridos solubles oxidados en C1, sin modificacion en la morfologia y
dimensiones de las fibras. El pretratamiento enzimatico mantuvo casi intacta la cristalinidad

de la red de celulosa. Sin embargo, el tratamiento mecanico posterior proporciona suficiente
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energia para romper la red de celulosa tratada con PaLPMOB9E, lo que sugiere que las
LPMOs inducen un debilitamiento de la cohesion de las fibras elementales y aumentan la
accesibilidad de las superficies (Moreau et al., 2019). Cabe resaltar que a diferencia de la
mayoria de los trabajos en la literatura que describen la utilizacion de LPMOs en
combinacion con otras enzimas, aqui se aplica un tratamiento que considera s6lo LPMO y

gue se combina con un tratamiento mecanico posterior para la obtencion de NCF.

I Bleached birchwood Kraft fibers 3.5 % (w/w) l KF JE‘
+ + LPMO 1/500 E/S ratio '
ascorbate /ascorbate 0.5 mM G
0.5 mM L P
[ LPMO Kraft fibers 2% (wiw) | KF-LPMO el |
100 °C, 10 min
Ultra Turrax Ultra Turrax
Microfluidizer NFCO
o
. ! ‘ .g 3x400 Em NFC1
Fibers without 5
LPMO treatment = 5 x 200 pm
cannot be % NFC2
processed ©
=

5 x 100 pm NFC3

Figura 12. Procedimiento utilizado en la produccién de nanofibra de celulosa (NFC) a partir
de pulpa Kraft (KF) blanqueada, que incluye un tratamiento con la enzima LPMO y diferentes
tratamientos mecéanicos con microfluidizador. Las imagenes de la derecha muestran el

material resultante después de la accion enzimatica y mecanica (Moreau et al., 2019).
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Figura 13. Composicion de las pulpas luego de pasar por las acciones de la enzima LMPO
(KF-LPMO) y la accién de diferentes tratamientos mecanicos (NFCO, NFC1 y NFC3). Se
muestran los contenidos de fibra (verde oscuro) y de elementos finos (verde claro) en la
pulpa (Moreau et al., 2019).

La sacarificacion rapida y rentable de la celulosa es fundamental para la generacion de
productos de valor agregado a partir de residuos vegetales (Salomon, 2016). La introduccion
de LPMO en cécteles comerciales de enzimas celuloliticas utilizados para la sacarificacion
de residuos vegetales pretratados ha dado lugar a una reduccion significativa del coste de
los procesos enzimaticos (Costa et al., 2020). Chylenski et al. (2017), trataron pulpas de
maderas blandas de abeto con celulasas comerciales y las compararon a tratamientos
donde adicionaron una LPMO, obteniendo aumento en los rendimientos de sacarificacion

de aproximadamente 60%.

7.2 Aplicaciéon de LPMOs en combinacién con otras enzimas para la generacion de
productos industriales.

Por la actividad oxidativa de la enzima LPMO, ayuda a otras enzimas a hidrolizar enlaces

glucosidicos, como fue mencionado anteriormente, es por ello que la combinacién de esta
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enzima con otras enzimas hidroliticas favorece la reduccion energética en los procesos
industriales como en la industria de la sacarificacion, biorrefinerias y de celulosa. Diversos
estudios han demostrado la importancia del uso combinado (cécteles) de distintas enzimas
hidroliticas con la LPMO en la generacién de productos de interés industrial (Hu et al. 2018;
Mdller et al., 2015; Chylenski et al., 2015; Quin et al., 2013).

En un estudio realizado por Long et al. (2020), se realizé una expresion heteréloga de una
enzima LPMO (PaAA9B) proveniente de Podospora anserina en P. pastori, para probar la
sinergia de esta enzima cuando trabaja con una celulasa comercial (CTec2). La accion
sinérgica de estas dos enzimas aumento significativamente la hidrolisis de celulosa entre
2,3y 1,4 veces, respecto al uso de las enzimas en forma separada. Por otro lado, Muller et
al. (2015), aplicaron cuatro enzimas hidroliticas comerciales: una B-glucosidasa (Novozym
188), Celluclast (1,5 L, Cellic ™ y CTEC2) y LPMO sobre fibras de algodén. El tratamiento
afectd la morfologia de las fibras y produjo la degradacion de la celulosa de forma eficiente.
Se obtuvo una fibrilacion mejorada y un rendimiento de fibrilacion del 18% cuando se utilizd
el coctel de enzimas. Los autores obtuvieron nano fibra de alta cristalinidad (92%) y
transparencia (86%), y de mayor suavidad. La introduccién de un tratamiento con LPMO
antes de la aplicacion de la mezcla de celulasas produjo un mayor rendimiento de nanofibras
de celulosa (23%), pero no mejoro las propiedades estructurales de las nanofibras (Muller
et al., 2015).

En un estudio reciente Valls et al. (2019), estudiaron el efecto de las enzimas celulasas,
LPMO y lacasas en combinacion y por separado, en la formacion de nanofibra de celulosa
(NFC) a partir de algodon. Observaron que la adicion de una LPMO bacteriana a una mezcla
de celulasas (SCmix) tuvo efectos significativos sobre la produccion de NFC a partir de
algodén. En estas condiciones de tratamiento combinado los autores observaron un
aumento de un 18% de fibrilacion de nanocelulosa, obteniendo rendimientos de hasta un
23% de NFC (Tabla 2). La baja despolimerizacion producida por la LPMO sugirié que esta
enzima afecta la morfologia de la fibra sin degradar significativamente la celulosa, pero la
combinacion sinérgica entre la LPMO y el mix de celulasas, disminuyo significativamente el

grado de polimerizacion de la celulosa (Figura 14).
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Tabla 2. Efecto de los tratamientos enzimaticos sobre la morfologia de la fibra y sobre la

fibrilaciébn mecénica. (Valls et al., 2019).

Pulp After mechanical
fibrillation

Fibre Fibre Fines (%) Yield (%) Transmittance
width length at 700 nm (%)
(um) (mm)

R 255 0.25 5258 0 24£05

C, 249 0.25 53.7 0 32407

G 247 0.24 5543 0 78+£03

Csp 242 0.22 59.25 0 456412

G 248 0.22 59.01 0 B (0.9

G 232 0.21 6.2.18 0 279408

Ciric 212 0.18 7044 1841 527409

Sy 251 0.25 H28 0 3805
233 0.21 61.58 2547 43+04

SCrnix 232 0.16 73.5 2341 51.8£05

L Tempo 230 0.23 57.13 10+ 2 45+£06

Com - - B 1M1x2 3./507

R: pulpa refinada; Ck: Control; Co: celulasa Cel9B; Cso: celulasa sertec20; Cr: celulasa Fibercare; Cy: celulasa Cellucalst;

Cmix: Sertec20 + Fibercare; S: enzima LPMO; SCmix: LPMO + Cnix; L_Tempo: lacasas y Tempo; Com: NFC comercial.

2500 ~

B PULP -~ [ After fibrillation
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R Ck 9 50 CF cil

Cmix S SCmix L_TEMPO

Figura 14. Efecto de los diferentes tratamientos enziméticos sobre el grado de

polimerizacion de la celulosa. Para explicacion de los tratamientos ver Tabla 2. (Valls et al.,

2019).
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8. Proyecciones futuras.

La escasa informacion sobre la regulacion, la relacion estructura-funcién y la dificultad de
establecer métodos estandarizados que permitan evaluar la funcionalidad de la enzima
LPMO, dificulta implementar con éxito modificaciones enzimaticas mediante ingenieria de
proteinas. Por lo tanto, es necesario incrementar las investigaciones sobre esos aspectos,
para asi comprender de mejor manera las funciones estructurales de la enzima LPMO y
poder realizar las modificaciones estructurales que permitan otorgarle resistencia a las
condiciones industriales adversas (temperatura, pH, afinidad al sustrato, presencia de iones
metalicos, etc.). Esto permitiria aumentar la eficiencia de la enzima para obtener
subproductos derivados de la celulosa o quitina o incluso modificando la afinidad por el
sustrato se le podria dar otras aplicaciones industriales a las LPMOs. La ingenieria de
puentes de disulfuro, demostré ser una buena herramienta para poder otorgar
termoestabilidad a esta enzima (Thange et al., 2017). Es por ello que se podria utilizar esta
herramienta para complementar otras modificaciones enzimaticas y asi obtener una enzima

mas eficiente y termoestable.

La expresién heterdloga es muy beneficiosa para la produccion enzimatica a nivel industrial,
ya que permite trabajar con organismos huéspedes mas eficientes en la secrecion de
proteinas, con altas tasas de crecimiento y reproduccion, bajas demandas nutricionales y
energeéticas, etc. Pero, aunque se han identificado algunos microorganismos huéspedes
eficientes para la secrecion de LPMOs, adn falta ampliar el rango de estudio dentro de otros
organismos como son las cianobacterias, las cuales son de rapido crecimiento vy
genéticamente manejables, ademas pueden crecer utilizando nutrientes inorganicos de bajo
costo, como fue descrito por Russo et al. (2019). Aunque estos autores obtuvieron un bajo
rendimiento de la enzima, ellos mencionan que aun son necesarios mas estudios que

permitan optimizar la produccion de LPMOs por cianobacterias.

Finalmente, esta enzima oxidativa, ha demostrado tener un enorme potencial cuando se
utiliza en combinacion con otras enzimas hidroliticas degradadoras de la pared celular, para
la generacion de productos derivados de la celulosa, como son la fibra, nanofibra,

biocombustibles, etc. Por lo que se hace necesario ampliar los estudios en esta area, que
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permitan optimizar la produccién de la enzima y su utilizacion en procesos a nivel industrial,

para mejorar la eficiencia en la obtencion de subproductos derivados de la celulosa.

9. Conclusiones.

El descubrimiento de las LPMOs, fue un gran aporte para los tratamientos de
transformacion de materiales lignocelulésicos, debido a su accion oxidativa sobre los
enlaces glucosidicos, ya que esta cualidad permite que el sustrato sea mas susceptible
a la hidrdlisis por enzimas GH, por ello la incorporacion de LPMOs en cécteles de enzimas

de uso industrial es fundamental.

A pesar de la enorme relevancia de las LPMOs debido a sus multiples potenciales
aplicaciones, aun existen brechas de conocimiento sobre algunos aspectos como
relacién estructura-funcion, ciclo catalitico, especificidad por sustrato, ademas de las
dificultades propias de la evaluacion de su funcionalidad debido a las diversas reacciones
colaterales que pueden ocurrir durante su determinacion. La resolucion de estas brechas
de conocimiento permitird avanzar en las investigaciones dirigidas al mejoramiento de la

enzima.

La ingenieria de proteinas y la tecnologia del ADN recombinante, son necesarios para
aumentar la eficacia y sintesis de las LPMOs para procesos industriales, ya que éstos
generalmente requieren de grandes cantidades de enzimas que catalicen eficientemente
bajo condiciones drasticas que podrian provocar la desnaturalizacion de las proteinas

con pérdida de la actividad.

A través de estrategias de ingenieria de proteinas se ha logrado modificar la resistencia
térmica de las LPMOs, como es aquella que manipula los puentes disulfuro, y que
demostré otorgar mayor estabilidad entre los plegamientos de la enzima, confiriéndole

una mayor termoestabilidad.

El estudio de la tolerancia oxidativa de las LPMOs, es de gran interés debido al aumento
de la catdlisis del sustrato en presencia de altas concentraciones de H202, condiciones

gue sin embargo pueden inducir autooxidacién de la enzima, inactivandola. Aun asi,



30

faltan estudios para poder determinar las modificaciones necesarias en el sitio activo de

la enzima que le permitan tolerar la oxidacion.

La expresion heterdloga de LPMOs, es una herramienta necesaria para poder aumentar
los niveles de produccion disminuyendo los costos del proceso de fermentacion al utilizar
organismos huéspedes de rapido crecimiento y poco exigentes, ademas de permitir la

expresion de LPMOs producidas por organismos extremofilos.

Las bacterias y hongos filamentoso, son excelentes huéspedes para expresar las
enzimas LPMOs, por sus caracteristicas de rapido crecimiento en medios de cultivo
minimos. Sin embargo, las cianobacterias surgen como prometedora alternativa, ya
tienen otras ventajas adicionales como la facilidad para su manipulacién genética y los

minimos requerimientos nutricionales e inorgénicos, de bajo costo.
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