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Natural metabolic pathways depend on a plethora of redox enzymes. Biochemical 
research in the last few decades has allowed to define specific redox enzyme classes. 
The classification of redox enzymes and their respective redox cofactors is 
discussed in chapter I. Chapter II specifically details on the enzymes that bacteria 
utilize to degrade lignin, a highly resilient plant polymer. In the experimental 
chapters, several bacterial redox enzymes and a plant enzyme have been studied for 
their use as biocatalysts. 

In chapter I, an introduction to redox enzymes and the role they play in biocatalysis 
is presented. Redox reactions involve the transfer of electrons from one reactant to 
another, and in the presence of redox enzymes this process is usually assisted by co-
factors. This process is usually highly selective and produces products of a high 
degree of enantio- and regioselectivity. A few examples of oxidoreductases are the 
dehydrogenases/reductases, the oxygenases, the peroxygenases, the oxidases and 
the peroxidases. The oxidases and peroxidases will be discussed in detail as they are 
the main focus of this thesis work. Oxidases are typically flavin- or copper-
containing enzymes that use molecular oxygen to catalyze oxidations and yield water 
or hydrogen peroxide as a by-product. Peroxidases on the other hand are (mostly) 
heme-containing enzymes that utilize hydrogen peroxide as an electron acceptor to 
catalyze the oxidation of various substrates. For the work described in this thesis, 
flavin-containing oxidases and heme-containing peroxidases have been studied to 
transform cheap monolignol precursors into lignin-like oligomers. In chapter II, the 
bacterial enzymes responsible for lignin degradation are discussed in detail. They 
include DyP peroxidases, laccases, glutathione-dependent β-etherases, superoxide 
dismutases, catalase peroxidases as well as bacterial dioxygenases. These enzymes 
are highlighted owing to their reported applications in the degradation of lignin or 
to the oxidation of lignin-derived degradation products. 

In chapter III, it is shown how lignin-like oligomers can be synthesized in a one-
pot two-enzyme biocatalytic cascade. Lignin-like oligomers were created by having 
eugenol converted by eugenol oxidase and horse radish peroxidase in a one-pot 
process. The first step of the two-step conversion results in the synthesis of 
coniferyl alcohol and hydrogen peroxide by eugenol oxidase. The second step 
involves the utilization of hydrogen peroxide by horse radish peroxidase to generate 
free radicals of coniferyl alcohol. The free phenolics radicals then polymerize to 
form the lignin-like oligomers. The synthesized dimers/oligomers nicely resemble 
natural lignin in the types of observed linkages. The linkages found to be formed 
are: β-O-4, α-O-4, β-β, β-5, 5-5’ and the dibenzodioxocin unit as confirmed by 2D 
HSQC NMR. The size of the insoluble lignin-like fraction was 300-1100 Da as 
measured by GPC indicating that the size of the polymer ranges from dimeric to 
hexameric size. When a 1 g scale conversion was performed, the yield of insoluble 
lignin-like material was 54% and was found to have all of the aforementioned 
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linkages resembling natural lignin. The soluble fraction was also analyzed and was 
found to contain two dimers and a soluble tetramer.  

Chapter IV reports on a biocatalytic method for the synthesis of syringaresinol. 
Syringaresinol is a compound that has both medicinal as well as industrial uses. The 
developed biocatalytic cascade starts with 2,6-dimethoxy-4-allylphenol and, again, 
the use of eugenol oxidase and horseradish peroxidase as biocatalysts. The structure 
of eugenol oxidase was studied to design mutant enzymes which would have more 
activity on 2,6-dimethoxy-4-allylphenol than the wild type enzyme. The two amino 
acids that were considered for mutation were Val166 and Ile427. These residues are 
close to the methoxy group of the substrate for which more space needed to be 
created. The I427A mutant was found to be the best mutant out of the designed 
mutants by exhibiting improved kinetic parameters. Sinapyl alcohol was created 
from 2,6-dimethoxy-4-allylphenol using the I427A eugenol oxidase mutant. Sinapyl 
alcohol is a relatively expensive compound whereas its 2,6-dimethoxy-precursor is 
relatively cheap. Addition of horseradish peroxidase to the reaction yielded 
syringaresinol as major product. The experiment was repeated on a 1 g scale and 
produced syringaresinol in 81% yield. This newly developed biocatalytic cascade 
reaction provides an easy procedure to produce syringaresinol from cheap starting 
materials: 2,6-dimethoxy-4-allylphenol, water and dioxygen. 

A new DyP-type peroxidase is reported in chapter V. The peroxidase is named 
CboDyP after the organism in which it was identified: Cellulomonas bogoriensis. The 
enzyme was identified when doing a BLAST search in the NCBI database using the 
sequence of TfuDyP as a query. The CboDyP sequence has a Tat signal sequence 
through which it classifies as a Class A DyP.  The enzyme does not have the 
conventional GXXDG motif: the otherwise conserved aspartate has been replaced 
by a glutamate. This was thought to confer novel characteristics to this enzyme. In 
fact, with C. bogoriensis growing at alkaline conditions, it was hoped that CboDyP 
would be active at relatively high pH. CboDyP was found to act like a common DyP 
peroxidase with a pH optimum for activity at around pH 4, using reactive blue-19 
(RB19) as a substrate. The UV/Vis spectrum of recombinant CboDyP showed that 
the protein was fully loaded with heme. The effect of adding dithionite and 
hydrogen peroxide was also studied and showed that the enzyme behaves like a 
typical DyP-type peroxidase. The melting temperature of CboDyP was found to be 
45 °C. The activity of the wild type enzyme was compared to that of the mutant 
CboDyP in which the active site aspartate was restored. Interestingly, the aspartate 
mutant showed an almost 10-fold improvement in activity when compared with the 
wild type enzyme. Finally, the crystal structure of CboDyP was solved revealing 
details on its active site architecture. 

Ancestral DyP resurrection 
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In chapter VI, the reconstruction, resurrection, and characterization of an ancestral 
DyP is described. 14000 DyP sequences were subjected to several iterative 
processes of removing redundancies, realignment, building a phylogenetic tree and 
manual inspection to yield a reliable dataset of 641 sequences. After careful analysis 
of the sequences, ancestral sequence reconstruction (ASR) was performed on the 
final phylogenetic tree. Node 74 was selected for ancestral resurrection knowing 
that two of its lineages are from previously characterized enzymes. Two variants of 
this DyP ancestor (AncDyP74 and AncAltDyP74) were expressed and thoroughly 
characterized. The activity of AncDyP74 and AncAltDyP74 was determined using 
several different dyes: Reactive blue 19, ABTS, Reactive blue 4, Reactive black 5 
and Direct blue 71. The Michaelis-Menten kinetic constants were determined for 
the dyes, hydrogen peroxide and Mn2+.  

Future Perspectives 

The success of producing lignin oligomers starting from eugenol using only two 
enzymes in a one-pot fashion demonstrates the power of cascade biocatalysis. It 
also provides easy access to lignin-like oligomers. By using different mixtures of 
allylphenols, the amount of methoxy groups in the generated lignin-like material can 
be tuned. Thus, lignin of different plant sources can be mimicked. Synthetic lignin 
polymers can serve as valuable research model compounds to investigate lignin 
valorization, for example to study their degradation by methods such as pyrolysis 
and ozonolysis[1]. The broad range of linkages found in the enzyme-synthesized 
lignin provide a perfect model for those studying lignin degradation. This lignin-like 
material may also be used as additive in materials such as asphalt or plastics. It has 
been shown that such compounds can be used as an asphalt binder modifier.[2] 

Except for lignin, the combination of eugenol oxidase and a peroxidase can also be 
used to synthesize syringaresinol in a one-pot fashion. Syringaresinol is a compound 
that can be extracted or isolated from natural sources (plants). However, such 
methods are tedious. The ability to produce this compound in the lab with such a 
high yield (80%) and purity starting from a cheap precursor serves as a good basis 
to develop the production of this compound on a large scale. Syringaresinol has 
been shown to be bioactive and may be used for protection against gastric cancer[3]. 
Future work could also involve testing syringaresinol as co-polymer.[4] 
Syringaresinol has attractive features for this as (i) it can be regarded as a diol, and 
(ii) it contains a cis-fused bis-furan moiety, which makes its structure rigid. It may 
be a candidate for use as substitute for bisphenol A in industrial polymers. 

Most DyPs previously characterized display activity at rather low pH value (< pH 
5). The opportunity to have a DyP operating at neutral to slightly alkaline pH would 
be very attractive. This is the case especially when using an oxidase and a peroxidase 
together in one-pot reactions. Oxidases have a preference for a neutral to slightly 
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alkaline pH for activity. With having the structure of CboDyP available, mutant 
libraries could be designed for the generation of DyP variants active at more neutral 
pH. Another appealing perspective is to explore the possibility of mutating CboDyP 
such that it would function in sulfoxidation and hydroxylation reactions and hence 
behave as a peroxygenase. Also the resurrected ancestral DyPs could serve as basis 
for enzyme engineering efforts.  
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behave as a peroxygenase. Also the resurrected ancestral DyPs could serve as basis 
for enzyme engineering efforts.  
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Natural metabolic pathways depend on a plethora of redox enzymes. Biochemical 
research in the last few decades has allowed to define specific redox enzyme classes. 
The classification of redox enzymes and their respective redox cofactors is 
discussed in chapter I. Chapter II specifically details on the enzymes that bacteria 
utilize to degrade lignin, a highly resilient plant polymer. In the experimental 
chapters, several bacterial redox enzymes and a plant enzyme have been studied for 
their use as biocatalysts. 

In chapter I, an introduction to redox enzymes and the role they play in biocatalysis 
is presented. Redox reactions involve the transfer of electrons from one reactant to 
another, and in the presence of redox enzymes this process is usually assisted by co-
factors. This process is usually highly selective and produces products of a high 
degree of enantio- and regioselectivity. A few examples of oxidoreductases are the 
dehydrogenases/reductases, the oxygenases, the peroxygenases, the oxidases and 
the peroxidases. The oxidases and peroxidases will be discussed in detail as they are 
the main focus of this thesis work. Oxidases are typically flavin- or copper-
containing enzymes that use molecular oxygen to catalyze oxidations and yield water 
or hydrogen peroxide as a by-product. Peroxidases on the other hand are (mostly) 
heme-containing enzymes that utilize hydrogen peroxide as an electron acceptor to 
catalyze the oxidation of various substrates. For the work described in this thesis, 
flavin-containing oxidases and heme-containing peroxidases have been studied to 
transform cheap monolignol precursors into lignin-like oligomers. In chapter II, the 
bacterial enzymes responsible for lignin degradation are discussed in detail. They 
include DyP peroxidases, laccases, glutathione-dependent β-etherases, superoxide 
dismutases, catalase peroxidases as well as bacterial dioxygenases. These enzymes 
are highlighted owing to their reported applications in the degradation of lignin or 
to the oxidation of lignin-derived degradation products. 

In chapter III, it is shown how lignin-like oligomers can be synthesized in a one-
pot two-enzyme biocatalytic cascade. Lignin-like oligomers were created by having 
eugenol converted by eugenol oxidase and horse radish peroxidase in a one-pot 
process. The first step of the two-step conversion results in the synthesis of 
coniferyl alcohol and hydrogen peroxide by eugenol oxidase. The second step 
involves the utilization of hydrogen peroxide by horse radish peroxidase to generate 
free radicals of coniferyl alcohol. The free phenolics radicals then polymerize to 
form the lignin-like oligomers. The synthesized dimers/oligomers nicely resemble 
natural lignin in the types of observed linkages. The linkages found to be formed 
are: β-O-4, α-O-4, β-β, β-5, 5-5’ and the dibenzodioxocin unit as confirmed by 2D 
HSQC NMR. The size of the insoluble lignin-like fraction was 300-1100 Da as 
measured by GPC indicating that the size of the polymer ranges from dimeric to 
hexameric size. When a 1 g scale conversion was performed, the yield of insoluble 
lignin-like material was 54% and was found to have all of the aforementioned 
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Natuurlijke metabole routes zijn afhankelijk van een groot scala aan redoxenzymen. 
Biochemisch onderzoek in de laatste decennia heeft het mogelijk gemaakt om hen 
in te delen in specifieke klassen. De classificatie van redoxenzymen en hun 
benodigde cofactoren wordt besproken in hoofdstuk I. Hoofdstuk II beschrijft de 
bacteriële enzymen die worden gebruikt voor de afbraak van lignine, een erg 
moeilijk afbreekbaar polymeer in de celwanden van planten. De daarop volgende 
experimentele hoofdstukken beschrijven onderzoeken aan een plantaardige en 
verschillende bacteriële redoxenzymen en hun toepassing als biokatalysatoren. 

Hoofdstuk I geeft een introductie in redoxenzymen en de rol die deze enzymen 
spelen in biokatalyse. Redoxreacties zijn reacties waarbij elektronen worden 
overgedragen van de ene reactant (de reductor) naar de ander (de oxidator). Deze 
processen kunnen worden versneld in aanwezigheid van redoxenzymen – 
oxidoreductases genoemd – die dienen als katalysator. Vaak zijn er cofactoren bij 
betrokken die assisteren bij de enzym-gekatalyseerde chemie. Enzym-gemedieerde 
redoxreacties zijn over het algemeen zeer selectief en vormen producten met hoge 
enantio- en regioselectiviteit. Een aantal voorbeelden van oxidoreductases zijn 
dehydrogenases/reductases, oxygenases, peroxygenases, oxidases en peroxidases. 
De focus van dit proefschrift ligt op de oxidases en peroxidases en deze worden 
daarom in detail besproken. Oxidases zijn vaak flavine of koper bevattende 
enzymen die moleculair zuurstof (O2) gebruiken als oxidator en daardoor water of 
waterstofperoxide (H2O2) produceren als bijproduct. Peroxidases zijn vooral heem 
bevattende enzymen die juist waterstofperoxide gebruiken als elektronenacceptor 
(oxidator) om een groot scala aan substraten te oxideren. Het werk dat beschreven 
wordt in dit proefschrift gaat over de omzetting van goedkope monolignolen, de 
bouwstenen van lignine, naar lignine-achtige oligomeren met behulp van flavine 
bevattende oxidases en heem bevattende peroxidases.  

In hoofdstuk III wordt een één-pot synthese met twee enzymen beschreven 
waarmee lignine-achtige oligomeren worden gesynthetiseerd. Deze oligomeren 
werden bereid door de omzetting van eugenol door eugenol oxidase en horseradish 
peroxidase (mierikswortel peroxidase) in één pot. De eerste stap in deze synthese 
werd gekatalyseerd door eugenol oxidase en resulteerde in coniferylalcohol en 
waterstofperoxide. Beide producten uit de eerste stap werden omgezet naar water 
en vrije conyferylalcohol radicalen door toedoen van horseradish peroxidase. De 
lignine-achtige oligomeren werden gevormd door polymerisatie van deze vrije 
radicalen. Deze dimeren en oligomeren zijn goede lignine modellen doordat zij 
dezelfde typen bindingen bevatten. De gevormde bindingen werden 
gekarakteriseerd met 2D HSQC NMR en de volgende bindingen werden 
waargenomen: β–O–4, α–O–4, β–β, 5–5’ en de dibenzodioxocine unit. De massa 
van de onoplosbare lignine-achtige moleculen zat tussen 300–1100 Da, gemeten 
met GPC, dat aangeeft dat de oligomeren dimeren tot aan hexameren kunnen zijn. 
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Een opbrengst van 54% onoplosbaar lignine-achtig materiaal werd bereikt met een 
1 g schaal conversie. Het onoplosbaar product bleek alle hiervoor genoemde 
chemische bindingen te bevatten. De oplosbare fractie bevatte twee soorten 
dimeren en een oplosbaar tetrameer.  

In hoofdstuk IV wordt een biokatalytische methode besproken voor het 
synthetiseren van syringaresinol. Syringaresinol is een stof die zowel medische als 
industriële toepassingen kent. De ontwikkelde biokatalytische cascade start met 2,6-
dimethoxy-4-allylphenol en de eerder genoemde combinatie van eugenol oxidase 
en horseradish peroxidase als katalysatoren. Tijdens deze studie werd gezocht naar 
manieren om de syntheseroute te optimaliseren. Daarom werd de structuur van 
eugenol oxidase bestudeerd voor het ontwerpen van enzymmutanten die meer 
activiteit zouden kunnen vertonen met 2,6-dimethoxy-4-allylphenol dan het 
wildtype enzym. Twee aminozuurresiduen werden uitgekozen als mutatie targets, 
namelijk Val-166 en Ile-427. Deze residuen zitten dicht bij de methoxygroep van 
het substraat waar meer ruimte voor moest worden gecreëerd. The mutatie I427A 
bleek de grootste toename in katalytische activiteit te hebben van alle gescreende 
mutanten. De conversie van 2,6-dimethoxy-4-allylphenol, gekatalyseerd door de 
I427A eugenol oxidase variant, resulteerde in de synthese van sinapyl alcohol. Dit 
product is relatief duur, terwijl de beginstof juist vrij goedkoop is. Toevoeging van 
horseradish peroxidase aan deze reactie resulteerde in de vorming van syringaresinol 
als hoofdproduct. Een 1 g schaal conversie gaf 81% opbrengst. Deze nieuwe 
biosynthetische route is een makkelijke procedure om syringaresinol te maken uit 
goedkope startmaterialen, namelijk water, 2,6-dimethoxy-4-allylphenol en 
moleculair zuurstof. 

Een nieuw Dyp-type peroxidase wordt beschreven in hoofdstuk V. Deze nieuwe 
peroxidase draagt de naam CboDyp, naar het organisme waaruit het geïsoleerd werd: 
Cellulomonas bogoriensis. Het enzym werd geïdentificeerd bij een BLAST search in de 
NCBI database, waarbij de sequentie van TfuDyP als referentie werd gebruikt. De 
CboDyP heeft een Tat secretie-signaalsequentie, waardoor het als een Class A DyP 
wordt geclassificeerd. Dit enzym bevat niet de conventionele DyP-sequentie 
GXXDG: in dit enzym is de normaal geconserveerde aspartaat (D) vervangen door 
een glutamaat (E). Hierdoor werd gespeculeerd dat dit enzym niet eerder vertoonde 
eigenschappen zou kunnen hebben. Gehoopt werd dat dit enzym actief zou zijn op 
relatief hoge pH waarden, aangezien C. bogoriensis goed groeit onder basische 
omstandigheden (hoge pH). Activiteitmetingen met reactive blue-19 (RB19) als 
substraat lieten echter zien dat CboDyP hetzelfde pH-optimum heeft als andere 
DyP-type peroxidases, namelijk een optimum rond pH 4. Het UV/VIS-spectrum 
van recombinant geproduceerd CboDyP liet zien dat het enzym volledig geladen 
was met heem, de benodigde cofactor. Toevoeging van dithioniet en 
waterstofperoxide gaf hetzelfde effect als bij andere DyP-type peroxidases. Het 
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Natuurlijke metabole routes zijn afhankelijk van een groot scala aan redoxenzymen. 
Biochemisch onderzoek in de laatste decennia heeft het mogelijk gemaakt om hen 
in te delen in specifieke klassen. De classificatie van redoxenzymen en hun 
benodigde cofactoren wordt besproken in hoofdstuk I. Hoofdstuk II beschrijft de 
bacteriële enzymen die worden gebruikt voor de afbraak van lignine, een erg 
moeilijk afbreekbaar polymeer in de celwanden van planten. De daarop volgende 
experimentele hoofdstukken beschrijven onderzoeken aan een plantaardige en 
verschillende bacteriële redoxenzymen en hun toepassing als biokatalysatoren. 

Hoofdstuk I geeft een introductie in redoxenzymen en de rol die deze enzymen 
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werden bereid door de omzetting van eugenol door eugenol oxidase en horseradish 
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werd gekatalyseerd door eugenol oxidase en resulteerde in coniferylalcohol en 
waterstofperoxide. Beide producten uit de eerste stap werden omgezet naar water 
en vrije conyferylalcohol radicalen door toedoen van horseradish peroxidase. De 
lignine-achtige oligomeren werden gevormd door polymerisatie van deze vrije 
radicalen. Deze dimeren en oligomeren zijn goede lignine modellen doordat zij 
dezelfde typen bindingen bevatten. De gevormde bindingen werden 
gekarakteriseerd met 2D HSQC NMR en de volgende bindingen werden 
waargenomen: β–O–4, α–O–4, β–β, 5–5’ en de dibenzodioxocine unit. De massa 
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Een opbrengst van 54% onoplosbaar lignine-achtig materiaal werd bereikt met een 
1 g schaal conversie. Het onoplosbaar product bleek alle hiervoor genoemde 
chemische bindingen te bevatten. De oplosbare fractie bevatte twee soorten 
dimeren en een oplosbaar tetrameer.  

In hoofdstuk IV wordt een biokatalytische methode besproken voor het 
synthetiseren van syringaresinol. Syringaresinol is een stof die zowel medische als 
industriële toepassingen kent. De ontwikkelde biokatalytische cascade start met 2,6-
dimethoxy-4-allylphenol en de eerder genoemde combinatie van eugenol oxidase 
en horseradish peroxidase als katalysatoren. Tijdens deze studie werd gezocht naar 
manieren om de syntheseroute te optimaliseren. Daarom werd de structuur van 
eugenol oxidase bestudeerd voor het ontwerpen van enzymmutanten die meer 
activiteit zouden kunnen vertonen met 2,6-dimethoxy-4-allylphenol dan het 
wildtype enzym. Twee aminozuurresiduen werden uitgekozen als mutatie targets, 
namelijk Val-166 en Ile-427. Deze residuen zitten dicht bij de methoxygroep van 
het substraat waar meer ruimte voor moest worden gecreëerd. The mutatie I427A 
bleek de grootste toename in katalytische activiteit te hebben van alle gescreende 
mutanten. De conversie van 2,6-dimethoxy-4-allylphenol, gekatalyseerd door de 
I427A eugenol oxidase variant, resulteerde in de synthese van sinapyl alcohol. Dit 
product is relatief duur, terwijl de beginstof juist vrij goedkoop is. Toevoeging van 
horseradish peroxidase aan deze reactie resulteerde in de vorming van syringaresinol 
als hoofdproduct. Een 1 g schaal conversie gaf 81% opbrengst. Deze nieuwe 
biosynthetische route is een makkelijke procedure om syringaresinol te maken uit 
goedkope startmaterialen, namelijk water, 2,6-dimethoxy-4-allylphenol en 
moleculair zuurstof. 

Een nieuw Dyp-type peroxidase wordt beschreven in hoofdstuk V. Deze nieuwe 
peroxidase draagt de naam CboDyp, naar het organisme waaruit het geïsoleerd werd: 
Cellulomonas bogoriensis. Het enzym werd geïdentificeerd bij een BLAST search in de 
NCBI database, waarbij de sequentie van TfuDyP als referentie werd gebruikt. De 
CboDyP heeft een Tat secretie-signaalsequentie, waardoor het als een Class A DyP 
wordt geclassificeerd. Dit enzym bevat niet de conventionele DyP-sequentie 
GXXDG: in dit enzym is de normaal geconserveerde aspartaat (D) vervangen door 
een glutamaat (E). Hierdoor werd gespeculeerd dat dit enzym niet eerder vertoonde 
eigenschappen zou kunnen hebben. Gehoopt werd dat dit enzym actief zou zijn op 
relatief hoge pH waarden, aangezien C. bogoriensis goed groeit onder basische 
omstandigheden (hoge pH). Activiteitmetingen met reactive blue-19 (RB19) als 
substraat lieten echter zien dat CboDyP hetzelfde pH-optimum heeft als andere 
DyP-type peroxidases, namelijk een optimum rond pH 4. Het UV/VIS-spectrum 
van recombinant geproduceerd CboDyP liet zien dat het enzym volledig geladen 
was met heem, de benodigde cofactor. Toevoeging van dithioniet en 
waterstofperoxide gaf hetzelfde effect als bij andere DyP-type peroxidases. Het 
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schijnbare smeltpunt van dit enzym bleek 45 °C te zijn. De katalytische activiteit 
van het wildtype enzyme en dat van een mutant, waarbij de glutamaat was vervangen 
door de normaal geconserveerde aspartaat, werden met elkaar vergeleken. Tot grote 
verrassing bleek de activiteit van de mutant tien keer hoger te zijn. Ook de 
kristalstructuur van CboDyp werd opgehelderd, welke ons inzicht gaf in de 
architectuur van het actieve centrum van het enzym.   

Ancestrale DyP resurrectie 

In hoofdstuk VI wordt de reconstructie, resurrectie en karakterisatie van een 
ancestrale (voorouderlijke) DyP beschreven. 14000 DyP sequenties werden 
onderworpen aan verschillende iteratieve processen voor het verwijderen van zich 
herhalende sequenties, heralignment, het bouwen van een fylogenetische stamboom 
en handmatige inspectie om zo een betrouwbare dataset van 641 sequenties te 
krijgen. Na nauwkeurige analyse van deze sequenties werd een ancestrale 
sequentiereconstructie ondernomen, gebruikmakende van de fylogenetische 
stamboom. Knooppunt 74 werd geselecteerd voor ancestrale resurrectie omdat 
twee vertakkingen vanuit dit punt gekarakteriseerde DyP peroxidases bevatten. 
Twee varianten van deze voorouder (DyP74a en DyP74b) werden tot expressie 
gebracht en extensief gekarakteriseerd. De katalytische activiteit van deze twee 
enzymen werd bepaald met twee verschillende kleurstoffen: RB19 en ABTS; dit gaf 
de Michaelis-Menten constanten voor beide kleurstoffen en voor 
waterstofperoxide.  

Toekomstperspectief 

De successen die geboekt zijn met de productie van lignine-oligomeren vanuit 
eugenol – met behulp van maar twee enzymen in één pot – laten de kracht van 
cascade biokatalyse zien. Deze methode biedt ook makkelijk toegang tot lignine-
achtige oligomeren voor een grote verscheidenheid aan toepassingen. Met het 
variëren van verschillende allylphenolen kan de hoeveelheid methoxygroepen in het 
lignine-achtige product worden afgestemd. Hierdoor kan de ligninestructuur van 
verschillende plantensoorten worden nagebootst. Deze synthetische 
ligninemodellen kunnen worden toegepast in onderzoeken naar lignine valorisatie, 
zoals het bestuderen van verschillende degradatieprocessen als pyrolyse en 
ozonolyse[1]. De grote variëteit aan verschillende soorten chemische bindingen in 
enzym-gesynthetiseerde modellen maken deze verbindingen ideale modellen voor 
afbraakstudies. Verder zouden deze lignine-achtige materialen ook kunnen worden 
gebruikt als additieven in materialen als asfalt en kunststoffen[2].  

De combinatie van eugenol oxidase en horseradish peroxidase in één pot is niet 
alleen geschikt voor de synthese van ligninemodellen, maar ook voorde synthese 
van syringaresinol. Syringaresinol kan worden geëxtraheerd uit planten, maar deze 
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methoden zijn erg vervelend. De mogelijkheid om deze stof met hoge opbrengst 
(80%) en een hoge zuiverheidsgraad te produceren vanuit een goedkoop 
startmateriaal is een goede basis voor het ontwikkelen van een grootschalig 
productieproces. Het is bewezen dat syringaresinol bioactief is en dat het 
waarschijnlijk gebruikt kan worden voor bescherming tegen maagkanker[3]. Deze 
stof zou in de toekomst ook als copolymeer kunnen dienen[4]. Twee redenen 
hiervoor zijn: (i) het kan beschouwd worden als een diol en (ii) het bevat een bis-
furan groep die een rigide structuur creëert. Syringaresinol zou gebruikt kunnen 
worden voor het vervangen bisphenol A in industriële polymeren. 

De meeste DyP peroxidases hebben een optimale activiteit bij lage pH-waarden 
(<pH 5), oxidases hebben daarentegen juist de voorkeur voor neutrale of licht 
basische pH-waarden. De mogelijkheid om een DyP te hebben die optimaal kan 
functioneren bij neutrale of licht basische pH zou zeer gunstig zijn – vooral bij de 
combinatie van een oxidase en een peroxidase in één-pot reacties. Met de 
opgehelderde kristalstructuur van CboDyP zouden mutanten kunnen worden 
ontworpen die een hoge activiteit hebben bij meer neutrale pH-waarden. Het 
genereren van CboDyP-mutanten die peroxygenase-activiteit vertonen, en dus 
sulfoxidatie- en hydroxylatiereacties kunnen uitvoeren, zou ook interessant zijn 
voor biokatalytische toepassingen. Daarnaast zouden ook de ancestrale DyP’s 
kunnen dienen als basis voor enzym engineering studies. 
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methoden zijn erg vervelend. De mogelijkheid om deze stof met hoge opbrengst 
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productieproces. Het is bewezen dat syringaresinol bioactief is en dat het 
waarschijnlijk gebruikt kan worden voor bescherming tegen maagkanker[3]. Deze 
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