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1. BEVEZETES

A jaromspords gombdk talajban, allati és ndvényi bomld szerves anyagokon
eléforduld fonalas gombak. Szamos orvosi, ipari, biotechnologiai és mezdgazdasagi
szempontbol fontos fajt talalunk kozottiik. Az ide tartozd Mucoromycota csoport egyes
tagjai kiilonb6z6 biotechnoldgiai folyamatokban alkalmazott extracellularis enzimek (pl.
lipazok, protedzok) termeldjeként ismertek. Habar a Mucoromycota gombak szamos ipari
enzim kivalé forrasai, galaktozidaz termelésiiket, az enzimek tulajdonsagait, valamint az
enzimeket kodold gének molekularis és funkcionalis jellemzdit kevésbé tanulmanyozzak.

A B-galaktoziddz enzim a glikozidos kotést hidrolizdlja a diszacharid laktoz
molekulaban. Az enzimet széles korben alkalmazzak az élelmiszeriparban tejtermékek
laktoz tartalmanak csokkentésére, illetve a sajtgyartds sordn melléktermékként keletkezd
tejsavo kezelésére. A mikrobialis eredetii B-galaktozidazok nagy ipari jelentdséggel birnak,
ugyanis egyszerlien kezelhetdk és mas enzimforrasokhoz képest a mikroorganizmusok
nagyobb hozamot biztositanak. A termofil mikroorganizmusokbodl szarmaz6 enzimek
nagyobb hdstabilitdssal rendelkeznek, ezaltal ipari alkalmazasuk eldtérbe keriilt kedvezd
tulajdonsagaiknak koszonhetden.

Doktori munkamban f6 célunk volt a Mucoromycota jaromsporas gombacsoport
Mortierellales és Mucorales rendjeibe tartozo fonalas gombak f-galaktozidaz aktivitasanak
felmérése ¢és tanulmanyozasa. Ezen belill enzimtermeld torzsek azonositdsat, az
enzimtermelés kiilonb6zd induktiv koriilményeken torténd vizsgalatat, tisztitott enzimek
biokémiai tulajdonsagainak feltarasat kivantuk elvégezni. A jO termeldnek bizonyuld
torzs/torzsek galaktozidazt kodold génjeinek azonositasa és jellemzése szintén a terveink
részét képezte. Célunk volt még a gének azonositasara kivalasztott torzs(ek)ben a
galaktozidaz gének kifejezodésének vizsgalata, galaktozidaz génben diszruptiv, illetve az
enzimet tultermelé gombatorzs(ek) 1étrehozasa, az enzimaktivitas heterolog rendszerben
torténd termeltetése. Egyes jaromsporas gomba [-galaktoziddz aktivitasok gyakorlati
jelentdségének tovabbi megismeréséhez elemezni kivantuk azok oligoszacharid szintézist
katalizal6 potencialjat is, mellyel az egészséges bélflora mikroorganizmusainak novekedését

tamogato laktoz-alapt molekuldk allithatok eld gazdasagosan.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A jaromsporas gombak altalinos jellemzése

A jaromsporas gombak a fonalas gombak egyik legjelentdsebb csoportja. Koziilik
szamos faj talajban, korhadékban, komposztban, zoldségeken vagy rothad6d gylimolcsokon
€16, szaprotrof szervezet. Talalunk koztik a gazdandvények gyokérszovetében
arbuszkulumokat képz6 endomikorrhiza-gombakat, valamint rovarok, fonalférgek és egyéb
gerinctelenek patogénjeit vagy parazitait is. Ivaros szaporodasuk nem k&tddik vizhez. Hifaik
valaszfal nélkiili conocitikus szervezddésiiek. Ivaros szaporodaskor a sporaalakjuk a két
képlet, gyakran rovid hifakbol alld6 csomo alkotja. Ivartalanul sprorangiosporakkal
szaporodnak (Alexopoulos és mtsai., 1996; Spatafora és mtsai., 2016). A jaromsporas
gombak altalaban kozmopolitdk, szubsztrat felhasznalasuk széleskorl, szamos szénforras
asszimilalasara és kiilonféle metabolitok eldallitdsara egyarant képesek (Benny és mtsai.,
2001; Taherzadeh és Edebo, 2009). Néhany csoportra jellemzd a morfologiai dimorfizmus,
azaz nemcsak fonalasan, hanem élesztészerlien is képesek novekedni. Ez foleg olyan
kornyezetben fordul el6, ahol magas a hexdz tartalom és/vagy oxigénhianyos a kornyezet.
Sejtfalukat elsdsorban kitin €s kitozan alkotja. A jaromspodras gombék kozé tartozo fajokat
korabban polifiletikus, egységes torzsbe soroltdk (Zygomycota) (Barr, 1992; Benny és
mtsai., 2001), azonban részletesebb morfologiai és molekularis vizsgalatok a gombacsoport
rendszertani atalakitasat tették sziikségessé, melynek eredményeként a korabbi Zygomycota
torzset a Mucoromycota €s Zoopagomycota torzsekre bontottak (Spatafora és mtsai., 2016).
A munkankba a Mucoromycota térzsbe tartoz6 Mucorales és Mortierellales rendek egyes

nemzetségeinek gombait vontuk be.

2.2. A Mucorales rend

A Mucorales rend a Mucoromycota torzs legtobb fajt tartalmazo csoportja. A rendre
jellemzé a nem szeptalt micélium, a nagy tomegili hifaképzés, valamint az intenziv
novekedés. Tobbségiik szaprotrof €letmodot folytatd, elsésorban talajban, korhadd novényi
részeken, valamint komposztalodo szerves maradvanyokon el6fordulo szervezet. Magas a
sO0- ¢s cukorkoncentracio tiird képességiik; a legtobb torzs a raktarozott zoldségek és

gylimolesok kartevdje, példaul konzervgyarakban is komoly karokat okozhatnak (Ray és



Ravi, 2005). Hémérséklet szempontjabol a fajok kdzott pszichrofil és termofil fajok egyarant
megtalalhatoak, tehat véaltozatos csoportnak mondhatd. Ipari alkalmazasuk jelentds; szamos
torzset hasznalnak keményitd hidrolizisre, valamint oxalsav, fumarsav, tejsav, ecetsav és
citromsav el6allitasra (Gottfredsen, 1990; Outtrup és Boyce, 1990; Ferreira és mtsai., 2013).
Az ide tartoz6 fajok kozott vannak mucormikozist okozd opportunista human patogének is,
példaul egyes Lichtheimia corymbifera és Lichtheimia ramosa torzsek (Alastruey-lzquierdo
és mtsai., 2010). Tovabbi patogén torzsek talalhatok még a Rhizomucor miehei, Rhizopus
delemar és a Mucor circinelloides fajok kozott is. A harmadik leggyakoribb angioinvaziv
gombafertézés példaul mucormikozis eredetli (Petrikkos és mtsai.,, 2012). Néhany
Mucorales gomba névények korokozojaként ismert, példaul a M. circinelloides gytimolcsok
sebkorokozoja lehet, a Rhizopus microsporus kukorica, napraforgd és rizs novényeket
karosithat, a Rhizopus stolonifer pedig az édesburgonya korokozoja lehet (Srivastava és
Walker, 1959). A rend nemzetségei koziil a Lichtheimia, Rhizomucor, Rhizopus, Mucor és

Umbelopsis csoportbdl vontunk be torzseket a vizsgalatainkba.

2.2.1. A Lichtheimia nemzetség

A Lichtheimia nemzetség talajban és bomld novényi anyagokon él6 szaprotrof
fajokbol all. Szamos termotolerans torzs is talalhatd a nemzetségen beliil, melyek optimalis
novekedési homérséklete 37 °C koriil van (André és mtsai., 2014; Schwartze és mtsai.,
2014). A mucormikoézis fertézések egy részéért is e nemzetség fajai felelések fOleg
Europaban (Schwartze és mtsai.,, 2014). A L. ramosa talajban is megtalalhato és képes
szénhidrat-bontd enzimeket termelni (Garcia és mtsai., 2015). Széles hémérséklet
tartomanyban (20-53 °C) képesek novekedni, ezért termotolerans csoportnak szamitanak,
habar a legintenzivebb novekedést 37 °C-on mutatjak. A Lichtheimia nemzetségbe tartozo
fonalas gombak gyors novekedési képessége alkalmassa teszi Oket a novényi anyagok
lebontasaban részt vevo enzimek tanulméanyozésara, és felveti a biotechnoldgiai alkalmazas
lehetséges eldnyeit. Kevés tanulmany késziilt a Lichtheimia nemzetségbe tartozé gombak
szénhidrat-aktiv enzimjeirdl. Eddigi kutatasokban példaul a Lichtheimia blakesleeana
gombat jelentds fitaz és xilanaz termeldként irtak le, a L. ramosa B-gliikozidaz, xilandz és
karboximetil-cellulaz (CMCaz) termelésérél szamoltak be buzakorpa-alapu kozegben,
CMCaz és xilanazok termelését mutattak ki (Neves és mtsai., 2011; Gongalves €s mtsai.,

2013; Silva és mtsai., 2013; Alvarez-Zuiiga és mtsai., 2017).



2.2.2. A Rhizomucor nemzetség

A Rhizomucor nemzetséget a R. miehei és Rhizomucor pusillus termofil fajok
alkotjak (Vastag és mtsai., 1998; Vagvolgyi és mtsai., 1999; Salar és Aneja, 2007). A R.
pusillus homo- vagy heterotallikus, mig a R. miehei homotallikus organizmus. A nemzetség
tagjaira jellemzd a rhizoid és a stolon képzés (Vastag és mtsai., 2000). A termofil tulajdonsag
a Rhizomucor nemzetség fajainak régen felismert jellegzetes sajatossaga. Az optimalis
hoémérséklet ezen gombak fejlodéséhez a 37-40 °C. Az extracellularis enzimkészletiiknek
koszonhetden, mellyel képesek hatékonyan lebontani a szerves maradvanyokat, a
komposztalasban részt vevd mikrobakozosségek jellemzo tagjai (van Heerden és mtsai.,
2002; Langarica-Fuentes és mtsai., 2014; Hiittner és mtsai., 2018). Egyes Rhizomucor
torzsek biotechnologiai és €élelmiszeripari alkalmazasok soran is nagy jelentdséggel birnak,
mint példaul proteaz és lipaz termelk. A tejet koagulalé mikrobidlis eredetli proteazok
kozott kiemelkedé fontossagi a R. miehei savas proteaza. A Rhizomucor proteaz a borju
oltoenzimnél hatékonyabb és nagyobb specifitas, hasznalataval jobb mindségii sajt
nyerhetd (Alves és mtsai., 2005). Lipazaikat elsdsorban a vegyiparban, valtozatos szintetikus
¢és hidrolitikus reakciok katalizalasaban hasznositjak (Rodrigues és Fernandez-Lafuente,

2010).

2.2.3. A Rhizopus nemzetség

A Rhizopus nemzetség fajainak tobbsége lebontd, azaz szaprotrof életmodot folytat.
illetve hidrolitikus enzimek eldallitasaban. A Rhizopus oligosporus példaul egy indonéz
fermentalt étel, a tempeh készitésében tolt be fontos starter kultira szerepet (Hesseltine,
1983). Néhany ide tartozd gombatdrzs betakaritas utani fert6zést okozhat, azaz raktari
kartevoként karosithatjak a gytimolcsok €s zoldségek lagy szoveteit, igy gyakran ehetetlenné
téve Oket. Kiilonosen ismert a R. stolonifer altal okozott penészesedés megjelenése az eper
felszinén. A Rhizopus fajok kozott tobb kiemelkedd extracellularis enzimtermeld torzs is
talalhatd. Tobbek kozott lipaz, protedz, amilogliikoziddz és aminopeptiddz termelésiik
jelentds, emellett alkohol és biodizel eldallitasara is alkalmazzak 6ket (Papp €s mtsai., 2016;
Dzurendova és mtsai., 2022). A nemzetség egyes képvisel6i mucormikozist is okozhatnak

immunszupreszalt betegekben (Rabie és Althagafi, 2012).
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2.2.4. A Mucor nemzetség

A Mucor nemzetségen beliil szamos biotechnologiai jelentdségli faj ismert. Ipari
alkalmazasuk koszonhetdé a gyors novekedésiiknek, széles homérsékleti tartomanyon vald
tenyészthetOségiiknek, az élesztoszeri ndvekedés indukalhatésaganak, illetve a nagy
extracellularis enzimtermeld (pl. protedz, lipaz, cellulaz) képességiiknek (Lebreton és mtsai.,
2020; Dzurendova és mtsai., 2022). Tobb faj, példaul a M. circinelloides és a Mucor
plumbeus, megtalalhatd fermentacidval késziil6 tavol-keleti ételekben (pl. ragi, tempeh), és
egyes francia sajtok érleléséhez is hasznaljak 6ket (Morin-Sardin és mtsai., 2016). A Mucor
fajok egy része szintén felelés mucormikozis betegség kialakulasaért (Morin-Sardin és

mtsai., 2017).

2.2.5. Az Umbelopsis nemzetség

Az Umbelopsis nemzetség egy kevésbé jellemzett csoport, tagjai féként talajlako
organizmusok (Spatafora és mtsai., 2016). A csoport fajait altalaban lasst micélium-
novekedés jellemzi, sporangiosporaik valtozatos alaktak, a kolumella rendszerint kicsi vagy
hianyzik (Wang ¢és mtsai., 2013). Egyes fajok vy-linolénsavat tartalmaz6 lipidek
felhalmozasara képesek, amelyeket szén- és nitrogénforrasként hasznélnak fel (Bernat és

mtsai., 2018).

2.3. A Mortierellales rend

A Mortierellales rend tagjai kozmopolita szervezetek, melyeket gyakran izolalnak a
talajbol vagy a gyokerekbdl. Egyes fajoknal (pl. Mortierella elongata) noévények
novekedését serkentd aktivitas is ismert (Zhang és mtsai., 2020). A nemzetség egyes tagjaira
jellemzd a szaprotrof életmdd. Részt vehetnek bioremediacios folyamatok katalizalasédban is
(Cui és mtsai., 2017). Egyes Mortierella fajok tobbféle telitetlen zsirsav termelésére
képesek, ezaltal nagy biotechnoldgiai jelentéséggel birnak (Dyal és Narine, 2005; Wagner
¢és mtsai., 2013). A Mortierella alpina kiilonb6z6 izolatumait példaul arachidonsav telitetlen
zsirsav elballitasara alkalmazzak a gyakorlatban (Higashiyama és mtsai., 2002). Kiilonféle

crer

2001).
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2.4. A galaktozidiz enzimek tipusai és jellemz6i

o-Galaktozidaz

Az a-galaktozidaz (EC 3.2.1.22) a hidrolazok csoportjaba tartozé enzim, amely az
oligoszacharidok ¢és poliszacharidok terminalis a-galaktozil-részeinek hidrolizisét
katalizalja. Ezek a szacharidok béségesen fordulnak elé a novényekben, kiilondsen a
hiivelyesekben ¢és a zoldségekben, amelyek fontos ¢lelmiszer- és takarmanyforrasok. Az a-
galaktozidazt iparilag is eldallitjak (Aspergillus niger) és élelmiszer-/takarmany-
feldolgozashoz ¢és étrend-kiegészitékben hasznaljak (Ju és mtsai., 2019). a-Galaktozidazt
irtak mar le a L. ramosa jaromsporas gombaban is; az enzimet sikerrel termeltették Pichia

pastoris élesztovel (Xie és mtsai., 2020).

B-Galaktozidaz
A B-galaktozidaz (B-D-galaktozid-galaktohidroldz vagy laktaz, EC 3.2.1.23) a
szacharid bont6 hidrolazok csaladjaba tartozik (Nath és mtsai., 2014), és fontos

biokatalizator szamos élelmiszer- és gyogyszeripari folyamatban. A [B-galaktozidaz
katalizalja a glikozidos kotések hidrolizisét a B-galaktozidokban, példdul a laktdzban,
atalakitva ezzel a diszacharidot gliikdz és galakt6z monoszacharidokka (Gomes €s mtsai.,
2018; De Jesus és Guimaraes, 2021) (1. abra). Az enzimaktivitds pH optimuma alapjan
beszélhetiink semleges €s savas -galaktoziddzrél (Nivetha és Mohanasrinivasan, 2017). Az
aminosav szekvencidjuk hasonlosaga alapjan a B-galaktoziddzokat négy glikozid hidrolaz
(GH) csaladba soroltak: GH1, GH2, GH35 ¢és GH42. Sz¢les korben elterjedtek, szamos
biologiai rendszerben megtalalhatok, tobbek kozott mikroorganizmusokban, ndvényekben

¢s allati szovetekben (Nath és mtsai., 2014).

CH,OH OH CH,OH OH
0
o) o - OH HO OH HO OH
_‘ B-gal +
OH < 7
+H,0 4
CH,OH

Laktoz Béta-galaktoz +  Alfa-gliikoz

1. abra. A diszacharid lakt6z B-galaktozidaz altali hidrolizise két monoszacharidda, azaz
galaktozza és gliikkozza (Anisha, 2017).
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A B-galaktoziddzok bizonyos koriilményeken galaktdz-alapti oligoszacharidok
szintézisét is végzik (Li és mtsai., 2020). Ezen beliil kiemelt jelent6ségii a laktdz és a laktuloz
transzgalaktozilacioja eredményeként keletkez6 galaktooligoszacharid (GOS) (2. abra) ¢és

laktul6z-eredetti GOS (OsLu) cukor molekulak eléallitdsara iranyulo képességiik.

E T Lac

.

E-Lac komplex

l@ Glikéz
E-Gal komplex

Transzgalaktozilacio Hidrolizis
Laktoz Viz
GOS |+ Lac [+ | Gla |+| Gal Gal

2. abra. A transzgalaktozilacio és a hidrolizis reakciottjai (Panesar és mtsai., 2018). E=Enzim,
Lac=Laktoz, Gal=Galaktoz, Gli=Gliikoz, GOS=Galaktooligoszacharid.

2.5. A p-galaktozidazok gyakorlati alkalmazasa

A laktéz intolerancidban szenvedd, B-galaktoziddz hidnyos egyének szamara is
fogyaszthato élelmiszerek eldallitasara a tejiparban gyakran alkalmazzdk a B-galaktozidaz
enzimeket, amelyek képesek a laktoz hidrolizisére (Szilagyi és Ishayek, 2018). A B-
galaktozidaz hidrolitikus aktivitasa kiilonféle mas alkalmazasokban is hasznalhato, példaul
a laktozzal kapcsolatos kristalyosodas megeldzésére fagyasztott élelmiszerekben és siiritett
tejben, vagy etanol és édes szirup tejsavobol torténd eldallitasara (Saqib és mtsai., 2017).

A GOS és OsLu molekuldk B-galaktozidazok altali bioszintézise mind egészségiigyi,
mind biotechnologiai szempontbol kiemelt jelentéségii (Lu és mtsai., 2020). A GOS és az
OsLu prebiotikus szénhidratok, és fermentalhato szubsztratként szolgalnak az egészséges
bélflora mikroorganizmusai szamara. A prebiotikumok olyan nem emészthetd élelmiszer
Osszetevok, melyek szelektiven stimuldljak a normal mikrofléra novekedését és/vagy

aktivitasat, ezaltal kedvez6 hatast gyakorolnak a fogyasztd egészségére (Vera és mtsai.,
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2016; Chanalia és mtsai., 2018). A GOS és OsLu molekulak serkenthetik probiotikumok,
azaz bizonyos, taplalékkiegészitokben is alkalmazott Lactobacillus és Bifidobacterium
torzsek novekedését/aktivitasat is (Cardelle-Cobas és mtsai., 2011; Davani-Davari és mtsai.,
2019). A GOS molekulak felhasznalhatok prebiotikus és bifidogén ételek és italok
Osszetevoinek élelmiszeripari fejlesztésére, valamint egyes gyomor-bélrendszeri betegségek
kezelésére (Vera és mtsai., 2016; Panesar és mtsai., 2018), amit alacsony kaloriaértékiik és
pH- és hémérséklet stabilitasuk is tamogat (Torres és mtsai., 2010). A B-galaktozidaz kisebb
hatékonysaggal fukozid és arabinozid molekuldk hidrolizisére is képes (De Jesus és
Guimaraes, 2021). Ezen feliil az enzim egyéb laktoz-alapi prebiotikumok szintézisét is
katalizalhatja, ugymint a laktuléz és a laktoszukrdéz, melyek szintén gydgyszer- ¢€s
¢lelmiszeripari potenciallal rendelkeznek (Nath és mtsai., 2014; Cardoso ¢és mtsai., 2017).
Mindezek okén a természetes forrasokbdl és/vagy metagenomikai megkozelitésekkel
felfedezett 1), hidrolitikus és szintetikus aktivitasukban jellemzett 3-galaktozidazok értékes
alapok lehetnek jovobeli glikobiologiai kutatasokban alkalmazhato katalizatorok
fejlesztéséhez (Lu és mtsai., 2020).

2.6. A p-galaktozidazok mikrobialis eléallitasa

A mikrobialis eredetli B-galaktozidazok nagy ipari jelentdséggel birnak konnyii
kezelhetdségiiknek €és nagy katalitikus aktivitdsuknak kdszonhetden, tovabba a mikrobidlis
uton szintetizalt enzimek nagyobb hozamot biztositanak szemben az allati és novényi
forrasokkal, igy csokkenhetnek az ipari eldallitasi koltségek (Nath €s mtsai., 2014; Cardoso
¢s mtsai., 2017). A legtobb kereskedelemben kaphatd P-galaktoziddz baktériumokbol,
¢élesztdgombakbol és fonalas gombakbol szarmazik (Anisha, 2017). Az enzim termelddhet
extracellularis vagy intracellularis uton is (Gomes és mtsai., 2018); mig élesztok és
baktériumok esetében fOként intracellularis, addig a fonalas gombak altal termelt enzim
altalaban extracelluldris (Shaikh és mtsai., 1999). A nagy-léptékii tenyészthetdseg, és a jol
optimalizalhaté fermentécios koriilmények miatt az enzimfehérje termelése egyszeriien és
gazdasdgosan végrehajthatd baktériumok ¢és gombak altal. Ezen kiviil szdmos
mikroorganizmus — kiilonosen a fonalas gombak — jol tenyészthetd alacsony koltségii
taptalajokon. Mezdgazdasagi melléktermékeken torténd fermentdcio példaul ol
alkalmazhaté [-galaktozidazok termeltetésére is. A termelést és a szekretalt [-
galaktozidazok tulajdonsagait egyes gombakban mar alaposan tanulmanyoztak (Anisha,

2017; Saqib és mtsai., 2017), és még a GOS szintézist is elemezték néhany gomba enzim
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esetében (TokoSova és mtsai., 2015; Vera ¢s mtsai., 2016; Bassetto és mtsai., 2017; Silvério
¢és mtsai., 2018).

A B-galaktoziddz gombakkal torténd termeltetéséhez gyakran hasznalnak
siillyesztett, folyadék fazisa fermentacidés (SmF) koriilményeket. Folyadék tenyészetben
torténd nagy enzimhozam eléréséhez kivalod szubsztratok a laktdz, a sovany tej és minden
olyan alapanyag, melynek egyes molekulai B-galaktozil kotést tartalmaznak. A szilard fazisa
fermentacio (SSF) is jol alkalmazhatd megkozelités [-galaktozidazok gombak altali
termeltetéséhez. SSF rendszerben torténd hatékony enzimtermelést irtak le olyan
mezOdgazdasagi melléktermékeken, mint a buzakorpa és szar, rizskorpa ¢és szdr,
cukornadbagasz ¢s granatalma héj (Raol és mtsai., 2015; Kazemi és mtsai., 2016; Panesar
¢és mtsai., 2016; Kaur és mtsai., 2018). Napjainkban f6leg Kluyveromyces lactis, Aspergillus
oryzae ¢és A. niger gombakkal termeltetnek B-galaktozidaz enzimet (Kazemi és mtsai., 2016;

Xavier és mtsai., 2018; de Albuquerque és mtsai., 2021).

2.7. Tisztitott mikrobialis p-galaktozidazok

A mikroorganizmusok a gyakorlati felhasznalasu B-galaktozidazok kivalo forrésai.
Az alkalmazas kortilményei ugyanakkor nagyban kiilonbozhetnek, kiilondsen a mitkodéshez
optimalis hémérséklet és pH tartomany tekintetében. Az enzim eldallitasi koltsége fiigg a
termelési hozamtol és az elvart tisztasag eléréséhez sziikséges metodikatol. Napjainkban
ezért egyre inkdbb el6térbe keriil a megfeleld tulajdonsdgokkal rendelkezd
mikroorganizmusok felkutatasa, melyek nagyobb termelési kapacitassal és olcsobb tisztitasi
eljarassal alkalmazhatok (Panesar és mtsai., 2010).

A mikrobidlis  f-galaktoziddzokat szamos  hagyomanyos  technologia
kombinaciodjaval tisztitottak mar, mint példaul kiso6zéssal torténd frakcionalas, ioncseréld
kromatografia, gélszlirés, hidroxiapatit alkalmazasa és hidrofob kolcsonhatason alapulo
kromatografids eljarasok. Az enzim affinitdskromatografidval torténd tisztitasdhoz p-
aminofenil (vagy p-aminobenzil)-B-D-tiogalaktopiranozid agar6zt hasznalnak, mely
kereskedelmi forgalomban kaphaté (Nakayama és Amachi, 2002). Az enzimek kinyerését
kovetden rendszerint meghatarozzak azok alapvetd biokémiai jellemzdit, mely informacio a
kiilonb6z6 potencidlis alkalmazéasok kialakitasahoz is fontos. Néhany tisztitott mikrobialis
B-galaktoziddz molekulatomegét, miikodésének pH és hdmérséklet optimumat az 1. tablazat

tartalmazza.
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1. tablazat. Néhany tisztitott és jellemzett mikrobialis B-galaktozidaz.

Mikroorganizmus Molekulatomeg pH optimum Hoémérséklet  Referencia
(kDa) optimum (°C)
Aspergillus aculeatus 120 54 55-60 12\13;2 es mtsat.,

. . Vidya és mtsai.,
Aspergillus awamori 118-125 5,0 60 2020b
Aspergillus niger 124 2,5-4,0 55-60 Mahoney, 2002
Aspergillus oryzae 96 4,5-6,0 50 Mahoney, 2002
Aspergillus uvarum - 3,0-4,5 45-60 gélfgm es mtsal.,
Bifidobacterium infantis 470 5-8 50 Hung és Lee,
HL96 2002
Kluyveromyces lactis 118 6,6-7,0 40 5(1)1811 és Chen,

. Silva és Franco,
Kluyveromyces lactis - 7 37 1999
. Ismail és mtsai.,
Mucor pusillus 129 4,0 65 1997
Pediococcus pentosaceus Lee és mtsai.,
\D-7 72,2 7-7,5 50 2017
Penicillium chrysogenum 66 4,0 30 12\15‘6? ©s mtsal.,
P.enlc.lll.lurn i 4.0-4.6 55-60 Cruz és mtsai.,
simplicissimum 1999
. . Kaur és mtsai.,
Rhizomucor pusillus - 55 50 2018
. Shaikh és mtsai.,
Rhizomucor sp. 120 4,5 60 1999
Teratosphaeria Yamada és mtsai.,
acidotherma 120 8,0 60 2017

Egy A. oryzae izolatumbol DEAE-Sephadex A-50 és Sephadex G-200 oszlopokon
tisztitottak B-galaktozidazt, mely mitkddésének pH optimuma pH 4,5 volt a szintetikus o-
nitrofenil-p-D-galaktopiranozid (ONPG) kromogén szubsztrattal mérve, mig laktoz
diszacharid szubsztraton pH optimuma 4,8-nak bizonyult (Tanaka és mtsai., 1975). Az
enzim pH 4,0 és 9,0 kozott bizonyult stabilnak, az aktivitashoz optimalis hdmérséklet 46 °C
volt. Sephadex gélsziiréssel €és szachardz-stirliség-gradiens centrifugalassal koriilbeliil 105
kDa latszolagos molekulatomeget mértek (Tanaka és mtsai., 1975). Egy A. niger izolatumbol
szarmazo [-galaktozidazt szlirést, ioncserét és oszlopkromatografiat alkalmazva tisztitottak
(Widmer és Leuba, 1979). Egy Fusarium oxysporum var. lini izolatum sejtkivonatabol
hdésokk, majd egymast kovetd kromatografias eljarassal, DEAE-cellul6z DE-52 és Sephadex
G-100 oszlopok hasznalataval tisztitottak [B-galaktozidazt (Branddo és mtsai., 1987). -
Galaktozidazt ammonium-szulfatos kicsapassal és CM-Sephadex kromatografiaval
Beauveria bassiana sejtmentes kivonatabol is nyertek ki (Panesar és mtsai., 2010). A

termofil Rhizomucor sp. extracellularis B-galaktozidazat egymast kovetdé DEAE-celluloz
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kromatografiat, majd Sephacryl S-300 gélsziirést alkalmazva tisztitottdk (Shaikh és mtsai.,
1999). A Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 torzsbol torténd p-galaktozidaz
tisztitashoz ammonium-szulfattal torténd kicsapast, ioncseréld kromatografiat (DEAE-
Sephadex), affinitaskromatografiat ¢s kromatofokuszalast is végeztek (Nagy ¢és mitsai.,
2001). Mucor pusillus-bol szarmazo [-galaktozidazt etanolos, acetonos és ammonium-
szulfatos kicsapassal, gélsziiréssel, majd ioncseréld kromatografiaval DEAE-Sepharose CL-
6B és CM-Sepharose CL-6B oszlop hasznalataval tisztitottak (Ismail és mtsai., 1997). A B-
galaktoziddzok tejsavbaktériumokbol torténd kinyerése szintén kiemelt gyakorlati
jelentdséggel bir. Hung és Lee (2002) munkajaban Bifidobacterium infantis HL96
baktériumbol szarmazo [-galaktozidazt izolalt, mely 470 kDa molekulatomegiinek
bizonyult, aktivitdsdnak optimumat pedig pH 5,0 és 8,0 kozott és 50 °C hémérsékleten
hataroztak meg (1. tdblazat).

2.8. Azonositott és termeltetett mikrobialis B-galaktozidaz gének

Néhany mikroorganizmusnél [-galaktozidazt koédold géneket is jellemeztek és
fejeztettek ki homolog €s heterolog rendszerekben. Ezzel egyiitt az elmult évtizedekben
jelentds erdfeszitések torténtek a heteroldg expresszids rendszerek hatékonysaganak
novelése érdekében. Eddigi kutatasokban foként Escherichia coli, Lactobacillus plantarum
¢és Lactococcus lactis baktériumokra, valamint élesztokre fejlesztettek ki rendszereket
(Movahedpour és mtsai., 2022). A Pediococcus tejsavbaktériumbdl szarmazo heterodimer
LacLM-tipust B-galaktozidaz esetén példaul kettd részlegesen atfedd kodold gént (lacL és
lacM) irtak le, melyek sorrendben 72,2 kDa és 35,4 kDa méretii fehérjéket kodolnak (Lee és
mtsai., 2017). Az enzimfehérjék termeltetésére E. coli MM294-alapt heterolog rendszert
alkalmaztak (Lee és mtsai., 2017). Halbmayr és mtsai. (2008) Lactobacillus reuteri LacLM-
tipusu B-galaktozidazt kodolo géneket (lacL és lacM) expresszaltatott az élelmiszeriparban
altalanosan elfogadott L. plantarum WCFSI1 izolatumban. Késobbi kutatasok a fermentacios
pH és szubsztrat gliikoz koncentracié meghatarozé jelentdségét irtdk le a rekombindns L.
reuteri pB-galaktozidaz nagy-hozamu termeltetéséhez (Nguyen ¢és mtsai., 2015).
Bifidobaktérium tejsavbaktériumoknal a Bifidobacterium longum RD47 [-galaktozidazt
kodolo gént irtdk le Gjabban, melyet kiilonféle szabalyoz6 szakaszokkal valdo kombinaciot
kovetden Bifidobacterium bifidum rendszerben fejeztettek ki (Park és mtsai., 2019). A
termelt rekombinans enzimmel kétords reakcioidd alatt tavolitottdk el tejminta

laktoztartalmanak 51%-at. Yuan és mtsai. (2008) genomi DNS sziirés Gtjan egy termofil -
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galaktozidazt kodold génszakaszt (2097 bp) azonositottak az acidofil és termofil
Alicyclobacillus acidocaldarius baktériumban. A kodold gént Pichia pastoris-alapu
heterolog rendszerben termeltették, és 90 mg/l rekombinans B-galaktozidaz hozamot értek
el a razatott tenyésztésben. A tisztitott rekombinans enzimre pH 5,8-6,0 ¢és 70 °C
hémérséklet optimumokat irtak le, aktivitdsdnak 90%-at megoérizte 70 °C hdmérsékleten
torténd 30 perces inkubaciot kdvetéen (Yuan és mtsai., 2008). Az E. coli -galaktozidaz
enzimet kodolo gén (lacZ) stabilitasat és kifejezddését Streptococcus lactis baktériumban is
vizsgaltak (Kim ¢és Batt, 1988).

Gomba B-galaktozidazt kodold géneket leginkabb élesztoben fejeztettek ki sikerrel.
Az alacsony expresszios hatékonysag, plazmid instabilitds, a toxikus hatdsu metanol
alkalmazdsa a termeltetéshez, valamit a gazda genomban jelen levd antibiotikum
rezisztencia markerek azonban problémakat okozhatnak az ¢€lesztékben vald termeltetési
rendszerek kidolgozasaban (Ren és mtsai., 2016). Eddig tobbek kozott A. niger, Penicillium
expansum, P. pastoris és K. lactis gombakbol szarmazé [-galaktozidazokat termeltettek
nagy hatékonysaggal éleszté rendszerekben (Movahedpour és mtsai.,, 2022). Néhany
gombakbol szarmazo rekombinans B-galaktoziddz szintézisére vonatkozo adatot a 2. tdblazat

foglal Ossze.

2. tablazat. Termeltetett gomba rekombinans [-galaktoziddzok (Saqib ¢és mtsai.,, 2017;
Movahedpour és mtsai., 2022).

B-Galaktozidaz forrasa Expresszios gazda B-Galaktozidaz hozam
Kluyveromyces lactis Kluyveromyces lactis 25000 U/ml (kad fermentéCié)’ 150000
U/ml (folyamatos fermentacio)
Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae 20440 U/ml (rdzatott tenyészet)
Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae 17000 U/ml (razatott tenyészet)
Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae 40000 U/ml
Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae 500 U/ml (rdzatott tenyészet)
Aspergillus niger Saccharomyces cerevisiae 5096 U/ml
Aspergillus niger Saccharomyces cerevisiae 7350 U/ml (10 I-s bioreaktor)
Aspergillus niger Saccharomyces cerevisiae 2754 U/ml (6 I-es bioreaktor)
Paecilomyces aerugineus Pichia pastoris 9500 U/ml

Rekombinans Aspergillus B-galaktozidazokat P. pastoris rendszerben is allitottak
el6. Dragosits és mtsai. (2014) ketté Aspergillus nidulans és egy A. niger B-galaktozidazt
termeltettek sikerrel Pichia-alapt heterolog rendszerben. A rekombinans enzimek tobbféle
szerves oldoszerben és széles hdmérsékleti tartomanyokon stabilnak bizonyultak, valamint
tri- és tetragalaktooligoszacharid molekulak szintézisét is katalizaltak. B-Galaktozidazokat

kodolo géneket édesvizi A. niger és A. oryzae izolatumokbdl is irtak le ujabb kutatasokban,
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ahol a négy izolalt génszakasz 2900-3000 bazispar méretiinek bizonyult (Bankefa és mtsai.,
2022).

2.9. Jaromsporas gombak B-galaktozidaz termelése

A jaromsporas gombak [-galaktozidaz aktivitdsa kevésbé kutatott teriilet, noha
szamos torzs jo forrdsa ipari enzimeknek, példaul lipazoknak, hidroxildzoknak, fitdzoknak
és kiilonféle szénhidrat-bontd biokatalizatoroknak (Papp és mtsai., 2016). Tudomasunk
szerint csak néhany tanulmany foglalkozik e gombacsoport extracellularis B-galaktozidaz
termelésével, valamint az enzim vizsgalataval. Foként termofil Rhizomucor izolatumokbol
szarmaz6 enzimaktivitasokat Kutattak (Shaikh és mtsai., 1997, 1999; Panesar és mitsai.,
2016; Kaur és mtsai., 2018), de j6 termeldnek irtak mar le Mucor sp. izolatumot is (Silvério
¢s mtsai.,, 2018). A termofil mikroorganizmusokbdl szarmazé enzimek nagyobb
hostabilitassal rendelkeznek, ezaltal ipari alkalmazasuk el6térbe keriilt kedvezo
tulajdonsagaiknak koszonhetéen (Shaikh és mtsai., 1997). A [-galaktozidaz termelés

tekintetében eddig vizsgalt jaromsporas gombakat a 3. tablazat foglalja 6ssze.

3. tablazat. Jaromsporas gombak B-galaktozidaz termelése, a termeléshez alkalmazott fermentacios
koriilmények €s szubsztratok, a fermentaciokban elért enzimaktivitasok.

Fermentacios

Jaromspoéras gomba .o Szubsztrat Enzimaktivitas Irodalom
koriilmény
Mucor sp. SmF ! laktoz 228 U/l Silvério és mtsai., 2018
Rhizomucor sp. SmF lakto 0,55 U/ml (0,21 U/m ) )
zomu P , axtoz ( 9 Shaikh és mtsai., 1997
SSF buzakorpa 5,5 U/ml (2,04 U/mg)
Rhizomucor pusillus SmF laktoz 2,14 1U/ml Panesar és mtsai., 2016
Rhizomucor pusillus SSF buizakorpa 101,89 U/g szubsztrat Kaur és mtsai., 2018
Rhizopus sp. SmF laktoz <10 U/ml Seyis és Aksoz, 2004
Rhizopus stolonifer SmF laktoz 2250 U Vls}]wana;%gzes mtsat.,

1 SmF: siillyesztett fermentacio, SSF: szilard fazist fermentacid

Shaikh és mtsai. (1997) Rhizomucor sp. extracellularis B-galaktozidaz termelésérdl
szamoltak be SSF tenyésztést alkalmazva (3. tablazat), majd egy késébbi munkajuk soran az
enzim tisztitasat és jellemzését is elvégezték (Shaikh és mtsai., 1999). Egy Mucor pusillus
torzs altal termelt B-galaktozidaz vizsgalatakor Ismail és mtsai. (1997) az A. niger f-
galaktoziddzahoz hasonld szerkezeti és kinetikai tulajdonsagrol szamoltak be, emellett
megallapitottdk, hogy az enzim potencialisan alkalmazhaté a tejsavoban 1évé laktoz

hidrolizisére. Vishwanataha és mtsai. (2012) talajmintakbdl izolalt térzsek B-galaktozidaz
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aktivitasat tanulmanyoztak; vizsgalataikban a R. stolonifer mutatta a legjelentdsebb
enzimaktivitast (3. tablazat). Panesar és mtsai. (2016) rothadd bananhéjbol izolaltak nagy f-
galaktoziddz aktivitdst mutatd gombatorzset, melyet fenotipusos és genotipusos jellemzés
utan R. pusillus-ként azonositottak. Megallapitottak, hogy az azonositott torzs alkalmazhatd
lehet kiilonféle ipari folyamatok sordn prebiotikumok eldallitdsdhoz. Silvério és mtsai.
(2018) egy Mucor sp. torzset irtak le hatékony [-galaktozidaz termeldként, mely
potencialisan felhasznalhato GOS és laktuloz szintéziséhez (3. tablazat). Lichtheimia,
Mortierella és Umbelopsis nemzetségek gombatorzseinek -galaktozidaz aktivitasarol még

nem allnak rendelkezésre irodalmi adatok.
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3. CELKITUZESEK

Szamos mikroorganizmusban azonositottak és jellemeztek mar [-galaktozidaz
enzimeket és kodold géneket. Néhany jaromsporas gombat szintén jo [B-galaktozidaz
termel6ként irtak le eddigi kutatdsokban, ugyanakkor szélesebb kori, tobb izolatum
bevonasaval késziilt enzimtermelés vizsgalatokat eddig nem végeztek. A termelés
koriilményeirdl, tisztitott enzimek biokémiai jellemz6irdl, az enzimek gyakorlati alkalmazas
szempontjabol 1ényeges tulajdonsagairol ugyancsak kevés informacioval rendelkeziink.

A kutatasi programunk célja az alapkutatasokban és egyes biotechnologiai
folyamatokban felhasznalhato, jo extracellularis B-galaktozidaz termeld jaromsporas
gombdk azonositdsa, az enzimaktivitds vizsgalata, valamint a nagy [-galaktozidaz
aktivitassal rendelkezd torzsek altal termelt enzimek izolalasa és biokémiai jellemzése volt.
Céljaink kozé tartozott tovabba az enzimeket kodold gének azonositasa, izolalasa, valamint
részletes molekularis és funkciondlis elemzése is.

Ennek érdekében az alabbi feladatok elvégzését fogalmaztuk meg:

1) A Szeged Mikrobiologiai Gylijteménybdl kivalasztott jaromsporas gombak [3-
galaktoziddz termelésének szlirése, dsszehasonlitasa.

2) A legjobb aktivitasu torzsek enzimtermelésének vizsgalata kiilonféle induktiv
szubsztratokat (pl. laktoz, buzakorpa) tartalmazé fermentécids feltételeken.

3) Jo6 enzimtermeld izolatumokbol szarmazd nyers [-galaktozidazok szintetikus
aktivitdsanak jellemzése kiilonbozd reakciokoriilményeken ¢és galaktdoz donor
szubsztratokon. A reakciokban nyerhetd szintetizalt oligoszacharidok hatasanak
vizsgalata probiotikus mikroorganizmusok névekedésére.

4) B-Galaktozidaz enzimek izolalasa, homogenitasig torténd tisztitasa a kivalasztott jo
termeld torzsekbdl. Az enzimek gyakorlati szempontbol jelentds biokémiai
tulajdonsagainak feltarasa.

5) Kodold gének azonositasa, molekularis és funkcionalis jellemzése jo laktoz
hidrolizist és oligoszacharid szintézist mutaté torzsek [-galaktozidazaira
vonatkozoan. Az azonositott gének kifejez0désének vizsgalata kiilonb6zd
fermentécios koriilményeken.

6) Homolog és heteroldg (pl. Pichia) rendszerekben torténd termeltetés lehetéségének

vizsgalata.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Alkalmazott torzsek

A munkank soran alkalmazott gombak ¢és baktériumok a Szeged Mikrobioldgiai
Gyljtemény (SZMC, Szeged, Magyarorszag, http://szmc.hu/) elhelyezett torzsei kozott
megtalalhatok. A B-galaktozidaz enzim termeld térzsek kimutatési vizsgalataba 6sszesen 99
gomba izolatumot vontunk be, melyek koziil 18 a Lichtheimia, 16 a Mortierella, 17 a Mucor,
11 a Rhizomucor, 20 a Rhizopus és 17 az Umbelopsis nemzetség tagja (Fiiggelék, F1.
tablazat).

A szintetizalt oligoszacharidok novekedést eldsegitd hatdsanak vizsgdlatdhoz a
Lactobacillus casei (SZMC 23430), a Lactobacillus acidophilus LA-5 (SZMC 23432), a
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 (SZMC 26956) valamint a Saccharomyces
boulardii CNCM 1745 (SZMC 26957) torzseket alkalmaztuk. A torzseket probiotikus
mikroorganizmusok fenntartasara alkalmas tapkozegen tartottuk fenn 37 °C homérsékleten.
A megfeleld kisérlet elétt minden esetben friss leoltast készitettiink az adott térzsbol 30 ml
probiotikus mikroorganizmusok fenntartasara alkalmas taplevesben, majd a tenyészeteket
37 °C hOmérsékleten 24 o6ran at inkubdltuk tenyésztéedényben, ahol az oxigénhianyos
kornyezetet Anaerocult C (Merck) rendszerrel biztositottuk.

A B-galaktozidaz kodold gének vizsgalatahoz és a kifejezddésiik jellemzéséhez a
Lichtheimia ramosa SZMC 11360 torzset hasznaltuk. A génklonozasi munkakhoz az
Escherichia coli DH5a torzset alkalmaztuk.

4.2. Alkalmazott taptalajok és tapoldatok

A felhasznalt anyagok a VWR International Kft.-t61 szarmaztak, ettdl eltér6 esetben

a gyarto/forgalmazo kiilon feltiintetésre kertilt.

Malatas taptalaj: 5% (v/v) 20%-0s (v/v) malata kivonat; 0,5% (m/v) éleszt6 kivonat; 0,5%

(m/v) gliiké6z; 2% (m/v) agar

Kromogén teszt taptalaj: 2% (v/v) 20%-0s (v/v) malata kivonat; 2% (m/v) laktoz; 0,1% (m/v)

pepton; 2% (m/v) agar. Hovel torténd sterilizalast (121 °C, 25 perc) €s hiitést kovetden a

tapkozeget 0,5% (v/v) 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid (X-gal, Thermo
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Fisher Scientific) oldattal egészitettik ki. Az X-gal oldatot el6zdleg 20 mg/ml
koncentracioban készitettiik el dimetil-szulfoxidban (DMSO).

SmF tapkozeg: 0,4% (m/v) pepton; 0,4% (M/v) éleszt6 kivonat; 0,2% (m/v) KH2PO4; 0,8%
(m/v) Na;HPO4*12H20; 0,025% (m/v) MgSO4*7H20; 2% (m/v) laktéz vagy 2% (m/v)
laktoz és 2% (m/v) bazakorpa

SSF tapkozeg: 5 g buzakorpa (kereskedelmi forgalomban kaphatd) és 1 g szojaliszt 5 ml

desztillalt vizzel nedvesitve

SSF tapkozeg [B-galaktozidaz tisztitashoz: 25 g buzakorpa (kereskedelmi forgalomban

kaphato) és 5 g szbjaliszt 25 ml asvanyis6 oldattal nedvesitve

Asvanyisé oldat: 0,2% (m/v) KH2PO4, 0,8% (m/v) NazHPO4, 0,025% (m/v) MgSOsx 7H20

Tapkozeg probiotikus mikroorganizmusok fenntartdsdhoz: de Man, Rogosa és Sharpe

(MRS) agar és tapleves

Elesztékivonat-gliikoz (YEG) taptalaj: 1% (m/v) gliikéz; 0,5% (m/v) élesztékivonat; 2%

(m/v) agar

Eleszté nitrogénforras (YNB) minimal taptalaj: 1% (m/v) glikoz; 0,15% (m/v) ammonium-
szulfat; 0,15% (m/v) natrium-L-glutamat; 0,05% (m/v) YNB (Sigma-Aldrich); 2% (m/v)
agar; a tapkozeget kisérlettdl fiiggéen 0,05% (m/v) uracil, 0,8 M szorbitol vagy 1,5 mg/ml

5-fluoroorotsav (5-FOA) komponensekkel egészitettiik ki.

Lizogén tapleves (LB): 1% (m/v) NaCl; 1% (m/v) tripton; 0,5% (m/v) ¢élesztékivonat;

taptalaj esetén 2% (m/v) agar

4.3. Felhasznalt pufferek, oldatok és reagensek

A felhasznalt vegyiiletek a VWR International Kft.-t6l szarmaztak, ettdl eltérd

esetben a gyartd/forgalmazo kiilon feltiintetésre keriilt.
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Enzimaktivitas mérésekhez, fehérje tisztitdsdhoz hasznalt oldatok

Natrium-acetat puffer (50 mM, pH 6,0). A pH beallitasahoz 96%-0s ecetsavat alkalmaztunk.
Natrium-karbonat puffer (100 mM).
1 M koncentracioji NaCl oldat.

crer

Poliakrilamid gél festéséhez hasznalt oldatok

Coomassie-kék festés:
Festéoldat: 0,0025% (m/v) Coomassie Brilliant Blue R-250; 45% (v/v) metanol; 10%
(v/v) ecetsav (96 %-os toménységii)
1. festékmentesit6 oldat: 40% (v/v) metanol, 7% (v/v) ecetsav (96%-os toménységii)
2. festékmentesitd oldat: 5% (v/v) metanol, 3% (v/v) ecetsav (96%-os toménységii)
Eziistfestés:
Fixalo6 oldat: 50% (v/v) metanol, 12% (v/v) ecetsav, 0,05% (v/v) formaldehid
Moso oldat: 20% (v/v) etanol
Erzékenyitd oldat: 0,02% (m/v) NazS;03
Fest6 oldat: 0,2% (v/v) AgNOs
El6hivo oldat: 0,0004% (m/v) Na2S203, 6% (m/v) NaCOs, 0,05% (v/v) formaldehid

Enzimaktivitas nativ gélen torténd kimutatasara hasznalt oldatok

1. oldat (50 ml végtérfogatra):
1 ml 10 mg/ml X-gal DMSO-ban oldva
49 ml natrium-acetat puffer (50 mM, pH 6,0).
2. oldat (50 ml végtérfogatra):
1 ml 12,5 mg/ml 6-bromo-2-naftil-B-D-galaktopiranozid (Sigma-Aldrich) DMSO-
ban oldva
1 ml 12,5 mg/ml Fast Red DMSO-ban oldva
48 ml natrium-acetat puffer (50 mM, pH 6,0)

Tomegspektrometria Vizsgalathoz felhasznalt oldatok

»A” mozgofazis: 5 mM ammonium-acetat 0,1% hangyasavval kiegészitve

,»B” mozgofazis: acetonitril €s 0,1% hangyasav
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Agardz gélelektroforézishez felhasznalt oldatok

Tris-ecetsav-dinatrium EDTA (TAE): 40 mM Tris-ecetsav (pH 7,6) 1 mM NaEDTA

oldatban

Etidium-bromid (Sigma-Aldrich) torzsoldat: 10 mg/ml desztillalt vizben oldva

Polietilén-glikol (PEG)-kozvetitett transzformaldshoz felhasznalt oldatok

Protoplasztal6 oldat: 10 mM natrium-foszfat puffer, 0,8 M szorbitol, 1,5% (m/v) csigaenzim
Natrium-foszfat-puffer (0,1 M): 25 mM Na2HPO4, 75 mM NaH2PO4

Szorbitol — MOPS - kalciumklorid (SMC) puffer: 50 mM CaClz, 10 mM 3-N-morfolin-
propanszulfonsav (MOPS), 0,8 M szorbitol

PEG — szorbitol — MOPS — kalciumklorid (PMC) puffer: 60% PEG 4000, 10 mM MOPS,
0,6 M szorbitol, 50 mM CacCl;

4.4. A B-galaktozidaz termelés vizsgalata szilard taptalajon

Az egyes torzsek (-galaktoziddz aktivitasat szilard taptalaj kornyezetben kivitelezett
kvalitativ kromogén tesztben vizsgaltuk. A tesztekhez kivalasztott izolatumokat eldzetesen
malétas taptalajon ndvesztettiik fel, majd sporangiospora szuszpenziét (10° db spora/ml)
készitettiink steril desztillalt viz felhasznalasaval. Az elkészitett sporaszuszpenzidobodl 20 pl
térfogatot vittlink fel egy pontban a kromogeén teszt taptalaj kdzepére. A leoltast kdvetden a
tenyészeteket a tesztelt gomba optimalis ndvekedési hémérsékletén (20, 25 vagy 37 °C-on)
10 napig inkubaltuk. Az inkubdaciods 1d6 alatt a csészéket naponta vizudlisan vizsgaltuk és a
B-galaktozidaz enzimtermelés mértékét az X-gal bontas eredményeként megjelend kék szin
intenzitasa alapjan becsliltiik. Az értékeléshez a kovetkezd kategoridkat alkalmaztuk:
halvanykék (+), vilagoskék (++), kék (+++), sotétkék (++++), mélysotétkék (+++++), NKS:

nincs kék elszinez6dés. A teszteket harom biologiai parhuzamossal végeztiik el.
4.5. Tenyésztési koriilmények az enzimtermelés vizsgalatahoz
4.5.1. Siillyesztett fermentacio (SmF)
SmF alkalmazasaval laktoz és buzakorpa enzimtermelésre gyakorolt hatasat

elemeztiik. A vizsgalathoz 30 ml térfogatu laktozt vagy laktozt és buzakorpat tartalmazo

tapoldatot allitottunk 6ssze 100 ml-es Erlenmeyer-lombikokban. A sterilizalast kovetéen a
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lombikokat 20 pl 10° spérat tartalmazo spéraszuszpenzidval oltottunk be, majd a tenyésztést
a tesztelt gomba optimalis novekedési hémérsékletén (20, 25 vagy 37 °C), a lombikokat 7
napig razatva (200 rpm) végeztiik. A tenyészetekbdl kozvetleniil a leoltast kovetden, majd a
tenyésztés 2., 4. és 7. inkubaciés napjain 1 ml térfogati mintat vettiink. A mintékat ezt
kovetden centrifugaltuk (16200 X g, 20 perc), majd a feliiluszot a B-galaktozidaz aktivitas és

fehérjekoncentraciéo mérésekig -20 °C homérsékleten taroltuk.

4.5.2. Szilard fazisa fermentacio (SSF)

Az enzimtermelést buzakorpa-alapi SSF rendszerben is megvizsgaltuk. A 250 ml
térfogati Erlenmeyer-lombikokban §sszedllitott tapkozeget a sterilizalast kdvetden 20 pl
térfogati 10° sporat tartalmazé sporaszuszpenzioval oltottuk be, majd 7 napig 20, 25 vagy
37 °C homérsékleten torténd tenyésztést végeztink. A tenyészetekbdl a folyadék
fermentacioknal tervezett napokon vettiink mintat. A mintavétel sordn a megfeleld napokon
Kivett tenyészetekre 30 ml natrium-acetat puffert (50 mM, pH 6,0) mértiink, majd 4 6ran at
4 °C-on tartottuk a lombikokat. A kivonashoz gézlapon at torténd durvasziirést végeztiink,
majd a kapott sziirletb6l 1 ml térfogatot 20 percig centrifugaltunk (16200 x g). A feliilaszot

ezt kovetden enzimaktivitas €és fehérje mennyiség mérésekig -20 °C hdmérsékleten taroltuk.

4.6. A B-galaktozidaz hidrolitikus aktivitaisinak meghatarozasa

Az enzimaktivitdas méréséhez 180 ul natrium-acetat pufferben (50 mM, pH 6,0)
higitott mintat vittiink fel mikrotiter lemez egyes mintahelyeire. A mintdkhoz ezutan 20 pl
kromogén szubsztratot adtunk. A reakcioelegyeket 30 percen at 50 °C hdémérsékleten
inkubaltuk, majd a reakciot 50 pl 100 mM tomeénységli natrium-karbonat oldattal allitottuk
le. A felszabadulé o-nitrofenol vegyiilet abszorbancidjat 420 nm hullamhosszon,
SPECTROstar Nano (BMG Labtech) mikrotiterlemez olvasoval mértiik. Az inkubacio eldtt
minden esetben hattér mérést végeztiink. Az enzimaktivitas mértékének kiszamitasahoz o-
nitrofenol vegyiiletre el6zetesen felvett kalibracios egyenest alkalmaztuk, melyhez az o-
nitrofenol oldatokat natrium-acetat pufferben (50 mM, pH 6,0) 20-200 uM koncentracioban
készitettiik eld, majd mértiik azok abszorbanciajat. Egy unit (U) az az enzimmennyiség,

amely percenként 1 umol o-nitrofenolt szabadit fel adott reakciokoriilmények kozott.
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4.7. p-Galaktozidazok részleges tisztitasa enzimatikus szintézis vizsgalatokhoz

Buzakorpa-alapt SSF 7 napos tenyészetére 30 ml natrium-acetat puffert (50 mM, pH
6,0) mértiink, majd 4 °C homérsékleten 4 oran at torténd inkubacidt kdvetden a kivonatot
gézlapon sziirtiikk. A kivonatokbdl ezutan 10 ml mennyiséget Bio-Gel P6 oszlopon (1-6 kDa;
50 mL; Bio-Rad) somentesitettiink, mely soran az alacsony molekulatomegii cukor és mas
kisebb molekuldkat is eltavolitottuk a kivonatbol. Az oszlopot eldzetesen natrium-acetat
pufferrel (50 mM, pH 6,0) ekvilibraltuk, majd a mintat ugyancsak natrium-acetat pufferrel
(50 mM, pH 6,0) 9 ml/perc atfolyasi sebesség mellett elualtuk. Ezutan B-galaktozidaz
aktivitast mérést végeztiink a gyljtott frakcidkban, melyek koziil az aktiv mintakat

felhasznalasig -20 °C homérsékleten taroltuk.

4.8. Enzimatikus szintézis vizsgalatok

Az egyes enzimek altal katalizalt oligoszacharid szintézist natrium-acetat pufferben
(50 mM, pH 6,0), 2 ml végtérfogatban 0Osszedllitott reakcidelegyekkel vizsgaltuk. A
reakciodelegyek i) 15% (m/v) laktoz, ii) 10% (m/v) sovany tejpor (48% m/m laktoz tartalom,
Sigma-Aldrich), iii) 10% (m/v) laktéz + 10% (m/v) fruktéz vagy iv) 90 mM oNPG + 10%
(m/v) szukréz kiindulasi szubsztratokat tartalmaztak. A kiindulasi reakcidelegyben jelen
levé szubsztrat koncentracio oligoszacharid szintézisre gyakorolt hatasat 20% (m/v) laktozt
¢és fruktozt tartalmazd reakcidelegyekben vizsgaltuk. Az elegyek Osszeallitasat kovetden
2400 U mennyiségli nyers (részlegesen tisztitott) P-galaktozidaz enzimet adtunk a
rendszerhez, melyet ezutan folyamatos razatas mellett (200 rpm) 50 °C hdmérsékleten 12
oran at inkubaltunk. Kontroll mintaként enzimet nem tartalmazé elegyet alkalmaztunk az
egyes reakcio kondiciokbol. A reakcid leallitasahoz az elegyeket 5 percig forrasban 1€vo
vizben tartottuk. Ezutan a mintakat szobahémérsékleten hagytuk lehiilni, majd az egyes
szintetizalt szacharidok analitikai meghatarozasaig, illetve probiotikumok ndvekedésére
gyakorolt hatas tesztekig -20 °C-on taroltuk. Az egyes teszteket harom bioldgiai
parhuzamossal végeztiik. Az oligoszacharid hozamot a kdvetkezd egyenlettel szamitottuk
Ki:

Oligoszacharid hozam (%) = C,/C, % 100,

ahol a Co a kiindulasi szubsztratok (azaz laktdz, tejsavopor laktoz tartalma vagy

crer
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4.9. Szénhidratok tomegspektrometriai vizsgalata

A mintdk szénhidrattartalmanak nagyhatékonysagi folyadékkromatografiaval
kapcsolt tandem tomegspektrometria (HPLC-MS/MS) vizsgalatat H-ESI ionforrassal
felszerelt TSQ Quantum Access harmas kvadrupdl tomegspektrométerrel (Thermo Fisher
Scientific) és Nexera XR nagyhatékonysagt folyadékkromatograffal (Shimadzu) végeztiik.
A folyadékkromatografias elvalasztas SeQuant ZIC-HILIC (20 x 2,1 mm) védékolonnaval
felszerelt SeQuant ZIC-HILIC (3,5 um, 150 x 2,1 mm; Merck) oszlopon, 25 °C hémérséklet
mellett tortént. A vizsgalatban kétféle mozgofazist alkalmaztunk: az ,,A” mozgofazis 5 mM
ammonium-acetat 0,1% hangyasavval kiegészitve, mig a ,,B” mozg6fazis acetonitrilbdl és
0,1% hangyasavbol tevédott ssze. A gradiens eluciot a kovetkezOképpen végeztiik: 0 perc,
80% B; 0,5 perc, 80% B; 8,5 perc, 40% B; 10,5 perc, 40% B; 11 perc, 80% B; 20 perc, 80%
B. A mozgofazis aramlasi sebességét 200 ul/perc értéken tartottuk, az injekciods térfogat 5
ul volt.

Az A4ltalanos tomegspektrometrias feltételek a kovetkezdk voltak: ionforras
fesziiltsége, 4500 V; porlasztas hdmérséklet, 50 °C; kdpenygaz (nitrogén) nyomas, 50 psi;
segédgdz (nitrogén) aramlas, 10 tetszéleges egység; iontranszfer kapillaris hdmérséklet, 200
°C; Utkozési gaz (argon) nyomas, 1,5 mTorr. Az elektroporlasztasos ionizaciot negativ
tizemmodban mikodtettiik. A szénhidratok tomegspektrometriai kimutatasat kivalasztott
reakcio figyel6 (SRM) modban végeztiik. A mono-, di-, tri- és tetraszacharidokra vonatkozo
SRM atmenetek 226,0 > 180,3, 387,5 > 180,19, 549,2 > 180,2 és 711,2 > 383,5 voltak. Az
adatokat az Xcalibur™ (2.2.1. verzid) és Trace Finder (3.3. verzio) (Thermo Fisher
Scientific) szoftverekkel dolgoztuk fel. A reakcidelegyekben talalhatdo egyedi
cukorvegyiiletek vizsgalatdhoz szénhidrat standardokat (glikoéz, fruktoz, galaktoz,

szacharodz, laktoz, laktuloz, raffindz, 1-kesztoz és nisztoz; Sigma-Aldrich) hasznaltunk.

4.10. Probiotikumok novekedésére gyakorolt hatas tesztelése

Az oligoszacharid-dusitott mintak kivalasztott probiotikumok (lasd 4.1. fejezet)
novekedésére gyakorolt hatasat folyadék tenyészetben vizsgaltuk. A novekedési tapkozeg 4
ml 1% (m/v) sovany tejport, 900 pl desztillalt vizet és 100 ul reakcidelegyet tartalmazott. A
félkémcesOben eldkészitett tapoldatot 100 ul MRS taplevesben elkészitett friss probiotikum
szuszpenzioval oltottuk be. A kontroll tenyészeteket 5 ml 1% (m/v) sovany tejpor és 100 pl

probiotikum szuszpenzi6 (kontroll 1), vagy 4 ml 1% (m/v) sovany tejpor, 900 pl desztillalt

28



viz, 100 pl enzimmentes reakcidelegy és 100 pl probiotikum szuszpenzid (kontroll 2)
felhasznalasaval készitettiik el. A tenyészeteket ezutan oxigénhianyos kornyezetben 37 °C
hémérsékleten 24 6ran at neveltiik. Ezt kovetden az egyes tenyészetekbdl 10 ul térfogatot
MRS agar feliiletére oltottunk egyenld tavolsagban. Szaradéas utan a csészéket anaerob
tenyésztéedénybe helyeztiik (Anaerocult C, Merck), majd 37 °C homérsékleten 48 oran at
inkubaltuk. A telepeket megszamoltuk, majd a telepképzd egységet (CFU) a

kovetkezOképpen hataroztuk meg:

CFU/ml = A x 10™ x 100,

ahol A a probiotikum telepek szamat, mig n a higitas mértékét jelenti. Minden tesztelt

mintara harom biologiai parhuzamos rendszert allitottunk elo.

4.11. B-Galaktozidazok nagy-léptékii tisztitasa

A B-galaktoziddz termelés indukéalasahoz btzakorpa-alapi SSF tenyésztési
koriilményt alkalmaztunk. Otszaz ml térfogatii Erlenmeyer-lombikokba 25 g btizakorpa és
5 g szojaliszt keverékét tettiik, majd minden lombikot 25 ml &svanyis6é oldattal
nedvesitettiink. A lombikokat 500 pl 10° sejt/ml koncentraciora higitott sporaszuszpenziéval
oltottuk be. A harom parhuzamos rendszerben Gsszeallitott tenyészeteket 7 napon keresztiil
az izolatumoknak megfeleld novekedési hOmérsékleten inkubdltuk. A tenyészetekre
kétnaponta 5 ml desztillalt vizet mértiink. Az inkubacio utan 150 ml natrium-acetat puffert
(50 mM, pH 6,0) mértiink a tenyészetekre, majd a puffer-fermentum homogenizalasat
kovetden 4 oran at 4 °C-on allni hagytuk a lombikokat. Az inkubalasi id6 lejarta utan steril
gézlapon durvasziirést végeztiink, majd centrifugaltuk (5040 x g, 15 perc, 4 °C) a kivonatot.
A centrifugalast kovetéen 2 ml mintat vettiink a kivonatbdol. A nyers kivonatban ezutan
tobblépcsos kisozast (50%, 65% és 85%) végeztiink ammonium-szulfat oldatba vitelével, a
kivonatot végig jeges vizfiirdében tartva. A so teljes feloldodasa utan az oldatokat 4 o6ran at
4 °C hdmérsékleten allni hagytuk. Az ammonium-szulfat pontos mennyiségének kiszdmitasa
az  EnCor  Biotechnology Inc.  ammonium-szulfat  kalkuldtoraval  tortént
(https://www.encorbio.com/protocols/AM-SO4.htm, elérhetd: 2023.08.24.). A frakcionalt
kis6zas egyes 1épései kozott centrifugalassal (5040 x g, 15 perc, 4 °C) tavolitottuk el a
kicsapodott fehérjéket az oldatbol, melyet ezutan a lehetd legkisebb térfogat natrium-acetat
pufferben (50 mM, pH 6,0) vettiink fel. A kisozast kovetéen a tomény enzimkivonatokat

gélsziiréssel tisztitottuk (Bio-Gel P-6 Desalting Cartridge, Bio-Rad), eltavolitva a
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csapadékban esetlegesen jelen 1év0 szennyezddéseket és sokat. Az oszlopot eldzetesen
natrium-acetat pufferrel (50 mM, pH 6,0) mostuk, majd ugyanezzel a pufferrel 9 ml/perc
aramlasi sebesség mellett elualtunk. Ezt kovetden a somentes frakciokat eldzetesen natrium-
acetat pufferrel (50 mM, pH 6,0) atmosott anioncserélé oszlopra (Macro-Prep High Q, 12,6
x 40 mm, Bio-Rad) vittiik fel. A felkotott enzimfehérjéket 2 ml/perc aramlasi sebességgel,
0-1 M NacCl és natrium-acetat puffer (50 mM, pH 6,0) linearis gradiensében elualtuk. A
tisztitas utolsé 1épésében Sephacryl S-200HR oszlopot (GE Healthcare, 16 x 60 mm, 5-250
kDa) alkalmaztunk. Az oszlopot elézetesen 0,15 M NaCl tartalmu natrium-acetat pufferrel
(50 mM, pH 6,0) mostuk, majd a mintafelvitelt kdvetden 0,8 ml/perc aramlési sebességgel
ugyanezen pufferrel végeztilk az eluciot. A tisztitdsi folyamat sordn minden 1épés utan
meghataroztuk az egyes frakciok P-galaktozidaz aktivitasat a 4.6. fejezetben ismertetett

moddszernek megfeleléen ONPG szubsztrattal.

4.12. Fehérjekoncentracio meghatarozas

A fermentlevek, nyers kivonatok és a tisztitasi 1épések utdn kapott frakciok

crer

crer

felhasznalasaval tortént.

4.13. Denatural6 gélelektroforézis

A fehérjék natrium-lauril-szulfat poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE)
torténd elvalasztasat vertikalis futtato kadban (Mini-PROTEAN Tetra System, Bio-Rad)
elhelyezett 12%-os poliakrilamid gélen (Mini-PROTEAN TGX, Bio-Rad) végeztiik,
NUPAGE 2-N-morfolin-etanszulfonsav (MES) natrium-lauril-szulfat (SDS) futtaté puffer
(20x, Life Technologies) felhasznalasaval. A részleges tisztitast kovetden a fehérjemintazat
lathatova tételéhez a gélt Coomassie Brilliant Blue R-250 festd oldatban egy oran at razattuk
(65 rpm), ezutan egy desztillalt vizes oblitést kovetden az 1. festékmentesit oldatban, majd
a 2. festékmentesitd oldatban mostuk 2x30 percig. A megfestett gélt 2. fest€¢kmentesitd
oldatban taroltuk 4 °C-on.

A PB-galaktozidazok nagy-léptékli tisztitdsa utdn az enzimfehérjék tisztulasanak

nyomon kdvetését ezlistfestés modszer alkalmazasaval végeztiik. Az elvalasztast kovetden

30



a gélt fixalo oldatban inkubéltuk két oran at, majd a fixdlo oldat eltavolitasa céljabol
haromszor 20 percig 20%-os etanollal dblitettiik. Ezt kovetéen érzékenyitd oldatban (0,02%
natrium-tioszulfat) inkubaltuk a gélt két percig, majd tobbszori desztillalt vizes mosast
végeztiink. Ezutdn eziist-nitrat oldatban (0,2% AgNO3) 20 percig festettiik a gélt, majd ismét
desztillalt vizes mosast végeztiink. Végiil a gélt elohivo oldattal mostuk a megfeleld festddés

eléréséig. Az eldhivast 96%-os ecetsavval allitottuk le.

4.14. Zimogram analizis

A tisztitott  enzimfehérjék  zimografiai vizsgdlatat nativ  poliakrilamid
gélelektroforézissel (nativ-PAGE) végeztiik. A fehérjék elvalasztasahoz vertikalis futtatd
kadban (Mini-PROTEAN Tetra System, Bio-Rad) elhelyezett 4-15%-os poliakrilamid gélt
(Mini-PROTEAN TGX, Bio-Rad) alkalmaztunk. Futtat6 pufferként 10x Trisz-glicin puffert
(Bio-Rad) hasznaltunk. Ezt kdvetéen a gélt 4 °C-os natrium-acetat pufferben (50 mM, pH
6,0) mostuk 65 rpm fordulaton razatva. A tisztitott enzimek gélen torténé elvalasztasa utan,
azok aktivitasat kétféle modszerrel vizsgaltuk meg. Az elsd esetben X-gal tartalmu oldattal
kezeltik (1. oldat, lasd 4.3. fejezet), emellett parhuzamosan egy masik oldatot is
Osszeallitottunk, mely 6-bromo-2-naftil-p-D-galaktopiranozid és Fast Red kromogén
szubsztratokat tartalmazott (2. oldat, lasd 4.3. fejezet). A géleket a 30 perces mosasi 1épés
utan 50 °C-os inkubatorban 45 percen keresztiil inkubdltuk, figyelve az enzimek
aktivitasabol adodo szinreakciot és annak mértékét. A fehérjemintazat kimutatdsahoz

Comassie Brilliant Blue R-250 festdoldatot alkalmaztunk.

4.15. A tisztitott enzimek biokémiai jellemzdinek meghatarozasa

4.15.1. Altalanos reakciéfeltételek

A tisztitott B-galaktoziddzok biokémiai jellemzéséhez az utolso tisztitasi 1épés utan
kapott legnagyobb enzimaktivitast mutat6 frakciokat hasznaltuk fel. Az enzimaktivitasok
meghatarozasdhoz ONPG szubsztratot alkalmaztunk 0,7 mM végkoncentracioban. A
reakcioelegyeket mikrotiterlemez mintahelyeiben Allitottuk Gssze, az inkubéciot,
amennyiben a kisérlet nem kivanta masként, 50 °C hémérsékleten végeztiik. A reakciot
natrium-karbonat (100 mM) oldattal allitottuk le, majd a felszabaduldé o-nitrofenol

mennyiségét 420 nm hullamhosszon mértiik (SPECTROstar Nano mikrotiterlemez olvaso,
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BMG Labtech). A vizsgalatokhoz 16441,8 pmol/ml/perc L. ramosa és 181320,6
umol/ml/perc aktivitasu R. pusillus enzimkivonatokat hasznaltunk. Minden esetben kettd

parhuzamos mérést végeztiink, majd az adatok atlagait abrazoltuk.

4.15.2. Homérséklet optimum és tolerancia

A B-galaktozidaz aktivitasok hdmérséklet optimumanak és stabilitasanak vizsgalatat
20 és 80 °C kozotti homérsékleti tartomanyon végeztiik. Az enzimaktivitds homérsékleti
optimumanak meghatarozasahoz a standard reakcioelegyet (lasd 4.6. fejezet) 20, 30, 40, 50,
60, 70 vagy 80 °C hdmérsékleten inkubaltuk 30 percig. A hémérséklet stabilitas vizsgalata
soran 180 pl enzimkivonatot 4 dran keresztiil inkubaltunk 20, 30, 40, 50, 60, 70 vagy 80 °C
hémérsékleten, majd 20 ul ONPG szubsztrat hozzaadasat kovetéen tovabbi 30 percig a B-
galaktoziddz aktivitdsdnak optimalis hémérsékletén inkubdltuk a reakcidelegyet. Az

inkubaciot kovetden abszorbanciat mértink 420 nm hullamhosszon.

4.15.3. pH optimum és tolerancia

Az enzimaktivitas pH optimumanak meghatarozasakor 40 ul enzimkivonatot és 360
ul adott pH-ju Mcllvaine puffer oldatot (pH 2,2-8,0; Mcllvaine, 1921) mértiink Gssze. Az
elegyb6l 180 pl mennyiséget mikrotiterlemez mintahelyére vittiink fel, majd oNPG
szubsztrat hozzaadasat kovetden 30 percig 50 °C hdmeérsékleten inkubaltuk a reakcidelegyet.
Ezt kovetden 420 nm hullamhosszon elvégeztiik a felszabaduld o-nitrofenol fotometrias
meéréset.

A pH stabilitds vizsgalatdhoz szintén 40 pl enzimkivonatot €s 360 pl adott pH-ja
Mcllvaine-féle pufferoldatot (pH 2,2-8,0) mértiink 6ssze. Ezutan a mintakat 24 oraig 4 °C
homérsékleten tartottuk, majd bel6liik 180 pl mennyiséget mikrotiterlemez mintahelyeire
vittlink. Hisz pl oNPG szubsztrat hozzaadasat kovetden 30 perces 50 °C hdmérsékleten

torténo inkubacidt végeztiink, majd abszorbanciat mértiink 420 nm hullamhosszon.

4.15.4. Szubsztratspecificitas vizsgalat

A tisztitott enzim szubsztratspecifitisanak vizsgalatahoz oNPG, p-nitrofenil-p-D-
galaktopiranozid (PNPG), p-nitrofenil-a-D-galaktopiranozid, p-nitrofenil-p-D-
gliikopiranozid, o-nitrofenil-B-D-gliikopiranozid, p-nitrofenil-a-D-gliikkopiranozid, p-
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nitrofenil-p-D-cellobiozid,  p-nitrofenil-a-D-mannopiranozid  és  p-nitrofenil-p-D-
formajaban, natrium-acetat pufferben (50 mM, pH 6,0) feloldva. A méréshez 90 pl
enzimkivonatot vittiink fel mikrotiterlemez mintahelyeire, melyhez 10 ul szubsztrat oldatot
adtunk hozza. Ezutdn a reakcidelegyet 50 °C homérsékleten inkubaltuk 30 percig, majd
abszorbanciat mértiink 420 nm hulldmhosszon. Az egyes kromogén szubsztratokkal kapott

optikai denzitas adatokat pNPG szubsztrattal mért értékekkel hasonlitottuk 6ssze.

4.16. p-Galaktozidaz-kodolo gének vizsgalatahoz alkalmazott méodszerek

4.16.1. Genomi DNS kinyerése gombasejtekbdl

A kisérletek soran alkalmazott L. ramosa SZMC 11360 genomi DNS-ének
izolalasahoz ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrepTM (Zymo Research) kit-et hasznaltunk a

gyart6 utasitdsainak megfelelden.

4.16.2. Agaroz gélelektroforézis

Az RNS és DNS fragmentek szeparalasat és ellendrzését agaroz gélelektroforézis
segitségével végeztilk. A mintankhoz mintafelvivé puffert (6x LD puffer, Thermo Fisher
Scientific) adtunk, majd 0,8% (m/v)-0s agar6z (Lonza) gélen, 80-110 V-os fesziiltségen kb.
1-2,5 o6ran keresztiil futtattuk. Az agar6z gél elkészitéséhez és futtatd pufferként is TAE
puffert hasznaltunk. A fragmentumok lathatéva tételéhez etidium-bromidos (0,5 pg/ml,
Sigma-Aldrich) festést alkalmazunk. A fragmentumok méretének meghatarozasahoz 1 kb-

os molekulasuly markert (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk.
4.16.3. DNS visszanyerése agaroz gélbél

A gélelektroforézist kovetden a DNS-t tartalmazo savokat UV fénnyel tettiik
lathatova és steril szike segitségével kivagtuk a 0,8% (m/v) agar6zt (Lonza) tartalmazo

gélbdl. A DNS-t ezt kovetden Zymoclean Large Fragment DNA Recovery Kit (Zymo

Research) segitségével nyertiik vissza az agar6z gélbol, a gyarto utasitasainak megfelelden.
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4.16.4. RNS tisztitas gombasejtekbdl

Gombasejtekbdl torténd RNS tisztitashoz Quick-RNA MiniPrep Kit-et (Zymo
Research) hasznaltunk a gyart6 utasitdsainak megfelelden. Az izolalt RNS mennyiségét
NanoDrop spektofotométer (ND-1000 Spectophotometer, Thermo Fisher Scientific)

segitségével hataroztuk meg.

4.16.5. ¢cDNS szintézis (reverz transzkripcio)

DNaz kezelt RNS mintakbol a reverz transzkripciot Maxima H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztiik el a gyarto utasitasai
szerint. Egy reakciohoz 0,25 pl oligo(dT)18 és 0,25 pl random hexamer (10 pM)

inditdszekvencidkat hasznaltunk fel.

4.16.6. Alkalmazott PCR technikak és reakciokoriilmények

Kisérleteink soran kiilonb6z6 PCR technikdkat alkalmaztunk. A reakciokat T3
Thermocycler (Biometra) késziilékben végeztiik, a kvantitativ valos idejit PCR (qPCR)
esetében C1000 Thermal Cycler késziiléket és CFX96 Real-Time System (Bio-Rad)
detektalo rendszert hasznaltunk.

A B-galaktozidazt kodold gének felszaporitasahoz hasznalt reakciokoriilmények

A gének genomi DNS-b6I torténd felszaporitasahoz Phusion Flash High-Fidelity
Master Mixet (Thermo Fisher Scientific) hasznaltuk a gyarto ajanlasa szerint.

A reakciokat 25 pl végtérfogatban mértiik 6ssze a kovetkezok szerint:

20-50 ng genomi DNS

0,4-0,4 uM specifikus inditészekvencia (Fiiggelék, F2. tablazat)

1X Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix

A felszaporitas koriilményei a kovetkezok voltak:

95°C 10 masodperc elédenaturalas

95 °C 1 masodperc denaturalas

58 °C 5 masodperc inditészekvencia kotddés
72°C 1 perc 45 masodperc lancszintézis

72 °C 1 perc veégso lancszintézis
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A B-galaktozidaz gének cDNS-bsI vald felszaporitasahoz hasznalt reakcidkoriilmények

A reverz transzkripciot kdvetden a gének teljes CDNS-bdl torténd felszaporitasahoz
Phusion Flash High-Fidelity Master Mixet (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk a gyarto
ajanlasai szerint.

A reakciokat 25 pl végtérfogatban mértiik 6ssze a kovetkezok szerint:

20-50 ng cDNS (reverz transzkripciot kovetden)

0,4-0,4 uM specifikus inditészekvencia (Fiiggelék, F2. tablazat)

1X Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix

A felszaporitas koriilményei a kdvetkezok voltak:

95 °C 10 masodperc elédenaturalas

95 °C 1 mésodperc denaturalés

55°C 5 masodperc inditoszekvencia kotddés
72°C 1 perc 30 masodperc lancszintézis

72 °C 1 perc végso lancszintézis

Reverz transzkripcid kapcsolt kvantitativ valds ideji PCR (RT-0PCR) reakciok a

transzkripcids szintek meghatarozasahoz

A méréseket a Lichtheimia telepekbdl izolalt RNS-rél reverz transzkripcioval
eléallitott cDNS-bol végeztiikk el CFX96 Real Time System (Bio-Rad) berendezés és 2x
Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) segitségével. A reakcio
elsé 1épése egy 95 °C-os, 3 perces elddenaturacio, majd ezt koveti 40 ciklus az alabbi
paraméterekkel: 95 °C, 1 perc; 60 °C, 30 s; 72 °C, 30 s. Az igy kapott eredményeket a 2" 44Ct
modszer segitségével értékeltiik ki (Livak és Schmittgen, 2001). Bels6 kontrollként a L.
ramosa aktin (ACT) génjét hasznaltuk. Minden mérés legalabb harom technikai és két
biologiai parhuzamossal tortént. A reakciokban hasznalt inditdszekvencidk listdjat a
Fliggelék, F2. tablazat tartalmazza. A reakciok 6sszeallitasa 20 pl végtérfogatban tortént 96

lyukt mikrotiter lemezeken:
200-250 ng cDNS

10 uM - 10 uM specifikus inditoszekvencia (Fliggelék, F2. tablazat)
1x Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific)
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4.16.7. A L. ramosa pyrG gén elrontasahoz hasznalt RNS molekulak

A protospacer szekvenciakkal kolcsonhatdo Alt-R CRISPR RNS (crRNS) és Alt-R
CRISPR-Cas9 transzaktivald crRNS (tracrRNS) molekuldkat kereskedelmi forgalombol
(Integrated DNA Technologies) szereztikk be. A crRNS:tracrRNS duplexek (gRNS)
létrehozasdhoz a Nuclease-Free Duplex Buffer-t (Integrated DNA Technologies)
hasznaltuk, a gyarto utasitasainak megfeleléen. A pyrG (orotidin-5-foszfat dekarboxilaz)

gén diszrupcidjdhoz hasznalt protospacer szekvencia a kovetkezd volt: 5’
GCACGACTTTATGATTTTCG 3°.

4.16.8. PEG-medialt protoplaszt transzformacio

Az altalunk alkalmazott modszer a van Heeswijck és Roncero (1984) altal leirt PEG-
medialt transzformacion alapult. A L. ramosa SZMC 11360 térzs malétas taptalajon, 4-5
napon keresztiil, fényben nevelt tenyészetérdl steril desztillalt vizzel lemostuk a
sporangiosporakat, majd a tomény spdraszuszpenzidbol oltétiivel, celofankoronggal fedett
YEG taptalajra oltottunk. A tenyészeteket 37 °C-on, 16 6ran keresztiil neveltiik, majd a
micéliumkorongokat  protoplasztdlo  oldatba helyeztik és 3  ordn  keresztiil,
szobahdmérsékleten rdzatva inkubdltuk (50-60 rpm). A sejtfal oldasdhoz sajat készités,
éticsiga (Helix pomatia) gyomorbol preparalt litikus emésztéenzimet hasznaltunk. SMC
pufferrel atmosva a micéliumkorongokat a protoplasztokat tolcsérbe helyezett gézen
keresztiil sterilen atszlirtilk. A centrifugalassal (2162 x g, 10 perc, 4 °C) Osszegytijtott
protoplasztokat 5 ml SMC pufferrel mostuk, majd ujabb centrifugalas utan 250 ul SMC
pufferben szuszpendaltuk.

A 250 pl SMC pufferbe felvett protoplasztokhoz a pyrG génre specifikus 10 uM
gRNS-t, 10 uM Cas9 endonukleazt és 20 ul PMC puffert adtunk. Ezutan a mintakat fél 6ran
keresztiil jégen inkubaltuk. Az inkubalast kovetden a mintdkhoz tovabbi 2,5 ml PMC puffert
adtunk, majd 25 percig szobahémérsékleten inkubaltuk, és 25 ml SMC pufferrel higitva
centrifugaltuk (2162 x g, 10 perc, 4 °C). Hasz ml SMC pufferrel mostuk a sejteket, majd
centrifugalasi 1€pést (2162 x g, 10 perc, 4 °C) kovetden 200 ul SMC-ben szuszpendaltuk a
kiiilepitett sejteket, és szorbitollal (0,8 M) kiegészitett YNB csészékre szélesztettiik
(kiegészitve 0,05% uracillal és 1,5 mg/ml 5-FOA-val). A csészéket 4-10 napig 37 °C-on, a

transzformans telepek megjelenéséig inkubaltuk.
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4.16.9. Génklonozas soran alkalmazott médszerek, vektorkonstrukciok létrehozasa

Restrikcids emésztések, ligdlas

A restrikcios emésztéseket, ligalasokat az altalanosan hasznalt modszerek szerint
végeztiikk (Sambrook és mtsai., 1989) kovetve a gyartok utasitasait, valamint optimalizalva
az adott kisérleti koriilményekhez. A DNS fragmentumokat a CloneJet PCR Cloning Kit
csomagban talalhato pJET1.2 (Thermo Fisher Scientific) klonozo6 vektorba épitettiik a gyartd

utasitasait kovetve.

Plazmid DNS tisztitas

A plazmid DNS tisztitishoz ZymoPURE Plasmid Miniprep Kitet (Zymo Research)

hasznaltunk a gyart6 utasitdsainak megfelelden.

4.16.10. Baktérium transzformacio

A baktérium transzformaciohoz Zymo Research Mix & Go Escherichia coli DH5a.
(Zymo Research) kompetens sejtet hasznaltunk a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A
transzformaciot kovetden a baktériumokat ampicillin tartalmt (100 pg/ml) LB taptalajra

szélesztettiik. A Petri-csészéket 16 oran keresztil 37 °C-on inkubaltuk.

4.16.11. In silico elemzések

A vizsgalt DNS fragmentumok szekvenalasat az LGC Genomics vallalat végezte. A
DNS szekvenciak ellendrzése a BioEdit (7.2.5 verzid) program (Hall, 1999) segitségével
tortént, mig a nukleotid szekvencidk analizisét a Nemzeti Biotechnologiai Informacios
Kozpont (NCBI) adatbazis (NCBI) szekvencia-hasonlosag keresd6 programcsomag
(BLAST) hasznalataval végeztiik (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A feltételezett -
galaktoziddz fehérjék szekvencidjanak elemzéséhez a Swiss Expasy Server
(http://www.expasy.ch) programjait hasznaltuk (Hulo és mtsai., 2008). A molekulatomegek
és izolektromos pont meghatarozasahoz a ProtParam (Gasteiger és mtsai., 2005), a
transzmembran domének kereséséhez pedig a HMMTOP (Tusnady és Simon, 2001) és
TMPred (Hofmann és Stoffel, 1993) programokat alkalmaztuk. A fehérjékben talalhatod
motivumok ¢és domének keresését a Motif Scan (MyHits) program (Pagni és mtsai., 2004)

segitségével végeztiik. A B-galaktozidaz fehérjék hosszat a Peptide Properties Calculator
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(http://biotools.nubic.northwestern.edu/proteincalc.html)  és  szignadl  szekvencidinak

jelenlétét a SignalP 4.1 Server (Nielsen, 2017) segitségével hataroztuk meg.

4.17. Statisztikai vizsgalatok

Amennyiben masként nem jeloltiik, az eredményeket legalabb kettd bioldgiai €s
harom technikai parhuzamos kisérletbdl nyert adatok felhasznalasaval szamitottuk ki. A
szignifikancia vizsgalatokat egyutas ANOVA analizist kovetd Tukey-féle tobbszords
Osszehasonlitas vagy parositott t-teszt tesztekkel, GraphPad Prism 7.00 szoftver (GraphPad
Software Inc.) alkalmazasaval végeztiik. Statisztikailag jelentdés eltérésnek a kisebb, mint
0,05 p érték esetén kapott eredményeket tekintettiikk. Az oligoszacharid koncentracio6 és a
probiotikum ndvekedést-tdmogatd aktivitds Osszefiiggésének vizsgalatahoz Microsoft 365

Excel szoftverrel végzett Pearson korrelacids tesztet alkalmaztunk.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. A B-galaktozidaz aktivitas vizsgalata kromogén agaron

A Szeged Mikrobiologiai Gyijteményben rendelkezésre allo Lichtheimia,
Mortierella, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus és Umbelopsis jaromsporas gomba
gyljteménybdl 99 izolatumot valasztottunk ki a tesztekhez. Az X-gal tartalmu taptalajon
torténd tenyésztés soran az enzimet termeld fajok telepei koriil kékeszold szin jelent meg,
mely az enzim kromogén szubsztratra gyakorolt hidrolitikus hatdsanak koszonheto.

A tesztelt gombaknak eltér6 volt a B-galaktozidaz termeld képességiik, és az egyes
nemzetségek tagjainak enzimaktivitisa kozott is 1ényeges kiilonbségek mutatkoztak. A
vizsgalt gombatorzsek koziil dsszesen 66 izolatumnal tapasztaltunk kék elszinezddést a
kromogén agaron. A legjobb enzimtermel$ torzsek a Lichtheimia, Rhizomucor és
Umbelopsis nemzetség tagjai koziil keriiltek ki (Fiiggelék, F1. tablazat). A Mortierella,
Mucor és Rhizopus nemzetségek izolatumainak kisebb hanyada mutatott erds kék
elszinez6dést. Ezek koziil a Mortierella echinosphaera SZMC 11251, a Mortierella
globulifera SZMC 11209, a Mucor plumbeus SZMC 12023, a Mucor circinelloides SZMC
12028 ¢és az Osszes vizsgalt Rhizopus microsporus torzs bizonyult kiemelkedd
enzimtermelSnek (Fiiggelék, F1. tablazat). FErdemes megemliteni, hogy eldzetes
vizsgalatokban az M. echinosphaera SZMC 11251 torzs kivalo termel6je volt atészterezd
aktivitassal bird lipaz enzimnek is (Kotogan és mtsai., 2018). A lipaz és P-galaktozidaz
enzimek egyiittes alkalmazasa megfeleld koriilményen cukor-laktat kopolimer bioldgiai
anyagok képzdédését eredményezheti (Jia és Wang, 2007). A folyamatot kiilondsen
gazdasagossa teheti az egy organizmus altal termelt két enzim alkalmazasanak lehetsége
IS.

Legjobb B-galaktozidaz termeldként a kovetkezd jaromsporas gombatorzseket
azonositottuk: Lichtheimia ramosa SZMC 11360, Lichtheimia corymbifera SZMC 11361,
Lichtheimia hyalospora SZMC 11364, Rhizomucor miehei SZMC 11005, R. miehei SZMC
11014, Rhizomucor pusillus SZMC 11025, Rhizopus microsporus var. oligosporus SZMC
13619, M. echinosphaera SZMC 11251, Umbelopsis longicollis SZMC 11208 ¢és
Umbelopsis ramanniana var. angulispora SZMC 11234 (4. tablazat).
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4. tablazat. Az X-gal tartalmu tapkozegen legjobb B-galaktozidaz termeldként azonositott jaromsporas gomba izolatumok enzimaktivitasa, a tenyésztés
hémérséklete és az egyes torzsek eredete. A kapott kék szin intenzitas egyenesen aranyos a torzsek -galaktozidaz aktivitasaval.

B-Galaktozidaz aktivitas *

Torzs t(inkubéacidé)/nap Hoémérséklet (°C) Izol4las helye
1 2 4 6 8 10
Llcgtzh&glilrgg)osa +++ +++++ A A A 37 talaj / ismeretlen
LlchthSeZn;r\l/:?:clolrg(smlblfera ++ ++++ ++++ +++++ 37 talaj / Afganisztan
LIChtg?ﬂg’ ;1)1/2|6C118p0ra ++ ++++ ++++ +++++ +++++ +++++ 37 Manihot esculenta szar / Ghana
Rhg;mgolrlggghe' ++ +++ ++++ ++++ ++++ +++++ 37 borsmenta / India
Rhizomucor miehei .
SZMC 11014 ++ ++++ +++++ A A 37 komposzt / Svajc
Rhizomucor pusillus o . P
SZMC 11025 + +++ +++ ++++ ++++ +++++ 37 6szi falevél / Kalifornia, USA
Rhizopus microsporus
var. oligosporus NKS + +++ ++++ +H+t et 37 tempeh / Indonézia
SZMC 13619
Mortierella
echinosphaera + + +++ ++++ ++++ et 20 begénia / Hollandia
SZMC 11251
UmngZOI&SCI:S Jig%lgollls + +++ ++++ +4++++ e+ 25 talaj / Ausztralia
Umbelopsis ramanniana
var angulispora + +++ +++++ et bR bt 25 ismeretlen / Oroszorszag

SZMC 11234

Lhalvanykeék (+), vilagoskék (++), kék (+++), sotétkék (++++), mélysotétkék (+++++), NKS: nincs kék elszinez6dés
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Tobbségiiknél mar az inkubacids idé korai fazisaban tapasztaltunk kékeszold
szinreakciot a telepek koriil (3. abra). A R. miehei SZMC 11014 izolatum esetében példaul
a tobbi vizsgalt gombaval dsszehasonlitva erdsebb kék elszinezddést tapasztaltunk mar egy
nap inkubacidt kovetden is. Ugyanakkor minden jO termeldnek azonositott torzs az
inkubacio elérehaladtaval erés kék elszinez6dést mutatott a kromogén lemezen (4. tablazat),

az inkubdcid 10. napjan mutatva legnagyobb intenzitast (3. abra).

Hatulnézet EléInézet EléInézet

Hatulnézet

3. abra. L. corymbifera SZMC 11361 (A), L. hyalospora SZMC 11364 (B), L. ramosa SZMC

11360 (C), M. echinosphaera SZMC 11251 (D), R. miehei SZMC 11005 (E), R. miehei SZMC

11014 (F), R. pusillus SZMC 11025 (G), R. microsporus var. oligosporus SZMC 13619 (H), U.

longicollis SZMC 11028 (I) ¢s U. ramanniana var. angulispora SZMC 11234 (J) telepek X-gal
tartalmu taptalajon vald 10 napos tenyésztést kovetden.

A Rhizopus, Rhizomucor és Mucor nemzetségek kozott mar azonositottak néhany, -
galaktozidazt hatékonyan termeld torzset (Ismail és mtsai., 1997; Vishwanataha és mtsai.,
2012; Silvério és mtsai., 2018), ugyanakkor a Lichtheimia, Mortierella és Umbelopsis
fajokra vonatkoz6an nem all rendelkezésiinkre elézetes adat. Fonalas gombéakban ezen kiviil
Aspergillus, Penicillium és Trichoderma fajok [-galaktozidaz termelését vizsgaltak

részletesen, mely kutatdsokban szamos aktiv izoldtumot azonositottak (Silvério és mtsai.,

41



2018; Martarello és mtsai., 2019; Abd El-Salam ¢és mtsai., 2020; Vidya és mtsai., 20203,
2020b; De Jesus és Guimaraes, 2021). Fonalas gombakbol, kiillonosen az Aspergillus

nemzetség tagjai kozil, kereskedelmi forgalomba keriilt B-galaktozidazokat is nyertek mar

ki (Zolnere és Ciprovica, 2017).

5.2. B-Galaktozidaz termelés fermentaciokban

A mikrobidlis B-galaktozidaz termelés induktorokkal kiegészitett fermentéacios
tapkozegekben fokozhato. Enzimtermelést fokozo induktorként alkalmaztak mar példaul
sovany tejport, laktozt, tejsavot és szamos mezdgazdasagi melléktermék szubsztratot (Kaur
és mtsai., 2015; Kazemi és mtsai., 2016; Martarello és mtsai., 2019; Abd El-Salam és mtsai.,
2020). Kisérleteinkben a kromogén teszt alapjan kivalasztott 10 legjobb B-galaktozidaz
termelé gomba enzimaktivitasat vizsgaltuk induktiv fermentacios korilményeken. A
teszthez SmF és SSF rendszereket alkalmaztunk. Az SmF rendszerben laktdz, illetve laktoz
¢és buzakorpa szubsztratok jelenléte mellett vizsgaltuk az enzimtermelést. Az SSF rendszer
desztillalt vizzel kiegészitett buzakorpa és szdjaliszt keverékbdl allt.

A fermentacidk sordn elért legnagyobb térfogati (U/ml tapkdzeg vagy kivonat) és
specifikus (U/mg fehérje) aktivitas adatokat a 4. abran szemléltettiik. A gomba biomassza
tomegét a buzakorpa-alapi rendszerekben a micélium tenyésztokornyezetbdl torténd
elvalasztasanak nehézsége miatt nem tudtuk meghatarozni. A kapott enzimhozamok
Osszehasonlitasahoz a specifikus aktivitas adatokat alkalmaztuk, melynek szamitasa a
fermentlevekben és a nyers kivonatban talalhato fehérjemennyiségen alapul.

A haromféle fermenticioban a kivélasztott jdromspords gombékra valtozatos f3-
galaktozidaz aktivitds értékek jellemzdek. A laktoz-alapti tdpoldatban példaul az U.
longicollis, a L. hyalospora és a R. pusillus termelte a legnagyobb mennyiségben az enzimet,
a szamolt térfogati aktivitas értékek sorrendben a kdvetkezok: 48, 505 és 860 U/ml (4.A
abra). A R. miehei SZMC 11005 (14 U/ml) és az U. ramanniana var. angulispora (20 U/ml)
térfogati aktivitas értékei ennél mérsékeltebbek voltak. A tobbi izolatumnal a laktdz-alapti
SmF rendszerben még kisebb mértékli enzimtermelést allapitottunk meg. A specifikus
aktivitast tekintve a legkiemelkedébb eredményt (p<0,05) a L. hyalospora (551 U/mg
fehérje) és a R. pusillus (954 U/mg fehérje) gombak érték el a B-galaktozidaz termelésben
(4.A abra). Az U. longicollis kisebb specifikus aktivitast mutatott (44 U/mg fehérje), ami
azonban nem tért el szignifikansan (p>0,05) a tobbi vizsgalt gombanal tapasztalt értéktol
(4.A abra).
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4. abra. B-Galaktozidaz termel6 izolatumok kiilonb6z6 fermentacios koriilményeken elért
legnagyobb B-galaktozidaz hozamainak (térfogati és specifikus aktivitas) dsszehasonlitisa. (A)
Laktozt 20 g/l koncentracidban tartalmazo siillyesztett fermentacidé (SmF). A bemutatott adatokat
L. ramosa, L. corymbifera, R. miehei, R. microsporus var. oligosporus ¢és U. ramanniana var.
angulispora esetén a 2. napon, R. pusillus gombanal a 4. napon, mig L. hyalospora, M.
echinosphaera és U. longicollis izolatumoknal a 7. napon mértiik. (B) Laktozt és buzakorpat 20 g/l
koncentracioban tartalmazo6 siillyesztett fermentacio (SmF). A R. microsporus var. oligosporus (2.
nap), illetve a L. corymbifera, L. hyalospora, M. echinosphaera és az U. longicollis (4. nap)
izolatumok enzimaktivitas adatain kiviil a bemutatott értékek a fermentacio 7. napjan mért adatok.
(C) Buzakorpa-alapu szilard fazisa fermentacid (SSF). A M. echinosphaera, U. longicollis és U.
ramanniana var. angulispora enzimaktivitas értékeit a 4. fermentacios napon, mig a tobbi gombara
vonatkozé adatokat a 7. napon hataroztuk meg. A tenyésztési hémérséklet M. echinosphaera esetén
20 °C, U. longicollis és U. ramanniana var. angulispora izolatumoknal 25 °C, mig L. ramosa, L.
corymbifera, L. hyalospora, R. miehei, R. pusillus és R. microsporus var. oligosporus gombaknal
37 °C volt. A feltiintetett értékeket harom parhuzamosan végzett kisérlet adataibol szamitottuk; a
hibasavok az atlagtol valo eltérést jelolik. Az egyes oszlopok feletti kiilonb6z6 nagy (térfogati
aktivitas) vagy kisbetiik (specifikus aktivitas) a Tukey-féle tobbszords dsszehasonlitod teszttel
kombinalt egyutas ANOVA vizsgalat szerinti szignifikans kiilonbségeket jelolik (p<0,05).
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Abban az esetben, ha buzakorpaval egészitettiik ki a laktdz tartalmu tapoldatot, az
enzimtermelés mértéke joval nagyobb volt, mint a buzakorpa hianyaban. Altalanossagban a
térfogati és specifikus aktivitds mértéke 10-100-szor nagyobb volt a csak laktozt, mint
induktort tartalmazohoz képest. Emlitésre mélto a R. miehei SZMC 11014 izolatum, melynél
ez az érték 1000-szeresre nott (4.A és B abrak). Ugyanakkor az L. hyalospora esetén a
termelés négyszer kisebb mértékiinek bizonyult a buzakorpa tartalmia SmF tapkdzegben a
csak laktdz tartalmihoz viszonyitva. A Lichtheimia és R. miehei SZMC 11005 izolatumok
enzimaktivitasa mérsékelt maradt buizakorpa és laktdz tartalmu tapoldatban a tobbi vizsgalt
gombahoz viszonyitva (p<0,05). E torzsek B-galaktoziddaz hozama 50 és 303 U/ml kozotti
tartomanyba esett, melybdl ugyanakkor megallapithatd, hogy a buzakorpa hozzdadasa
hatékonyan ndvelte az enzimtermelést (4.B abra). A buzakorpa-laktéz tdpoldatban a R.
miehei SZMC 11014 (9926 U/ml) és a R. pusillus (13874 U/ml) izolatumoknal kaptuk a
legnagyobb enzimaktivitds hozamot (4.B abra).

A R. miehei SZMC 11014 torzs enzimtermelése az induktorként egyediil laktozt
tartalmaz6 SmF tapkozegben a legkisebb aktivitast mutatd izolatumok ko6zé illeszkedett. A
R. pusillus esetén nagy enzimhozamot értiink el laktozon is (4.A abra). A vizsgalt R.
microsporus var. oligosporus, M. echinosphaera ¢s a két Umbelopsis izolatum altal elért
térfogati aktivitas adatokban nem volt jelentds kiilonbség. Ezzel szemben a R. microsporus
var. oligosporus és a M. echinosphaera gombaknal az Umbelopsis izolatumok esetén mért
adatokhoz képest szignifikdnsan nagyobb (p<0,05) specifikus aktivitast mértiink. Az ezen
torzsekhez tartozo legnagyobb B-galaktozidaz térfogati aktivitas 1109 és 1387 U/ml tapoldat
kozott, a specifikus aktivitas 675 és 1436 U/mg fehérje kozott volt (4.B abra).

A legtobb vizsgalt jaromsporas gomba buzakorpa-alapti SSF rendszerben torténd
tenyésztése tovabb novelte a [-galaktoziddz hozamot az SmF tapkozegekben
tapasztaltakhoz képest. A buzakorpaval kiegészitett SmF tenyészetben mért aktivitas
értékekhez képest tobb, mint 50, illetve és 100-szoros novekedés volt megfigyelhetd a
térfogati és a specifikus aktivitasokban az L. ramosa, L. hyalospora és R. miehei SZMC
11005 izolatumoknal SSF rendszerben tenyésztve (lasd 4.B és C abrak). A buzakorpa-alapt
SSF rendszerben emelkedett specifikus aktivitast tapasztaltunk a tobbi vizsgalt torzsnél is,
kivéve a M. echinosphaera és R. miehei SZMC 11014 izolatumokat, ugyanakkor a
novekedés az L. ramosa, L. hyalospora és R. miehei SZMC 11005 gombak esetén
megfigyeltnél kisebb mértékii volt. Az U. longicollis és az U. ramanniana var. angulispora
gombaknal elért térfogati aktivitas kismértékben nagyobb volt buzakorpaval kiegészitett
SmF tapkozegben (1202 és 1248 U/ml), mint SSF rendszerben (1109 és 806 U/ml). SSF
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rendszerben a Lichtheimia, Rhizomucor és Rhizopus gombak jobb enzimtermelonek
bizonyultak, mint az Umbelopsis és Mortierella izolatumok. Ahogy a kétféle SmF
tapkozegben, ugy az SSF esetében is a R. pusillus adta a legnagyobb [-galaktozidaz
hozamot, 19448 U/ml nyers kivonat és 22720 U/mg fehérje maximalis térfogati és specifikus
aktivitas értékekkel (4.C abra). Az SSF tenyésztésben felhasznalt buzakorpa mennyiségére
vonatkoztatva a maximalis B-galaktozidaz aktivitas értékek 3308 és 116690 U/g szubsztrat
kozott voltak (5. abra).

125,000
105,000
85,000
65,000
45,000

25,000
7,000
6.000
5000
4,000
3,000
2,000
1,000

B-Galaktozidaz aktivitas
(U/g szubsztrat)

5. abra. Mucoromycota gombak B-galaktozidaz aktivitasa buzakorpa-alapu szilard fazisu
fermentacioban (SSF) (U/g szubsztrat). A M. echinosphaera, U. longicollis és U. ramanniana var.
angulispora esetén feltiintetett aktivitas adatokat a 4., mig a tobbi gombanal mért értékeket a 7.
fermentacios napon hataroztuk meg. A M. echinosphaera izolatumot 20 °C, az U. longicollis és az
U. ramanniana var. angulispora gombakat 25 °C, mig a L. ramosa, L. corybifera, L. hyalospora, R.
miehei, R. pusillus és a R. microsporus var. oligosporus tenyészeteket 37 °C hdmérsékleten
inkubaltuk. A feltiintetett értékeket harom parhuzamosan végzett kisérlet adataibol szamitottuk; a
hibasavok az atlagtol valo eltérést jelolik. Az egyes oszlopok feletti kiilonb6zo betiik a Tukey-féle
tobbszords dsszehasonlito teszttel kombinalt egyutas ANOVA vizsgalat szerinti szignifikans
kiilonbségeket jelolik (p<0,05).

Osszességében az egyes gombak B-galaktoziddz aktivitdsa kozotti kiilonbségek
jobban kimutathatok voltak SmF és SSF tenyésztésben, mint az X-gal tartalmu tapkozegen.
Mindharom fermentacioés rendszerben a R. pusillus mutatta a legnagyobb térfogati és
specifikus aktivitas értéket, ugyanakkor figyelemre méltd aktivitdishozamok voltak SSF
rendszerben a Lichtheimia izolatumoknal (3088-5793 U/mg fehérje), valamint buzakorpaval
kiegészitett SmF tenyésztésben a R. microsporus var. oligosporus, M. echinosphaera és a

két vizsgalt Umbelopsis izolatumnal (675-1436 U/mg fehérje) is. Emellett mindkét R. miehei
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torzs jo termelonek bizonyult (kb. 7800 U/mg protein) a buzakorpa-alaptt SSF rendszerben.
A buzakorpa-alaptl fermentaciok eredményeit 0sszehasonlitva lathat6, hogy a maximalis
enzimhozamok tobbségét SSF rendszerben értiik el. Ugyanakkor a M. echinoshaera és R.
miehei SZMC 11014 Kissé er6sebb enzimaktivitast mutatott a buzakorpaval kiegészitett SmF
kozegben, mint SSF rendszerben. Az Umbelopsis gombéak esetén is nagyobb térfogati
aktivitast mértiink SmF tapkdzegben, mint szilard fazison (SSF). Az SmF tapkozegben és az
SSF rendszerben kapott eltéré B-galaktozidaz aktivitisoknak tobb oka is lehet. Példaul az
enzim rogziilhet a sejtfalnoz SmF kérnyezetben, mig az SSF rendszerekben a tapkozegbe
szekretalodik, ahogy az tapasztalhatd egyéb gomba hidrolazoknal is (Oda és mtsai., 2006).
Az alkalmazott termelési kornyezettdl fliggden az enzim héstabilitasa is eltérd lehet (Mateos
Diaz és mtsai., 2006). Emellett az SSF rendszerben vald tenyésztés kozel all a fonalas
gombak természetes novekedési feltételeihez, ahol a hidrolitikus enzimek expresszidja
altalaban jobban tamogatott (Manan és Webb, 2018).

A buzakorpa tartalma tapkozegekben mért nagyobb B-galaktozidaz aktivitasért a
buzakorpa fonalas gombdk ndvekedését és extracellularis enzimtermelését indukalo
tulajdonsaga is felelds lehet (Javed és mtsai., 2012). A buzakorpa -galaktoziddz termelés
hozamot fokoz6 tulajdonsagit mas fonalas gombakndl is leirtdk. Optimalizalt
enzimhozamokat értek el példaul Aspergillus tubingensis (15936 U/g szubsztrat; Raol és
mtsai., 2015), Penicillium canescens (5292 U/g szubsztrat; Assamoi és mtsai., 2015) és
Trichoderma sp. (2,67 U/g szubsztrat; De Jesus és Guimardes, 2021) gombaknal SSF
rendszerekben. Buzakorpat tartalmazoé SmF tapkozegben Trichoderma reesei (25,43 U/ml;
Adalberto és mtsai., 2006), Aspergillus niger (0,279-0,764 U/ml; Saburi és mtsai., 2014) és
Aspergillus flavus (843,75 U/mg fehérje; Patel és mtsai., 2018) gombaknal mutattak ki nagy
hozamu -galaktozidaz termelést.

Jaromsporas gombaknal eddig leginkabb laktdz szubsztratot alkalmazva vizsgaltak a
B-galaktozidaz termelést, ugyanakkor az enzimtermelés hozamok 6sszevethetdk az altalunk
elért enzimaktivitds adatokkal (lasd 3. tablazat és 4.A dabra). Buzakorpa-alapi SSF
rendszerben a Rhizomucor enzimaktivitasat tesztelték (3. tablazat); tudomasunk szerint
azonban eddig nem végeztek olyan SmF tenyésztési vizsgalatokat, amelyekben laktozt és
buzakorpat egyiitt alkalmaztak B-galaktozid4z induktorként. Osszességében megallapithatd,
hogy a buzakorpa ideélis szubsztrat a B-galaktozidaz termelés indukalasara Mucoromycota
gombak esetén is. Az altalunk elért térfogati és specifikus aktivitas adatok (4.B és C abra)

jelentdsek az eddig vizsgalt Mucoromycota -galaktozidazokhoz viszonyitva (3. tablazat).
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Erdemes megemliteni ugyanakkor, hogy a P-galaktozidaz aktivitis méréshez
alkalmazott inkubéacios homérséklet (50 °C) nem feltétlentil lehetett optimalis koriilmény
minden enzimmiik6déshez, melyet a fermentaciok utan teszteltiink; azaz az egyes tenyésztett
gombak eltér6 homérsékleti optimummal rendelkez6 enzimeket is termelhettek.
Mindazonaltal a M. echinosphaera, U. longicollis és U. ramanniana var. angulispora
(ndvekedés 20 vagy 25 °C homérsékleten) gombak altal adott B-galaktozidaz aktivitasok
tobbsége Osszevethetd a tobbi vizsgalt gombanal mért aktivitasi adatokkal (ndvekedés 37 °C

hémérsékleten) (lasd 4. abra).

5.3. Oligoszacharidok szintézise

A glikozidaz enzimek tobbsége transzglikozilacios reakciokon keresztiil kiilonb6zo
oligoszacharidok szintézisére képes. Szadmos ilyen szacharid vegyiilet prebiotikus
aktivitassal jellemezhetd, azaz pozitiv hatassal van az egészséges bélfloraban jelen levo,
egészségveédd hatdsu mikroorganizmusok novekedésére. B-Galaktoziddazokkal laktdz-alapu
GOS ¢és laktuloz-eredetii OsLu cukor molekulak allithatok eld. Munkankban a L. ramosa ¢€s
R. pusillus gombakbol buzakorpa-alapu SSF tenyésztésben nyert, B-galaktozidaz aktivitassal
rendelkezd kivonatok oligoszacharid szintetizalo képességét vizsgaltuk. A L. ramosa és R.
pusillus izolatumokkal nagy B-galaktozidaz aktivitasti kivonatokat kaptunk. Emellett e
gombakkal ipari szempontol fontos biokatalizatorok allithatok eld, ezért a termelt enzimek
gyakorlati tulajdonsagainak vizsgalata kiemelt jelent6ségti (Papp és mtsai., 2016; Robledo
¢és mtsai., 2016; Garcia és mtsai., 2018; De Andrade Silva és mtsai., 2020). A tesztekhez
parhuzamos kisérletekben négyféle koriilményt alkalmaztunk, melyek kiilonb6z6
vegyiileteket tartalmaztak glikozil donorként és/vagy akceptorként. Laktoz, sovany tejpor,
laktoz-fruktoz és ONPG-szukrdz-alapu reakcidelegyeket allitottunk dssze, melyeket standard
reakciokoriilményen (50 °C, 12 6ra) inkubdltunk a megfelel6 enzimmel, vagy anélkiil
(kontroll). A kisérlet megkezdése elbtt a B-galaktozidaz aktiv nyers kivonatokat részlegesen
tisztitottuk, melynek elsédleges célja a termékek kimutatasat esetlegesen zavard szacharidok
¢s az egyéb komponensek eltdvolitasa volt. A gélsziiréssel tortént tisztitast kovetden L.
ramosa és R. pusillus esetén rendre 6233 + 139 U és 11954 + 113 U B-galaktozidaz aktivitasu
fehérje elegyeket kaptunk. Az elegyek fehérje Osszetételét SDS-PAGE vizsgalattal
ellendriztiik, ami komplex fehérjemintazatot tart fel mind az L. ramosa, mind a R. pusillus
nyers enzim esetében. A L. ramosa mintaban 15 és 90 kDa, mig a R. pusillus mintaban 27

¢és 90 kDa koz6tti molekulatomeg-tartomanyban azonositottunk fehérjéket (Fiiggelék, F1.
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abra). Az oligoszacharid szintézis vizsgalatokhoz dsszeallitott egyes reakcioelegyekbe 2400
U pB-galaktozidaz aktivitast vittlink be a részlegesen tisztitott nyers kivonatokbol. Az
inkubaciot kovetéen HPLC-MS/MS modszerrel vizsgaltuk a keletkez6 oligoszacharidok
minds€gét s mennyiségét.

Az eredmények alapjan a nyers L. ramosa és R. pusillus B-galaktozidazok
rendelkeznek szintetikus aktivitassal, ugyanis az analitikai vizsgalatban mindegyik
reakcidelegynél azonositottunk oligoszacharidokat. A Kkapott tri- és tetraszacharidok
mennyiségét és az oligoszacharid hozamot az 5. tablazatban foglaltuk 6ssze. A legnagyobb
oligoszacharid koncentraciot az ONPG-szukréz kiinduldsi vegylileteket tartalmazo
reakcioelegy eredményezte. A R. pusillus nyers B-galaktozidaz teljes szintetikus kapacitasa
a L. ramosa enzim esetén tapasztaltnal nagyobbnak bizonyult (5. tablazat).

A Mucoromycota (-galaktoziddzok oligoszacharid szintézis képessége
nagymértékben feltaratlan teriilet. Irodalmi adatok csak egy Mucor sp. enzimrdl érhetdk el,
amelyben a szerzok laktoz-fruktoéz szubsztraton 2 g/l, mig laktdz-szukréz cukrokon 2,6 g/l
GOS koncentraciot irtak le 20-30 6ras inkubacio utan (Silvério és mtsai., 2018). Az altalunk
vizsgalt enzimeknél a kiilonb6zd kiindulasi cukrokon elért maximalis oligoszacharid
koncentraci6 0,0158 és 2,236 g/l k6zott valtozott 12 oras inkubacios idovel Kivitelezett nem

optimalizalt reakciokoriilményeken (5. tablazat).

5. tablazat. A L. ramosa és R. pusillus B-galaktozidaz kivonatokkal (~2400 U) kiil6nb6z6 kiindulasi
cukrokon elért oligoszacharid koncentraciok és hozam.

Kiindulasi Alkalmazott nyers _ Oligoszacharid koncentracié (mg/l) * Oligoszacharid
anyagok B-galaktozidaz Triszacharid Tetraszacharid hozam (%) ?

Lakt6z L. ramosa 129,5+ 10,7 345+1,1 0,11

R. pusillus 1972425 60,4+338 0,17

Sovany tejpor L. ramosa 14,4+ 0,5 1,4+ 0,03 0,032
R. pusillus 20,1 + 0,02 2,62 +0,02 0,047

Laktoz-fruktoz L. ramosa 88,6+5,9 18,7+ 0,4 011
R. pusillus 187,6 +5,4 522+31 0,24

ONPG-szukroz L. ramosa 856,5 + 16,5 48,1+2,1 0,91
R. pusillus 2040,1 + 36,8 196,2 +3,4 2,24

L A reakciokat 50 °C-on 12 6ran at 15% (m/v) laktoz, 10% (m/v) sovéany tejpor, 10% (m/v) laktoz+10% (m/v)
fruktéoz vagy 90 mM ONPG+10% (m/v) szukrdéz tartalmu natrium-acetat pufferben (50 mM, pH 6,0)
kiviteleztiik. Az adatok harom parhuzamosan végzett kisérleti rendszerbdl szarmaznak; =, atlagtol valo eltérés.
2 Az oligoszacharid hozamot a 4.8. fejezetben leirt egyenlet alapjan szamitottuk.

A laktéz ¢és sovany tejpor szubsztratokon végzett oligoszacharid szintézis
reakciokkal GOS vegyiiletek keletkezését, azaz a transzgalaktozidaz aktivitast elemeztiik.

Mivel a reakciokban tri- ¢és tetraszacharid termékeket azonositottunk (5. tablazat),
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feltételezhetd a L. ramosa és R. pusillus nyers B-galaktozidazok transzgalaktozilacios
aktivitasa. A sovany tejpor (48 g/l laktoz tartalom) tartalmt reakciokozeg 12 oran keresztiili,
mg/l GOS hozamot eredményeztek. Amennyiben kiindulasi anyagként 150 g/l laktozt
alkalmaztunk ¢és a reakciokoriilmények azonosak voltak a sovany tejporral végzett
mérésekkel, rendre 164 és 257,6 mg/l maximalis GOS koncentraciot értiink el a L. ramosa
és R. pusillus B-galaktozidazokra. A sovany tejporon elért kisebb oligoszacharid hozam
annak laktdz tartalmaval magyarazhat6. A sovany tejpor tartalmazhat olyan komponenseket
is (pl. kationok), amelyek befolyasolhatjak a [-galaktozidaz aktivitasat a reakcio alatt
(Fischer és Kleinschmidt, 2018). A reakciok f6 terméke triszacharid volt, hasonléan
Rodriguez-Colinas és mtsai. (2012) sovany tejpor és laktoz kiindulasi szubsztratokon
Bacillus circulans B-galaktozidazzal (Biolactase) elért eredményekhez. A sovany tejpor
szubsztraton megjelend oligoszacharid hozam a L. ramosa és R. pusillus B-galaktozidazok
GOS-dusitott tejtermékek tejipari eldallitasara valo alkalmazhatésagat mutatja.

A vizsgalt nyers -galaktozidazokkal laktoz-frukt6z kiindulasi szubsztratokat (10%,
m/v) tartalmazo6 elegyekben is végeztiink reakciokat, ahol a laktuléz és GOS szintézist
vizsgéltuk. A laktuléoz a probiotikumok nodvekedését szintén erdsen tamogatdo OsLu
vegyliletek felépitésében jelentds molekula. Ebben a rendszerben a frukt6z, mint galaktoz
akceptor volt jelen és laktuloz diszacharidok keletkezését is vartuk. Az inkubacios id6 utan
oligoszacharidok jelenlétét ugyan ki tudtuk mutatni, laktulé6z megjelenését viszont nem
tapasztaltuk az altalunk alkalmazott reakciokoriilményen. A teszteket 20% (m/v) kezdeti
laktoz és frukt6z koncentracional is elvégeztiik, de kimutathato laktuloz szintézist ebben a
rendszerben sem tapasztaltunk. Fontos azonban megjegyezni, hogy a nagy-hozamu laktul6z
szintézist eredményezé eddigi tanulmanyok a kisérletiinkben alkalmazott kiindulasi
szubsztrat koncentracioknal még nagyobb donor/akceptor cukor mennyiséget vittek a
reakcidelegybe (Hua és mtsai., 2010; Song és mtsai., 2013; Guerrero és mtsai., 2017; Aburto
és mtsai., 2020). Kiindulasi szubsztratként 20% laktozt-fruktozt alkalmazva ugyanakkor
rendre 2- és 1,2-szeres novekedést értiink el a keletkez6 triszacharid koncentracioban L.
ramosa ¢és R. pusillus nyers -galaktozidazoknal, sszehasonlitva a 10% kiindulasi cukrot
lényeges eltérés 10 és 20% kiindulasi laktoz-fruktdéz alkalmazasakor (6. abra). A kezdeti
cukor koncentracid novelése a képzddd triszaharidok mennyiségében okozott csak
novekedést. Kiilonbozo fruktooligoszacharid (FOS) vegyiiletek, azaz 1-kesztoz és nisztoz

esetleges megjelenését is kovettiik a reakcioelegyekben. Ilyen szacharidokat azonban nem
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tudtunk azonositani 10 és 20% kezdeti cukor mennyiség esetén sem, azaz a reakcidk soran
keletkez6 tri- és tetraszacharidok valdsziniileg a laktoz transzgalaktozilaciojanak termékei.
Az altalunk kivitelezett reakciokban a R. pusillus B-galaktozidaz tobb oligoszacharidot
eredményezett, mint az L. ramosa enzim. Az utobbi enzim esetében viszont a kezdeti
szubsztratkoncentraciotol valo jelentds fliggést tapasztaltunk. A kezdeti cukor koncentracio
¢s a keletkez6 GOS molekuldk mennyisége kozotti korreldciot szamos mas B-galaktozidaz
esetében is megfigyelték. Ez a kapcsolat azonban enzimenként eltéré lehet, valamint a
reakcio paraméterei (pl. inkubacios hdmérséklet) is befolyasolhatjak (Torres és mtsai., 2010;

Vera és mtsai., 2016).
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6. abra. A L. ramosa ¢és R. pusillus nyers -galaktozidazokkal 10 és 20% (m/v) kiindulasi cukor
koncentracio mellett elért oligoszacharid koncentraciok 6sszehasonlitasa. A reakcidelegy laktoz és
frukt6z kiindulasi cukrokat tartalmazott. A reakciokat 2 ml végtérfogatban allitottuk 6ssze, majd 50
°C homérsékleten 12 oran at inkubaltuk. A feltiintetett értékek harom ismétlésbol szamitott atlagok;

a hibasavok az atlagtol valo eltérést jelolik.

Intermolekuléris transzgalaktozidaz reakcidkat is vizsgaltunk szukr6z akceptor és
ONPG galaktoz donor molekulakon. A kiindulasi cukroknak ezen kombinacidja is
eredményezett tri- és tetraszacharidokat (5. tablazat). Az elegyben FOS vegyiileteket
mutattunk Ki, ami kiilonféle enzimaktivitasok szimultan miikodését feltételezi a nyers
enzimkivonatban. Az eldallitott reakcioelegyek 1-kesztoz (C18) és nisztoz (C24) FOS
molekulakat tartalmaztak, L. ramosa esetén sorrendben 6,5 £ 0,3 és 28,2 £ 1,1 mg/l, mig R.
pusillus esetén sorrendben 100,9 + 1,1 és 114,2 & 1,7 mg/l koncentracidkban. Jaromsporas
gombak esetében egyediil egy Mucor sp. izolatumnal vizsgaltak eddig FOS szintézist, az
altalunk kovetett megkozelitéshez hasonldoan nem optimalizalt kisérletben. A lakt6z-szukroz

kiindulasi cukrokon elvégzett tesztben nem figyeltek meg Mucor sp. altali FOS molekula
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szintézist, ugyanakkor a kisérletbe bevont egyéb gomba enzimek (pl. Aspergillus,
Penicillium és Trametes) esetén mutattak ki ilyen vegyiileteket (Silvério és mtsai., 2018). A
legtobb esetben az 1-kesztdzt azonositottak a kapott FOS hozam 6 Osszetevdjeként. A
kesztoz szintén egy fontos prebiotikum (Tochio és mtsai., 2018), és a B-fruktofuranozidaz
vagy fruktoziltranszferdz enzimek transzfruktozilacidos aktivitdsaval szintetizalhato
(Lorenzoni és mtsai., 2014; Veana és mtsai., 2018). Ennek megfelelen a vizsgalatunkban
tisztitott nyers P-galaktozidaz-aktiv koktélok transzfruktozilacios aktivitassal is
rendelkezhetnek, amely felelés lehet az ONPG-szachar6z keverékkel végzett reakciokban
megjelent FOS komponensekért. A nisztéz a transzfruktozilacidos aktivitas gyakori
indikatora (Lorenzoni és mtsai., 2014; Cunha és mtsai., 2019; Chaisuwan és mtsai., 2020),
ezért e vegyiilet ONPG-szachar6z rendszerben valo jelenléte szintén alatdmasztja a reakcio
lezajlasat. Mindazonaltal eredményeink mind a L. ramosa, mind a R. pusillus enzimkoktélok
igéretes transzfruktozilacios aktivitasat mutattak, ami - habar az aktivitast az
enzimkivonatokban nem vizsgaltuk - vélhetéen a jelen 1évé B-fruktofuranozidaz és/vagy
fruktoziltranszferaz enzimeknek tulajdonithato. B-Fruktofuranozidaz vagy
fruktoziltranszferaz aktivitisokat Rhizopus stolonifer (Lateef és mtsai., 2008), Rhizopus
delemar, Amylomyces rouxii (Orikasa ¢s Oda, 2013), R. microsporus (Orikasa és mtsai.,
2018) és M. circinelloides (Ojwach és mtsai., 2020) jaromsporas gombakban irtak mar le.
Az oNPG-szukrdz kiindulasi cukrokkal osszedllitott reakcidelegyekben egy 503,3
tomeg/toltés aranyt (m/z) triszacharid terméket is azonositottunk. Ennek a vegyiiletnek a
koncentracioja rendre 90,3 + 5,4 és 199,3 = 12,7 mg/l volt a L. ramosa és R. pusillus nyers
[-galaktozidaz-aktiv kivonatoknal. Ismert, hogy a transzfruktozilacids aktivitas kiindulasi
cukortdl fliggd moédon tovabbi FOS vegyiiletek szintézisét is katalizalhatja. Ilyen vegytilet
példaul a laktoszukroz (4°-B-D-galaktozilszukréz; Chen és mtsai., 2020), amely bizonyos -
galaktozidazokkal is el6allithato (Villamiel és mtsai., 2014; Duarte és mtsai., 2017; Liao és
mtsai., 2017). Az analitikai vizsgalatokban megallapitottuk, hogy az ONPG-szukro6z tartalmu
reakcidelegyben azonositott triszacharid molekula retencios ideje és tomeg/toltés aranya a
raffindz molekuldnak megfeleld adatokkal megegyezik. A részletes elemzés folyamatban
van, ugyanakkor nagyon valdszinii, hogy a kapott triszacharid egy laktoszukréz, vagy egy
izoraffin6z (6°-p-D-galaktozilszukréz), vagy e két vegyiilet keveréke. Ezeket a molekulakat
azonban nem tudtuk elvalasztani a vizsgalatban hasznalt HPLC-MS/MS technikaval.
Erdemes viszont megemliteni, hogy bizonyos tanulmanyok szerint a gomba p-
galaktozidazok nem képesek transzgalaktozilacio reakcioval laktoszukroz szintézisre

(Cardoso és mtsai., 2017; Silvério és mtsai., 2018). Transzgalaktozilacio Gtjan torténd
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izoraffindz szintézist Suyama és mtsai. (1986) irtak le ONPG-szukréz rendszerben,
katalizatorként egy Escherichia coli baktériumbol szarmazd B-galaktozidazt alkalmazva.
Végiil, osszehasonlitva a laktoszukrdz szintézisben altalanosan hasznalt laktoz-szukroz-
alapt rendszerekkel, a vizsgalatunkban alkalmazott ONPG-szukr6z megkozelitésekben a
gliikoz csak a szukrdzbol szabadulhat fel. Ezaltal a reakcidelegyben 1év6 alacsonyabb gliikoz
mennyis€ég csokkentheti annak gatlo hatasat a FOS szintézisért felelés karbohidraz

aktivitasokra.

5.4. Szintetizalt oligoszacharidok novekedést tamogato hatasa

A GOS ¢és FOS molekuldk prebiotikus cukrokként hasznalhatok felndtteknél és
csecsemOknél egyarant, eldsegitve a jotékony hatasu bélflora aktivitasat (Davani-Davari és
mtsai., 2019; Verkhnyatskaya és mtsai., 2019). Ezzel 0sszefiiggésben megvizsgaltuk a L.
ramosa ¢s R. pusillus nyers (-galaktozidazokkal eléallitott és oligoszacharidban dusitott
elegyek hatdsat kivalasztott probiotikus mikroorganizmusok novekedésére. A kisérletben a
L. casei, L. acidophilus LA-5, Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 ¢és
Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 CFU adatait elemeztiik laktoz-frukt6z, sovany tejpor
és laktoz kiindulasi szacharidokat tartalmaz6 reakcioelegyek jelenlétében €s hidnyaban. A
tesztbe bevont mikroorganizmusok az emésztOrendszer egészségét tamogatd
taplalékkiegészitd készitmények gyakori alkotdi; szamos, az emberi egészségre elonyos
tulajdonsaggal rendelkeznek (Sheikhi és mtsai., 2016; Szajewska és mtsai., 2016; Hill és
mtsai., 2018), beleértve korokozok (pl. Candida spp., Helicobacter pylori, Clostridium
difficile, Borellia spp., Treponema spp., Spirilium spp., parodontalis betegségeket okozo
baktériumok) elleni hatast is (Silva és mtsai., 2016; Invernici és mtsai., 2020; Pais és mtsai.,
2020). A glikozil donorként ONPG vegyiiletet tartalmazo reakcidelegyet a felszabadulo o-
nitrofenol lehetséges novekedésgatlo hatasa miatt kizartuk a kisérletbél. A kapott
telepszamot reakcioelegy nélkiil (Kontroll 1) és a megfeleld kiindulasi cukrokat tartalmazo
enzimmentes mintaval (Kontroll 2) inkubalt tenyészetek telepszam adataival vetettiik ssze.
Kontroll mintat minden egyes tenyésztési rendszerhez kiilon készitettiink. A 24 oras
inkubacié utan nem tapasztaltunk jelentds eltérést a Kontroll 1 és Kontroll 2 telepszamai
kozott (7.A-D abrak), ami azt jelenti, hogy az enzim nélkiili reakcidelegyekben talalhato
kiindulasi cukrok egyike sem volt hatassal a kivalasztott mikroorganizmusok novekedésére.

A megfeleld kontroll adatokkal val6 dsszehasonlitas alapjan megallapithato, hogy a

legtobb tesztben az oligoszacharid dusitott mintak stimulaltak a baktériumok novekedését.
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L. casei esetén példaul 1,02-1,03-szoros CFU-novekedést mutatott a telepszam-elemzés az
enzimmel kezelt mintakkal végzett inkubacié utan (p<0,05) (7.A abra). A L. casei
baktériumra a legnagyobb ndvekedést elosegitd hatast a laktoz-fruktoz kiindulési cukrokon
nyert oligoszacharid-tartalma mintaknal tapasztaltuk. Az oligoszacharid-dus eleggyel kezelt
tenyészetekben 8,73 log CFU/ml volt a telepszam, ami a kontrolloknal koriilbeliil 8,48 log
CFU/ml értéknek bizonyult (7.A abra).
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7. abra. Oligoszacharid-dusitott elegyek L. casei (A), L. acidophilus LA-5 (B), B. animalis subsp.
lactis BB-12 (C) és S. boulardii CNCM 1-745 (D) probiotikus mikroorganizmusok novekedésére
gyakorolt hatasa. Az elegyek L. ramosa és R. pusillus gombakbdl szarmazo részlegesen tisztitott -
galaktozidaz aktiv koktélokkal késziiltek laktoz-fruktoz (piros), sovany tejpor (kék) vagy laktoz
(fekete) kiindulasi cukor szubsztratokon. Kontroll 1: oligoszacharid dusitott elegy nélkiil inkubalt
tenyészet telepszama. Kontroll 2: enzimmentes reakcidelegy jelenlétében inkubalt tenyészet
telepszama. A feltiintetett értékek harom ismétlésbol szamitott atlagok; a hibasavok az atlagtol valo
eltérést jelolik. Az eltérd betiik a kontroll minték és a megfelel6 kezelések kozotti szignifikans
kiilonbségeket jelolik (egyutas ANOVA, Tukey-féle tobbszoros dsszehasonlito teszt, p<0,05).

L. acidophilus esetén a kiindulasi cukorforrasként sovany tejport tartalmazo
enzimkezelt mintdknal tapasztaltuk a legnagyobb telepszam ndvekedés a kontrollhoz képest
(1,08-szoros; 6,28 log CFU/mI-rél 6,77 log CFU/ml-re; p<0,05) (7.B abra). A L. ramosa

vagy R. pusillus B-galaktozidaz-aktiv enzimkivonatokkal kezelt laktoz-fruktoz keverék
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rendszerek, valamint a R. pusillus enzimmel kiegészitett laktdz-alapi oldat ugyancsak
szignifikdnsan tamogattak a L. acidophilus novekedését (p<0,05). A B. animalis subsp. lactis
telepszamat minden enzimtartalmt minta szignifikansan (p<0,05) novelte a kontrollokhoz
képest (7.C abra). A S. boulardii novekedését a sovany tejporon eléallitott GOS-dus elegy
hozzaadasa nem befolyasolta a kontroll mintakkal Gsszehasonlitva (7.D abra). Telepszam
novekedést tapasztaltuk viszont laktoz vagy laktdz-fruktdz kiindulasi cukrokat tartalmazo
enzimkezelt mintak tenyésztési kornyezetben valo jelenlétekor (7.D abra). A vizsgalt
reakcidelegyek koziil a R. pusillus nyers B-galaktozidazzal laktoz-fruktoz kiindulasi
cukrokon eldallitott oligoszacharid elegynél tapasztaltuk a legnagyobb S. boulardii
novekedést tamogatd aktivitast (6,57 log CFU/ml-r6l1 6,91 log CFU/ml-re; p<0,05) (7.D
abra).

Megvizsgaltuk a telepszam adatok és az egyes szacharid szintézis tesztekben
keletkez0 tri- és tetraszacharid koncentraciok (lasd 5.3. fejezet) kozotti kapcsolatot is. Az
elemzés soran korrelaciot azonositottunk a reakcioelegyek novekedést-tamogatd aktivitasa
¢és a nyers B-galaktozidazokkal végzett reakciokban képzddo tri- €s tetraszacharid molekulak
mennyisége kozott. L. acidophilus és B. animalis subsp. lactis esetében a mintakban
talalhato mindkét tipust vizsgalt oligoszacharidra erésen pozitiv korrelaciot (r>0,900)
figyeltiink meg (6. tablazat). Hasonld Gsszefliggést (r>0,900) figyeltiink meg a laktozon
nyert tri- és tetraszacharid mennyiségek vonatkozasaban L. casei és S. boulardii
probiotikumoknal, valamint a S. boulardii esetén sovany tejpor és laktoz-fruktoz kiindulasi
anyagokon keletkez6 triszacharid tartalomra. Emellett egyes vizsgalt valtozok pozitiv
(0,800<r<0,900) és mérsékelt (0,600<r<0,800) osszefiiggését azonositottuk S. boulardii és

L. casei probiotikumok esetében (6. tablazat).

6. tablazat. A kiilonb6z6 probiotikumokkal szembeni ndvekedésserkento aktivitas €s az egyes
kiinduldsi anyagokon végzett nyers [-galaktozidaz kezelések utan elért tri- vagy tetraszacharid-
tartalom kozotti korrelacios koefficiensek (Pearson r).

Kiindulasi L. casei L. acidophilus  B. animalis subsp. lactis S. boulardii
anyagok
Laktoz
Triszacharid 0,991 0,985 0,979 0,999
Tetraszacharid 0,998 0,999 0,999 0,988
Sovany tejpor
Triszacharid 0,791 0,995 0,994 0,961
Tetraszacharid 0,635 0,992 0,993 0,875
Laktoz-fruktoz
Triszacharid 0,785 0,986 0,999 0,926
Tetraszacharid 0,698 0,957 0,989 0,869
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A probiotikus mikroorganizmusok eltéréen reagaltak az oligoszachariddal dusitott
keverékekre. A legtobb esetben azonban jelentés novekedést tamogatd hatast sikeriilt
Kimutatni, ami prebiotikus aktivitdsu oligoszacharidok képzOdését mutatja a kialakitott
reakciorendszerekben. A probiotikumokra mutatott hatas (7. abra) ugyanakkor nem fiiggott
a kiilonféle reakciorendszerek oligoszacharid-tartalmatol (5. tablazat). A S. boulardii
¢lesztot kivéve példaul a sovany tejpor-alapu reakciokdzeg novekedést tdmogatd hatasa
hasonl6 volt a laktoz-fruktdz €s laktdz rendszereknél tapasztalthoz. A sovany tejpor Oh és
mtsai. (2019) munkéjaban is kivald kiindulasi cukorforrasnak bizonyult prebiotikus
oligoszacharidok enzimatikus (Maxilact B-galaktozidaz koktél) eldallitasara. A R. pusillus
enzimkoktéllal készitett reakcioelegyek altalaban nagyobb telepszamot eredményeztek, mint
a L. ramosa mintak. Az ezzel dsszefliggésben végzett korrelacio analizis kapcsolatot tart fel
a novekedést tamogato aktivitas és egy adott minta oligoszacharid-tartalma kozott. Azaz
minél nagyobb volt egy reakciominta oligoszacharid-tartalma az enzimkezelés utan, annal
jobbnak bizonyult a vizsgalatainkba bevont probiotikus mikroorganizmusok szaporodasa.
Ez azt feltételezi, hogy a képzddott oligoszacharidok felelések a mintdk novekedést
tamogato aktivitasaért. A keletkezd oligoszacharidok prebiotikus aktivitdsat ugyanakkor
vizsgélataink nem feltétleniil tdmasztjak ald. Ennek bizonyitdsara a keletkezd
oligoszacharidok tisztitdsa ¢€és a tenyésztésekben egyediili szénforrdsként torténd
felhasznalasa sziikséges jovobeli vizsgalatokban. A hatasvizsgalatokat ezen kiviil érdemes
kiterjeszteni normal emésztérendszeri €s €lelmiszer-eredetii patogén mikroorganizmusok

bevonasara is.

5.5. B-Galaktozidaz enzimek izolalasa

Gombak altal termelt P-galaktoziddzok fermentumbol torténd tisztitasarol és
jellemzésérél mar szamos irodalmi adat érhet6 el, azonban a jaromsporas gombacsoportra
vonatkozoan korlatozottak az ismereteink e tekintetben; tudomasunk szerint eddig egy M.
pusillus (Ismail és mtsai., 1997) és egy Rhizomucor sp. (Shaikh és mtsai., 1999) izolatumbol
tisztitottak és jellemeztek enzimeket. B-Galaktozidazok izoldlasara és egyes biokémiai
tulajdonsagainak feltarasara iranyuld kutatdsainkhoz a L. ramosa SZMC 11360 ¢s a R.
pusillus SZMC 11025 torzseket valasztottuk, mivel e gombakra kiemelkedd B-galaktozidaz
aktivitast azonositottunk, részlegesen tisztitott fermentumaikkal pedig nagy hozamban

szintetizaltathatok probiotikus ndvekedést tamogatd oligoszacharidok.
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Elézetes kisérleteinkben a buzakorpa hatékony tenyésztési szubsztratnak bizonyult
nagy mennyiségli -galaktozidaz termeléshez (lasd 5.2. fejezet). A lehetd legnagyobb
tisztitasi kihozatal érdekében ezért buzakorpa-alapi SSF rendszert alkalmaztunk az
enzimtermelés indukalasahoz. Az SSF tenyésztést hét napig végeztiik, majd a tisztitasi
folyamatot a fermentumbol torténd natrium-acetat pufferes nyers kivonat elkészitésével
kezdtik meg. A kivonat sziirése és centrifugaldsa utdn ammonium-szulfattal torténd
frakcionalt kisozast végeztiink a sziirlet 50, 65, majd 85%-os telitettségi szintjének eléréséig.
A kisozast kovetden mindkeét izolatum esetében a 65-85% kisdzasi tartomanybol szdrmazo
csapadékban mértiik a legnagyobb B-galaktozidaz aktivitast, igy a tovabbi tisztitast ebbol a
frakciobol végeztik. Az enzim tisztitdsara méretkizarasos €s ioncseréld kromatografiai
modszereket kombinaltunk. A gélsziirést (Bio-Gel P-6 Desalting Cartridge, Bio-Rad)
kovetben anioncseréld kromatografia (Macro-Prep High Q, 12,6 x 40 mm, Bio-Rad), majd
poliroz6 1épésként méretkizarasos kromatografia (Sephacryl S-200HR, 16 x 60 mm, 5-250
kDa, GE Healthcare) technikakat alkalmaztunk. A tisztitas megkezdése elétt, illetve minden
tisztitdsi  1épést kovetden elvégeztik a mintdk fehérjekoncentracidjanak és
enzimaktivitasanak meghatarozasat.

A nyers kivonatokban, a csapadékokban ¢és a feliilluszokban kimutatott f-
galaktozidaz aktivitas értékeit és a tisztitds egyéb adatait a 7. és 8. tdblazatok részletezik. A
L. ramosa ¢és a R. pusillus B-galaktozidazoknal rendre 25,59 és 49,87-szeres tisztulast értiik
el 1,33% és 4,07% kihozatal mellett. Korabbi tanulmanyokban leirt gomba j3-galaktozidazok
aktivitasaval 6sszevetve (5,84 U/mg-56 U/mg; Ismail és mtsai., 1997; Nagy és mtsai., 2001;
Seyis és Aksoz, 2004; Silvério és mtsai., 2018) a L. ramosa és R. pusillus enzim kiemelked6
specifikus aktivitasat mutattuk ki (537314,9 U/mg és 4029345,6 U/mQ) a tisztitasi Iépéseket

kovetden (7. és 8. tablazatok).
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7. tablazat. A L. ramosa SZMC 11360 izolatumbol szarmazo extracellularis B-galaktozidaz aktivitas tisztitasanak eredményei.

Térfogat Fehérje  Osszfehérje Térfogati aktivitas Osszaktivitas als(i)levciltzls(l(JLSJ / Tisztulas Hozam

(ml) (mg/ml) (mg) (nmol/ml/perc) (nmol/perc) ma) mértéke (%)

Nyers kivonat 452 0,786 353,7 16504,8 7427159,9 20998,5 1 100
Ammoénium-

szulfat (65- 5 4,34 21,7 82643,9 413219,6 19042,4 0,91 5,56

85%)
Bio-Gel P-6 10 0,454 4,5 37560,8 375608,5 82733,1 3,94 5,06
Maclzoépre‘) 6 0,131 0.8 19267,5 115604,8 147079,9 7,00 1,56
Sephacryl
S200HR 6 0,0306 0,2 16441,8 98651,0 537314,9 25,59 1,33

8. tablazat. A R. pusillus SZMC 11025 izolatumbdl szarmazo extracellularis B-galaktozidaz aktivitas tisztitasanak eredményei.

Térfogat Fehérje Osszfehérje Ter.fogz}tl Osszaktivitas Sp.e(flf,l kus Tisztulas  Hozam
(ml) (mg/ml) (ma) aktivitis (umol/percy  2KOVIS (U1 0 ike (%)
(nmol/ml/perc) mg)

Nyers kivonat 450 0,736 331,2 59469,9 26761464,4 80801,5 1 100
Ammoénium-

szulfat (65- 5 4,98 24.9 427331,9 2136659,3 85809,6 1,06 7.98

8596)

Bio-Gel P-6 10 0,486 49 1721856 1721856,3 3542914 438 6.43

Maclzoéprep 6 0,1674 1,0 210867,1 1265202,8 1259660,3 1559 4,73

Sephacryl 6 0,045 03 1813206 10879233 40293456 49,87 4,07

S200HR




A nyers kivonatokban és az egyes tisztitasi 1épések soran nyert leghagyobb
enzimaktivitasu frakciokban talalhato fehérjéket SDS-PAGE segitségével valasztottuk el,
kovetve a B-galaktoziddz aktivitdst mutatd fehérjek tisztulasat (8. abra). A méretkizarasos
kromatografia utani legnagyobb aktivitasu frakciok zimografiai analizisét is elvégeztiik nem
denatural6 koriilmények kozott (nativ-PAGE); az aktivitast X-gal és 6-bromo-2-naftil -D-
galaktopiranozid kromogén szubsztratokkal jelenitettik meg (9. abra). A denaturald
gélelektroforézis ¢és az eziistfestés utdn 90 kDa koriiliként allapitottuk meg a tisztitott
enzimek molekulatomegét (8. abra). Martarello és mtsai. (2019) hozzavetdlegesen 76 kDa

molekulatomegilinek hataroztak meg a tisztitott A. niger B-galaktozidazat.

L. ramosa R. pusillus
kba M 1 2 3 4 1 2 3 4

8. abra. A L. ramosa és R. pusillus B-galaktozidazok tisztulasa denaturaléd gélelektroforézissel
kovetve. SeeBlue Plus2 Prestained Standard, Invitrogen (M), Nyers kivonat (1), P6 gélszlirést
kovetd minta (2), Macro-Prep HQ anioncseréld utan (3), Sephacryl S-200HR utan (4).

A nativ-PAGE zimografia mindkét vizsgalt gombatdrzs [-galaktozidaz aktiv

fehérjéje esetén koriilbeliil 242 kDa nativ molekulaméretet mutatott (9. abra).

A B
kDa o LI
720 | 720
< 480 b
480
242 -l

242 |
146

9. abra. A tisztitott B-galaktozidaz enzimek zimografiai vizsgalata nativ gélen X-gal (A) és 6-
bromo-2-naftil -D-galaktopiranozid szubsztrattal (B) torténd festéssel. NativeMark Unstained
Protein Standard, Invitrogen (M), L. ramosa enzim (1), R. pusillus enzim (2).
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A Shaikh és mtsai. (1999) altal egy Rhizomucor sp. izolatumbol nyert B-galaktozidaz
nativ molekulamérete ugyancsak 250 kDa értéknek bizonyult. A tisztitast kdvetéen

megvizsgaltuk a L. ramosa és R. pusillus jaromsporas gomba B-galaktozidazok néhany

biokémiai jellemzdjét.
5.6. A tisztitott p-galaktozidazok biokémiai jellemzése
5.6.1. A hémérséklet optimum és stabilitas vizsgalata

A L. ramosa B-galaktozidaz aktivitdsanak hémérséklet optimumat 50 °C koriil
allapitottuk meg (10.A abra). Az enzimmiikodéhez optimalis hémérséklet eléréséig
fokozatos novekedés figyelhetd meg a relativ aktivitasban, s6t 60 és 70 °C hdmérsekleteken
is az aktivitasanak legalabb 50%-at mutatta az enzim. L. ramosa [-galaktozidaz
mikodésének homérsékleti profiljat eddig még nem vizsgaltak, ugyanakkor egy részlegesen
tisztitott A. niger enzim aktivitasanak hémérséklet optimumat szintén 50 °C-on allapitottak
meg (Martarello és mtsai., 2019). A L. ramosa B-galaktozidaz 50 °C homérsékletig
aktivitdsanak legalabb 90%-at megdrizte a négy oras inkubacio alatt, ami az enzim nagyfoku
stabilitasat mutatja a mikodéshez optimalis hémérsékleten (10.A abra). 60 °C
hémérsékleten aktivitasanak tobb, mint a felét, mig 70 és 80 °C homérsékleteken rendre 15

és 10%-at mutatta az enzim a stabilitasi tesztekben.

120 - 120
—e—0Optimum —e—Optimum

ilita —e—Stabilitas
100 4 —e—Stabilitds

80 3 80 -

60 4 60 -

Relativ aktivités (%)
Relativ aktivitas (%)

40 a0 4

20 4 20 4

0 T T T T T 1 L] T T T
20 30 40 50 60 70 80 20 30 40 50 60 70 80
Hémérseklet (°C) Homeérseéklet (°C)

10. abra. A L. ramosa SZMC 11360 (A) és R. pusillus SZMC 11025 (B) extracellularis -
galaktozidazok hidrolitikus aktivitasanak hémérséklet optimuma és stabilitasa. A relativ aktivitas
az enzimmiikodés optimalis hdmérsékletén 30 perc inkubaciot kovetden mért aktivitashoz (100%)
viszonyitott adat. A feltiintetett adatok Ketté parhuzamos mérés atlagai.
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AR. pusillus izolatum altal termelt B-galaktozidaz enzim miikddésének homérsékleti
optimumat 55 °C koriil hataroztuk meg (10.B abra). Az altalunk kapott eredmények alapjan
a R. pusillus B-galaktozidaz aktivitas az optimum 50%-at mutatta 40 °C hémérsékleten
torténd inkubaciot kovetden, majd a relativ aktivitas markans novekedése figyelheté meg az
aktivitasnak optimalis hémérsékletig (55 °C) (10.B abra). A L. ramosa (3-galaktozidazahoz
hasonlo homérséklet stabilitasi profilt allapitottunk meg R. pusillus enzim esetén is, azaz 50
°C hémérséklet felett mar jelentOs aktivitas csokkenést tapasztaltunk négy ora inkubaciot
kovetden (10.B abra). A Shaikh és mtsai. (1997, 1999) altal jellemzett Rhizomucor sp. B-
galaktozidaz aktivitasanak hémérséklet optimuma 60 °C volt. A részlegesen tisztitott enzim
50 percig maradt stabil ezen a hémérsékleten, illetve 120 perc elteltével az eredeti aktivitas
67%-at figyelték meg. Magasabb hdmérsékleten (70 °C) mar 60 perc inkubacidt kdvetden is
a relativ aktivitdsanak mindossze 20%-4at Orizte meg az enzim (Shaikh és mtsai., 1997).
Tovabb tisztitva az enzimet 60 °C hodmérsékleten négy oran at torténd stabilitdst mutattak ki,
valamint az enzim aktivitasa 2,5 ora elteltével csokkent 50%-ra 70 °C hdmérsékleten (Shaikh
¢és mtsai., 1999). Az Ismail és mtsai. (1997) altal tisztitott M. pusillus B-galaktozidaz esetén
65 °C homérsékleten allapitottdk meg az enzimmiikddés hdmérsékleti optimumat; 75 °C-on
még maximalis aktivitasanak 79%-at mutatta az enzim. Negyedoras 65 °C homérsékleten
torténd inkubaciot kovetden az enzim aktivitdsanak minddssze 5%-at veszitette, majd
markans csokkenés utan az aktivitas 95%-a elveszett 75 °C hémérsékletnél (Ismail és mtsai.,
1997). Az altalunk vizsgalt R. pusillus B-galaktozidaz ugyanakkor aktivitasanak 42%-at
mutatta 60 °C hémérsékleten az alkalmazott négy ora inkubacidt kovetéen. Az enzimek
héstabilitasanak fokozéasara szamos modszer ismert. Ilyen eljaras példaul az enzim szilard
hordozohoz vald rogzitése, vagy matrixba zarasa. Elterjedt immobilizalasi stratégia az
enzimfehérjék adszorpcidja, kovalens kotése, kereszt kotése kiilonféle hordozé anyagokkal,
példaul iiveggyongyokkel, agardzzal, anioncseréld gyantdval (Lu és mtsai., 2020). Enzim-
hordozé komplexekkel az ipari 1éptékii szintézis gazdasagosabba tehetd, mivel az enzimek
ismételten felhasznalhatok, stabilitdsuk nagyobb és a termékek kdnnyebben elvalaszthatok

a biokatalizatortol (Sen és mtsai., 2012; Lu és mtsai., 2020).

5.6.2. A pH optimum és stabilitas vizsgalata

A L. ramosa és R. pusillus B-galaktozidaz aktivitasok esetén egyarant pH 6,0 koriili
mitkodési optimumot azonositottunk (11. abra). Az eddig vizsgalt jaromsporas gomba [3-

galaktozidazoknal a tisztitott Rhizomucor sp. aktivitasra pH 4,5 (Shaikh és mtsai., 1999),
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mig a M. pusillus enzimre pH 4,0 (Ismail és mtsai., 1997) optimumot irtak le. A legtobb
gomba [-galaktoziddz muikddésének pH optimuma a pH 4,0-6,0 tartomanyban talalhato
(Nath és mtsai., 2014). A L. ramosa enzim pH optimum vizsgalatakor pH 3,0 és 4,0 kozott
20-35% maradék aktivitast figyeltiink meg, majd egyenletes novekedést tapasztaltunk az
optimum érték eléréséig (11.A abra). A R. pusillus B-galaktozidaz relativ aktivitasa pH 4,0-
5,0 tartomanyban 25-32% koriil volt, ezt kovetéen meredek emelkedést tapasztaltunk pH 6,0
értékig (11.B abra). A két vizsgalt enzim kozil a L. ramosa B-galaktozidaz aktivitasa
rendelkezett szélesebb pH optimummal; az aktivitds 58%-a volt azonosithato pH 5,0
koriilményen vald inkubaciot kovetden, mig pH 7,0 reakciokornyezetben 90% relativ
aktivitast mértiink (11.A abra). A R. pusillus enzim minddssze 32 és 42% relativ aktivitast
mutatott pH 5,0 és 7,0 koriilményeken (11.B abra).

A B

120 120
=e—0Optimum .
—&—Optimum
—e—Stabilitds o
100 100 —e—Stabilitds

80 80

60 60

Relativ aktivitds (%)
Relativ aktivitas (%)

40 40
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2 3 4 5 6 7 8 2 3 2 S . 2
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11. abra. A L. ramosa SZMC 11360 (A) és R. pusillus SZMC 11025 (B) extracellularis -
galaktozidazok hidrolitikus aktivitasanak pH optimuma és stabilitasa. A relativ aktivitas az
enzimmiikddéshez optimalis homérséklet €s pH koriilményen 30 perc inkubaciot kovetden mért
aktivitashoz (100%) viszonyitott adat. A feltiintetett adatok Ketté parhuzamos mérés atlagai.

A L.ramosa és R. pusillus B-galaktozidazok pH 6,0 feletti inkubacios koriilményeken
nagymértékii stabilitdst mutattak, elobbi enzimnél tobb, mint 80%, mig az utdbbi esetén
tobb, mint 90% relativ aktivitassal (11. abra). Shaikh és mtsai. (1997, 1999) pH 3,5-7,5
tartomanyban jellemezték a legnagyobb stabilitassal a Rhizomucor sp. B-galaktozidazat 24
ora eldinkubaciot kovetéen. A tisztitott M. pusillus p-galaktozidaz pH 3,5 feletti
reakciokoriilményen mutatott 80%-nal nagyobb relativ aktivitast 15 perc eldinkubéciot
alkalmazva (Ismail és mtsai., 1997). Az altalunk vizsgalt gombak B-galaktozidazai kevésbé
voltak stabilak savas kornyezetben (pH 2,2-5,0), aktivitasuknak 0,3-38%-at Orizték meg
atlagosan 24 6rés eldinkubaciot kovetden (11. abra). A pH 3,0 alatti erételjes relativ aktivitas

csokkenés konformacios instabilitasnak tudhatd be ebben a pH-tartomanyban (Ismail és
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mtsai., 1997). A pH 4,0-5,0 érték koriili inkubacioé alatt tapasztalt aktivitas csokkenés a
savanyu kornyezet enzimben 1évd katalitikus csoportok ionizécidjara gyakorolt hatdsanak
tulajdonithaté (Ismail €s mtsai., 1997). Viszont érdemes megemliteni, hogy az L. ramosa ¢és
R. pusillus B-galaktozidazok viszonylagos toleranciaval rendelkeznek a kornyezet enyhén
savanyt kémhatasaval (pH 4,0-5,0) szemben (11. abra), melynek kdszonhetden
potencidlisan felhasznalhatok tejsavo, illetve tejcukor hidrolizisére ipari folyamatok soran

(Shaikh és mtsai., 1999; De Jesus és Guimaraes, 2021).

5.6.3. Szubsztratspecificitas meghatarozas

A tisztitott L. ramosa és R. pusillus B-galaktozidazok szubsztratspecificitasat
tobbféle kromogén szubsztrat hidrolizisével vizsgaltuk. A szubsztratokat 0,7 mM
koncentracioban alkalmaztuk a reakcioelegyekben. Kisérleteinkben mindkét enzim
hatékonyabban hidrolizalta a pPNPG szubsztratot az ONPG szubsztrathoz viszonyitva. Az
ONPG szubsztratra alacsony affinitast azonositottak egy A. niger torzsbdl szarmazod f3-
galaktozidaz esetén is (O'Connell és Walsh, 2010). A pNPG ugyancsak kivalo szubsztrat a
[-galaktozidaz aktivitas kimutatasara (O'Connell és Walsh, 2007; Carneiro és mtsai., 2018),
igy az adatok elemzésében a pNPG alkalmazasanal kapott optikai denzitas értéket tekintettiik
100%-nak. Az eddig vizsgalt jaromsporas gomba B-galaktozidazok az oONPG mellett szintén
hatékonyan bontottak a pPNPG szubsztratot is (Ismail és mtsai., 1997; Saikh és mtsai., 1997,
1999); raadasul Saikh és mtsai. (1997) nagyobb szubsztrat preferenciat irtak le pNPG

szubsztratra Rhizomucor sp. enzim esetében.

9. tablazat. Kiilonboz6 aril-glikozidok hidrolizisének mértéke a tisztitott L. ramosa és R. pusillus -
galaktozidazokkal.

Hidrolizis mértéke (%)

Szubsztrat Kotés tipusa -
L. ramosa R. pusillus

p-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid B-galaktozid 100 100
o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid B-galaktozid 22 24
p-nitrofenil-a-D-galaktopiranozid a-galaktozid 81 86
p-nitrofenil-B-D-glikkopiranozid B-glikozid 27 24
o-nitrofenil-B-D-glikopiranozid B-glikozid 9 6
p-nitrofenil-a-D-gliikopiranozid a-gliikozid 3 2
p-nitrofenil-B-D-cellobiozid B-glikozid 3 1
p-nitrofenil-a-D-mannopiranozid a-mannozid 3 1
p-nitrofenil-B-D-xilopiranozid B-xilozid 6 1
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Mindkét  vizsgalt [B-galaktoziddz széles szubsztratspecificitdst —mutatott
kisérleteinkben. A B-galaktozidaz aktivitdsokra alkalmazott szubsztratok mellett kiemelkedd
bontast figyeltiink meg p-nitrofenil-a-D-galaktopiranozid szubsztraton, tovabba a pNPG
kontroll aktivitasanak 27%-a (L. ramosa enzim) és 24%-a (R. pusillus enzim) volt
megfigyelhetd a p-nitrofenil-p-D-gliikopiranozid szubsztrat esetén (9. tablazat).

Vidya és mtsai. (2020b) egy Aspergillus awamori galaktozidaz vizsgalatakor
ugyancsak széles szubsztratspecificitast figyeltek meg, az enzimre jellemzden kiemelkedd
a- és B-galaktozidaz aktivitassal. Az O'Connell és Walsh (2010) altal tanulmanyozott A.
niger B-galaktozidaz szintén erds affinitast mutatott az a-galaktozid kotést tartalmazo aril
szubsztrat felé. a-Galaktozidaz aktivitast ezen kiviil mas Aspergillus B-galaktozidaznal is
dokumentaltak (Sykes és mtsai., 1983). A tobbi vizsgalt a- és B-gliikozid, a-mannozid és -
xilozid kotést tartalmazo szubsztratokat kis hatékonysaggal bontottak az altalunk tesztelt

enzimek (9. tdblazat).

5.7. Lichtheimia ramosa p-galaktozidaz kédolé gének azonositasa

Vizsgélataink soran a L. ramosa SZMC 11360 izolatum kivaloé B-galaktozidaz
termeldnek bizonyult, ezért az enzim tisztitasaval és jellemzésével parhuzamosan célul
tlztik ki a L. ramosa genomjaban talalhatdo B-galaktoziddz enzimeket kodold gének
azonositasat és kifejezodésének vizsgalatat kiilonbozo tenyésztési koriilmények mellett.

A L. ramosa teljes genomjanak meghatarozasa 2014-ben fejezddott be
(https://mycocosm.jgi.doe.gov/Licral/Licral.home.html), ami nagymértékben elésegitette
az egyes gének keresését és azonositdsat. Munkank elején a mar elézetesen azonositott
Trichoderma atroviride pB-galaktozidaz (XP_013945605.1, Kubicek és mitsai., 2011)
aminosav szekvencidjaval homolog szekvencia keresést hajtottunk végre a Lichtheimia
genom adatbazisban. Két olyan aminosav szekvencia szakaszt azonositottunk (BGall és
BGal2), melyek nagyfoku hasonldésagot mutattak a Trichoderma B-galaktozidaz aminosav
szekvenciaval. A feltételezett B-galaktozidaz fehérjék legfontosabb jellemzdit a 10. tablazat
tartalmazza. A feltételezett -galaktozidaz fehérjék méretiikben, aminosav hosszisagukban
és izoelektromos pontjukban is kiilonboznek. Mind a két fehérjében azonositottuk a glikozid

hidrolaz 35 csaladra jellemzé domént (PF01301).
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10. tablazat. A L. ramosa genom adatbazisban azonositott feltételezett B-galaktozidaz fehérjék
fontosabb tulajdonsagai.

Jellemzék pGall pGal2
Protein 1D 48 6150
Genomi lokalizacio LK _23313:158404-161791 (+) LK 23329:331142-334525 (+)
Aminosav hossz 949 as 1034 as
Szamolt molekulatomeg (kDa) 106,42 118.71
Szamolt pl 4,61 6,27
Szignal szekvencia 16 és 17. as kdzott 23 és 24. as kozott

5.8. B-Galaktozidazt kédolo gének Kifejezodésének vizsgalata

A feltételezett L. ramosa [-galaktozidazokat kodold gének kifejezédésének
vizsgalatdhoz RT-gPCR technikat alkalmaztunk. Az inditészekvencidk megtervezése utan
optimalizaltuk a felszaporitas koriilményeit. Referencia génként a L. ramosa aktin génjét
valasztottuk (LK_23346:2074178-2075251 (+); protein 1D: 8725). Az RNS kivonashoz a
gombat malata kivonatot vagy buzakorpat tartalmazo tapkdzegre oltottuk. A tenyésztést hét
napig végeztik 37 °C-on. A gének kifejezddésének vizsgélatat a 4. naptol kezdddden
végeztiik el. A 12. dbran lathat6, hogy malata kivonatot tartalmazo taptalajon a f-gall gén
kifejezOdése szignifikansan (p<0,05) csokkent a 6. napon (12.A abra), mig a f-gal2
kifejez6dése az 5. napon csokkent (12.C abra).
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12. abra. Génkifejez0dés vizsgalata malatas (A és C) és buzakorpat tartalmazo fermentacios
kozegben (B és D).
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A buzakorpat tartalmazo taptalajon a f-gall kifejezodése szignifikansan (p<0,05)
noétt a 6. napon (12.B abra), mig a p-gal2 kifejezddése szignifikansan (p<0,05)
megemelkedett mind az 5., mind pedig a 6. napon (12.D abra). A korabban elvégzett
fermentacios tesztekben a legnagyobb B-galaktozidaz aktivitast a leoltastdl szamitott 5-6.
napon mértiik bluzakorpat tartalmazo kozegben torténd tenyésztést kovetden (lasd 5.2.

fejezet).

5.9. B-Galaktozidaz gének funkcionalis vizsgalata

5.9.1. Uracil auxotrof torzs 1étrehozasa CRISPR-Cas9 rendszerrel

A gének funkciondlis vizsgalatahoz sziikségiink van egy megbizhat6 és konnyen
alkalmazhaté génmanipulacidés eszkozre, valamint egy jol miikodd transzformacios
rendszerre. Jaromsporas gombak esetén a hagyomanyos transzformacios modszerekkel
meglehetdsen nehéz stabil integrativ mutansokat elddllitani, azonban az elmult években
sikeresen alkalmaztak a CRISPR-Cas9 rendszert e gombacsoport bizonyos tagjainak, azaz
Mucor lusitanicus (Nagy és mtsai., 2017), L. corymbifera (Ibragimova és mtsai., 2020) és R.
delemar (Bruni és mtsai., 2019) gombak genetikai modositasara.

A transzformacios kisérletekhez sziikségiink van egy megfeleld szelekcids markerre.
Jaromsporas gombak esetében gyakran alkalmaznak wuracil auxotrof torzseket a
transzformacids kisérletekhez. Uracil auxotrdf torzset tobbféle mddon lehet 1étre hozni; 1.
klasszikus mutagenezissel (kémiai vagy fizikai modszerekkel), vagy 2. az uracil
bioszintézisben szerepet jatszo orotidin-5’-foszfat dekarboxilaz gének (pyrG vagy pyrF)
elrontasaval.

L. ramosa esetében nem rendelkeziink hatékony transzformacids rendszerrel, ezért a
kisérleteink megkezdésekor optimalizaltuk és adaptaltuk a jaromsporas gombak esetén
alkalmazott PEG medialt protoplaszt transzforméciot. A protoplasztok képzéséhez fiatal
telepeket, tigynevezett paranytenyészeteket hasznaltunk. A paranytenyészeteket éti csiga
gyomrabdl prepardlt enzimet tartalmazo pufferbe helyeztiik és allandé razatas (60 rpm)
mellett szobahOmérsékleten inkubaltuk. Ozmotikus kozegnek 0,8 M szorbitolt
alkalmaztunk. A mintakat 1-1,5-2-2,5 6ra utan mikroszkdppal ellendriztiik és figyeltiik a
protoplasztok megjelenését (13. abra). Két ora elteltével a képzddd protoplasztok szama nem
emelkedett jelentdsen, igy a tovabbi transzformacids kisérletekhez két oran keresztiil

inkubaltuk a paranytenyészeteket a protoplasztalo oldatban.
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13. abra. L. ramosa protoplasztja. A méretskala 20 pm-nek felel meg.

Ahhoz, hogy egy uracil auxotrof mutans torzset hozzunk létre, sziikséges az uracil
bioszintézisben szerepet jatszo pyrG gén elrontdsa. A gén elrontasat 5-FOA segitségével
tudjuk ellendrizni. A funkcid képes PyrG az 5-FOA-t 5-fluorouridin-monofoszfatta alakitja,
mely toxikus a sejt szamara (Boeke és mtsai., 1987; Liu és mtsai., 2015). Eldszor
megvizsgaltuk, hogy az 5-FOA milyen koncentracioban képes a Lichtheimia-t gatolni.
Ehhez a torzset 1 mg/ml, illetve 1,5 mg/ml 5-FOA-t tartalmaz6 minimal taptalajra oltottuk
mind pedig az 1,5 mg/ml 5-FOA képes volt gatolni a gomba ndvekedését. A tovabbiakban

a transzformacios kisérletekhez 1,5 mg/ml 5-FOA koncentraciot alkalmaztunk.

YNB+1 mg/ml
5-FOA

YNB+1,5 mg/ml
5-FOA

14. abra. L. ramosa tenyészet morfoldgiaja 5-FOA-val kiegészitett minimal taptalajon.

Az 5-FOA ¢érzékenység megallapitast kovetéen a L. ramosa pyrG génjére specifikus
CrRNS-t terveztiink és megkezdtik a gén elrontasat célzo kisérleteket. A protoplasztok
képzését kovetden a protoplasztokat sziirtiik és hozzajuk adtuk a pyrG specifikus crRNS-t,
tracrRNS-t és a Cas9 endonukleazt. Homolog végeket tartalmazo templat DNS nélkiil a Cas9
altal kivaltott duplaszala DNS torést a ,,nem homolog végek™ Osszekapcsolasat (NHEJ)

végz6 mechanizmusok javitjak. A transzformalas utan a sejteket 1,5 mg/ml 5-FOA-val és
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0,05% uracillal (m/v) kiegészitett minimal taptalajra szélesztettiik. A csészéket 37 °C-on 4-
10 napig inkubéltuk a telepek megjelenéséig. Osszesen 20 transzformans telepet izolaltunk,
melyeket tovabb oltottunk uracillal kiegészitett minimal taptalajra. Mindegyik telepbdl
genomi DNS-t vontunk ki, majd PCR segitségével felszaporitottuk a pyrG gént. A PCR
termékeket szekvenaléassal ellendriztiik és 0sszehasonlitottuk a sziildi torzs szekvencidjaval
(15. abra). Tizenhat mutans izolatum esetében sikeriilt bizonyitanunk a pyrG elrontasat.
Mind a 16 torzs esetében delécid keletkezett a protospacer melletti motivum (PAM)
szekvencia elotti protospacer szekvenciaban. A 15. abran lathatd, hogy a mutaciok hossza
az egyes izolatumok esetében eltérd volt. A leghosszabb deléciot — négy nukleotid kiesése —

az M15-6s izolatum esetében tapasztaltuk.

pyrG target—

protospacer PAM
L. ramosa SZMC11360 5" AAAAAGCACGACTTTATGATTTTCGAGQEATCGCA 3’
L. ramosa M1 5" AAAAAGCACGACTTTATGATT*TCHAGGATCGCA 3’
L. ramosa M2 5" AAAAAGCACGACTTTATGATT*TCHAGGATCGCA 3’
L. ramosa M4 5" AAAAAGCACGACTTTATGATT*TCHAGGATCGCA 3’
L. ramosa M7 5 AAAAAGCACGACTTTATGATT*TCHAGEATCGCA 3’
L. ramosa M9 5 AAAAAGCACGACTTTATGATT*TCHAGGATCGCA 3’
L. ramosa M10 5 AAAAAGCACGACTTTATGATT*TCHAGGATCGCA 3’
L. ramosa M11 5 AAAAAGCACGACTTTATGATT*TCHAGGATCGCA 3’
L. ramosa M12 5’ AAAAAGCACGACTTTATGATT*TCHAGGATCGCA 3’
L. ramosa M13 5’ AAAAAGCACGACTTTATGA***TCGAGQATCGCA 3’
L. ramosa M14 5’ AAAAAGCACGACTTTATGATT*TCHAGGATCGCA 3’
L. ramosa M15 5’ AAAAAGCACGACTTTATGATT****| AGQATCGCA 3’
L. ramosa M16 5’ AAAAAGCACGACTTTATGATT*TCHAGEATCGCA 3’
L. ramosa M17 5’ AAAAAGCACGACTTTATGATT*TCHAGEATCGCA 3’
L. ramosa M18 5 AAAAAGCACGACTTTATGATT*TCHQAGEATCGCA 3’
L. ramosa M19 5 AAAAAGCACGACTTTATGA***TCGAGYATCGCA 3’
L. ramosa M20 5 AAAAAGCACGACTTTATGATT*TCHQAGEATCGCA 3’

15. abra. A CRISPR-Cas9 deléciot indukal a L. ramosa pyrG gén megcélzott helyein. Az LrpyrGer
protospacer segitségével megcélzott pyrG gén helyének szekvenciaja és az indukalt mutaciok helye
(csillag) a 16 eredményiil kapott torzsben.

Tanszékiinkon korabban sikeresen alkalmaztak a CRISPR-Cas9 rendszert a
jaromsporas gombak genomjanak a modositasara. Nagy és mtsai. (2017) sikeresen hasznalta
a rendszert a fitoén-dehidrogenazt kodold carB gén elrontdsara. A carB gén elrontasat
kovetden azonban a NHEJ hibajavitdo mechanizmus egy, a szomszédos géneket is érintd, 2,5
kb hossztsagu deléciot eredményezett. A kdzeli rokon L. corymbifera gombaban is sikeresen
alkalmaztak a CRISPR-Cas9 rendszert a pyrG gén elrontasara (Ibragimova és mtsai., 2020).

L. corymbifera esetében a deléciok hossza egy és ot nukleotid kozé esett. Ugyancsak
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sikeresen hasznaltak a rendszert R. delemar esetében is, ahol a pyrF gént rontottak el
CRISPR-Cas9 segitségével (Bruni és mtsai., 2019). A pyrF génben egy nukleotidot érintd
pontmutaciot tudtak kimutatni a protospacer szekvenciakban. Tekintettel arra, hogy a Mucor
esetében a NHEJ egy igen kiterjedt deléciot eredményezett, a CRISPR-Cas9 altal kivaltott
NHEJ okan minden esetben sziikséges a létrehozott mutansok molekularis jellemzése.
Ahogy a 15. dbran lathato, az M15-6s izolatum esetében négy nukleotidot érintd
deléciot tudtunk kimutatni. Egy esetleges mutacio revertalddéas elkeriilése érdekében a
tovabbi vizsgalatokhoz az M15 jelli izolatumot valasztottuk ki. Megvizsgaltuk az izolatum
novekedését és enzimaktivitasat. A pyrG gén elrontasanak hatasara az M 15 jelt gombatorzs
novekedése lelassult a sziil6i torzshdz képest. Azonban a mutans torzs P-galaktozidaz
aktivitasa nem valtozott a sziil6i térzshoz képest. A kozeli rokon M. lusitanicus esetében az
uracil auxotrofia kihat a gombatorzs novekedésére és virulenciajara (Binder és mtsai., 2018).
Hasonlo fenotipust talaltak L. corymbifera esetében is (Ibragimova és mtsai., 2020). Ugy

tlinik, hogy a pirimidin bioszintézis befolyassal bir ezen folyamatokra.

5.9.2. Vektorkonstrukciok szerkesztése tultermeld torzs létrehozasahoz

A L. ramosa genomja kett6 B-galaktozidaz enzimet kodold gént (f-gall és f-gal2)
tartalmaz. A gének molekularis biologiai jellemzésének céljabol olyan vektorkonstrukciokat
terveztiink, melyek lehet6vé teszik az egyes gének talmiikodését. Jelen vizsgalatok célja,
hogy a létrehozott plazmidokat a L. ramosa M 15 uracil auxotr6f mutans torzsbe juttassuk és
megvizsgaljuk, hogy a gének kopiaszamanak ndvelése (géndozis hatas) hatassal lenne-e - és
ha igen, akkor milyen mértékben - a gomba p-galaktozidaz termelésére.

A L. ramosa SZMC 11360 genomjabol PCR segitségével felszaporitottuk a
funkcioképes pyrG gént sajat promoter és terminalis szekvencidval. A felszaporitott pyrG
geént ezutan pJetl.2blunt vektorba vittiik be, 1étrehozva a pJetLrpyrG plazmidot. A plazmid
ellendrzését kovetden elvégeztik annak Xbal endonukleazzal vald hasitasat. Masodik
lépésként PCR segitségével felszaporitottuk a f-gall és f-gal2 géneket sajat promoter és
termindlis szekvencidkkal. A PCR reakciot kovetden a géneket egyenként a pJetLrpyrG
plazmidba klonoztuk Xbal enzim segitségével, igy létrechozva a pletLrpyrGbgall és
pJetLrpyrGbgal2 vektorokat. A 1étrehozott vektorok hordozzak a bakterialis szelekcidhoz
sziikséges ampicillin rezisztenciat biztositdo gént, a Lichtheimia pyrG gént és a Lichtheimia
B-galaktozidazt kodolo gént (16. abra). A 1étrehozott vektor konstrukciokkal megkezdtiik a

transzformacios kisérleteket.
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D_y,o

pJetLrpyrGbgal1 pJetLrpyrGbgal2
11678 bp 11628 bp

16. abra. A L. ramosa B-galaktozidazt kodold gének talmiikodtetéséhez készitett expresszios
vektorok.

5.9.3. Vektorkonstrukciok szerkesztése heterolog termeltetéshez

Megkezdtiik vektorkonstrukcidk létrehozasat a L. ramosa B-galaktozidaz fehérjék
heterolog rendszerben torténé termeltetéséhez is. A Pichia pastoris egy metilotrof éleszto,
¢s képes a metanolt egyediili szénforrasként hasznositani. Széles korben alkalmazzak
fehérjék heterolog rendszerben vald termeltetésére (Juturu és Wu, 2018). Munkank soran
olyan vektorkonstrukciokat hoztunk Iétre, melyekkel terveink szerint nagy hozamban
termeltethetdk a Lichtheimia B-galaktozidazok Pichia rendszerben. Kisérleteinkhez a P.
pastoris KM71H torzset valasztottuk. A heterolog expressziohoz a pPiczo vektort
valasztottuk, mely tartalmazza a bakterialis €s élesztd szelekcidhoz sziikséges Zeocin
rezisztenciat biztositd gént, az AOX1 (alkohol oxidaz 1) gén promoter és terminalis
szekvencigjat, valamint a fehérje szekréciohoz sziikséges éleszté a-faktor szignal
szekvenciat. A promotert indukdlni lehet metanollal, igy nagymértékii fehérjetermelést
tudunk elérni az élesztdvel.

Reverz transzkripcio PCR (RT-PCR) segitségével felszaporitottuk a Lichtheimia f3-
galaktozidazt kodold gének cDNS szekvencigjat, melyeket Xhol-Xbal hasité enzimek
segitségével a pPicza vektorba klonoztunk (17. abra). A klonozas soran a cDNS szekvenciak
37 végérdl eltavolitottuk a STOP kodont és tigyelve a leolvasasi keretre hat hisztidint (HIS)
kodolo szakasszal toldottuk meg a szekvenciakat. A HIS-toldalék lehetévé teszi a gyorsabb
¢s egyszerlibb tisztitast a fermentacidt kovetden. A létrehozott vektorkonstrukciokkal ezt
kovetden megkezdtiik a transzformacios kisérleteket. A transzformansok ellendrzése, majd

a termeltetési rendszer kialakitasa és optimalizalasa jelenleg folyamatban van.
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pPiczalLrbgal2
6599 bp

pPiczalLrbgal1
6599 bp

17. abra. A L. ramosa (3-galaktozidazt kodold gének heterolog rendszerben torténd termeltetését
lehet6vé tevd vektorkonstrukciok.
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6. OSSZEFOGLALAS

A B-galaktoziddz enzim a glikozidos kotést hidrolizalja a diszacharid laktoz
molekuldban. Hidrolitikus aktivitasa mellett transzgalaktozilaciés reakciok katalizalasara is
képes, melynek eredményeként prebiotikus hatasa oligoszacharidok (GOS, OsLu)
keletkezhetnek. Bioldgiai jelentdségiikon kiviil fontos szerepet toltenek be egyes
¢lelmiszeripari folyamatokban is. Fontosak példaul laktdzzal kapcsolatos kikristalyosodas
megeldzésében tejtermékekben és fagyasztott élelmiszerekben, ezaltal megakadalyozva a
termék mindségének leromlasat. Hidrolitikus aktivitasat ezen kiviil laktozmentes termékek
eldallitasara alkalmazzak. Napjainkban a legtobb kereskedelmi forgalomban elérhetd [-
galaktoziddz mikrobidlis forrasbdl szarmazik. Az ipari és biotechnologiai fejlesztésekhez
ugyanakkor sziikkség van a hidrolitikus és/vagy szintetikus reakcidok katalizalasa
szempontjabol eldnyds tulajdonsagokkal rendelkezd 10j enzimek azonositasara. A
jaromsporas gombak kozott sok kivald enzimtermeld (pl. celluldz, lipaz), torzs talalhato, e
gombdk [-galaktoziddz termelése azonban egy kevésbé kutatott teriilet. Az enzimek
szintetikus és hidrolitikus aktivitasardl, biokémiai jellemzdirdl, gyakorlati szempontbol
fontos funkcionalis tulajdonsagairol szintén kevés informacioval rendelkeziink.

A doktori munkdm soran célul tliztiik ki a Mucorales és Mortierellales rendekbe
tartoz6 jaromsporas gombak B-galaktozidaz aktivitasanak részletes vizsgalatat. Terveink
kozott szerepelt enzimtermeld torzsek azonositdsa, az enzimtermelés kiilonbozd induktiv
koriilményeken torténd elemzése, enzimek prebiotikus oligoszacharid szintézist katalizalo
potencialjanak vizsgalata, tisztitott enzimek biokémiai tulajdonsagainak feltarasa, valamit
galaktozidaz kodolo gének azonositasa és jellemzése. Célunk volt a galaktozidaz enzimet
kodolo gének kifejezddésének vizsgalata, galaktoziddz génben diszruptiv, illetve az enzimet
tultermeld gombatdrzs(ek) létrehozdsa €s az enzim heteroldg rendszerben torténd

termeltetése iS. A kutatasi program soran az alabbi eredményeket sikertiilt elérniink:

1. Azonositottunk p-galaktozidaz termeld jaromsporas gombatorzseket.

A Lichtheimia, Mortierella, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus ¢és Umbelopsis
nemzetségekbdl 99 izolatum enzimtermelését teszteltiik kromogén taptalajon. Osszesen 66,
foként Lichtheimia, Rhizomucor és Umbelopsis torzs esetén tapasztaltunk detektalhatod
enzimtermelést. Eredményeink alapjan a Lichtheimia ramosa SZMC 11360, Lichtheimia
corymbifera SZMC 11361, Lichtheimia hyalospora SZMC 11364, Rhizomucor miehei
SZMC 11005, R. miehei SZMC 11014, Rhizomucor pusillus SZMC 11025, Rhizopus
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microsporus var. oligosporus SZMC 13619, Mortierella echinosphaera SZMC 11251,
Umbelopsis longicollis SZMC 11208 és Umbelopsis ramanniana var. angulispora SZMC
11234 torzsek bizonyultak legjobb B-galaktozidaz termeldnek az alkalmazott tenyésztési

koriilményen.

2. Egyes izolatumoknal fokozott B-galaktozidaz termelést azonositottunk laktozt
és/vagy buzakorpat tartalmazé fermentacios koriilményeken.

A legjobb termeldket SmF és SSF koriilményeken tenyésztve teszteltiik a laktoz és a
buzakorpa B-galaktozidaz termelésre gyakorolt hatasat. A laktozt tartalmazo tapoldatban az
U. longicollis, a L. hyalospora és a R. pusillus termelte legnagyobb hozamban az enzimet.
Mérsékelt hozamot tapasztaltunk a R. miehei SZMC 11005 és U. ramanniana var.
angulispora izolatumoknal. Buzakorpaval kiegészitett laktoz tartalma tapoldatban az
enzimtermelés mértéke joval nagyobb volt, mint biizakorpa nélkiil. A buzakorpa-laktoz
tapoldatban a R. miehei SZMC 11014 ¢és a R. pusillus izolatumoknal kaptuk a legnagyobb
enzimaktivitas hozamot. Az SSF rendszerben a buzakorpa tovabb ndvelte az enzimhozamot
tobb vizsgalatra kivalasztott fonalas gombanal az SmF tapkozeghez képest. A Lichtheimia,
Rhizomucor és Rhizopus gombak jobb enzimtermeldk voltak szilard fazison (SSF), mint az
Umbelopsis és Mortierella izolatumok. Ahogy a kétféle SmF tapkozegben, ugy az SSF
esetében is a R. pusillus adta a legnagyobb B-galaktozidaz hozamot, habar emlitésre mélt6 a
Lichtheimia gombaknal tapasztalt aktivitds hozam is. A buzakorpa-alapi fermentaciok
eredményeit Osszehasonlitva lathatd, hogy a maximalis enzimhozamok tobbségét SSF
rendszerben értiik el. Eredményeink szerint a buzakorpa idealis szubsztrat 3-galaktozidaz

termelés indukaldsara Mucoromycota gombak esetén.

3. Prebiotikus oligoszacharidokat allitottunk eld nyers p-galaktozidazokkal tobbféle
reakciokoriilményen.

Részleges tisztitast kovetden vizsgaltuk a L. ramosa és R. pusillus gombakbol
buzakorpa-alapti SSF rendszerben nyert, B-galaktozidaz-aktiv kivonatok transzgalaktozidaz
aktivitasat. A tesztekben négyféle reakciokoriilménybe vittiink be kiilonbozo, glikozil
donorként és/vagy akceptorként funkcionald vegyiileteket. Laktoz, sovany tejpor, laktdz-
fruktoz és ONPG-szukroz-alap reakcioelegyeket allitottunk Ossze, majd az inkubaciot
kovetéen HPLC-MS/MS modszerrel vizsgaltuk az oligoszacharidok mindségét és
mennyiségét enzimet tartalmazd és enzimmentes mintdkban. Tri- és tetraszacharidokat

egyarant tudtunk kimutatni a reakcidelegyekben, azaz a részlegesen tisztitott
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enzimkivonatok képesek oligoszacharid szintézis katalizalasara. Szubsztrattol fliggden GOS
¢és kiilonbozé FOS, példaul laktoszukréz vagy izoraffindz, jelenlétét mutattuk ki.
Megallapitottuk, hogy mindkét vizsgalt enzim jelentds transzgalaktozidaz aktivitassal
rendelkezik, és a R. pusillus nyers B-galaktozidaz teljes szintetikus kapacitasa a L. ramosa
enzim esetén tapasztaltndl nagyobb. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a
vizsgélatunkban tisztitott nyers [-galaktoziddz-aktiv koktélok transzfruktozilacids
aktivitassal is rendelkezhetnek, amely felelds lehet az ONPG-szachar6z keverékkel végzett
reakciokban megjelend egyes FOS komponensekért.

A GOS ¢és FOS molekulék prebiotikus cukrokként hasznalhatok, ezért megvizsgaltuk
egyes eldallitott oligoszacharid-dis keverékek Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium animalis subsp. lactis és Saccharomyces boulardii
probiotikumok novekedésre gyakorolt aktivitdsat. A felszabaduld o-nitrofenol lehetséges
novekedés gatld hatasa miatt csak a laktdz-fruktodz, sovany tejpor és laktoéz kiindulési
szacharidokat tartalmazd reakcidelegyeket vizsgaltuk. A legtdbb tesztben az
oligoszachariddal dusitott mintak stimulaltak a probiotikumok novekedését. A
probiotikumokra mutatott hatas nem fliggott a kiilonféle reakcidrendszerek oligoszacharid-
tartalmatol, azonban a korrelaci6 analizis kapcsolatot tart fel a novekedést tdimogatd aktivitas
¢és egy adott minta oligoszacharid-tartalmanak valtozasa kozott. Minél nagyobb volt egy
adott reakcidminta oligoszacharid-tartalma az enzimkezelés utan, annél jobbnak bizonyult a

vizsgélatainkba bevont probiotikus mikroorganizmusok szaporodasa.

4. Izolaltunk B-galaktozidaz enzimeket, és elemeztiik néhany gyakorlati szempontbol
jelentds biokémiai tulajdonsagukat.

A L. ramosa és R. pusillus gombakbol extracellularis P-galaktozidaz tisztitast
végeztiink. Az enzimek nagy mennyiségli termeltetésé¢hez buzakorpa-alapti SSF tapkozeget
alkalmaztunk. A nyers kivonatokbol valdo enzimfehérje tisztitast ammonium-szulfat
frakcionalassal, majd kromatografias elvalasztassal végeztiik. A L. ramosa és R. pusillus p-
galaktoziddzok 25,59 és 49,87-szeres tisztulasat értiik el 1,33% ¢és 4,07% kihozatal mellett.
Denaturdlo gélelektroforézissel 90 kDa koriil allapitottuk meg a tisztitott enzimek
molekulatomegét. Zimografiai analizissel B-galaktozidaz aktivitast, €s kortilbeliil 242 kDa
nativ molekulaméretet mutattunk ki a tisztitott enzimfehérjékre.

Meghataroztuk a tisztitott L. ramosa és R. pusillus enzimaktivitasok néhany
biokémiai jellemzdjét. A L. ramosa enzim miikodésének optimalis hdmérsékletet 50 °C, mig

a R. pusillus p-galaktozidazét 55 °C kériil allapitottuk meg. Erdemes kiemelni, hogy a L.
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ramosa f-galaktozidaz 60 °C és 70 °C homérsékleteken is az aktivitasanak legalabb 50%-at
mutatta. Négy oras eldinkubaciot kdvetden mindkét enzim nagyfokl stabilitast mutatott a
miikédési optimum homérsékletig. Mindkét vizsgalt B-galaktozidaz aktivitas esetén pH 6,0
koriili miikodési optimumot azonositottunk. A L. ramosa és R. pusillus B-galaktozidazok pH
6,0 feletti inkubacids koriilményeken nagymértékii stabilitast mutattak, elobbi enzimnél
tobb, mint 80%, mig az utdbbi esetén tobb, mint 90% relativ aktivitassal. Az enzimek
mérsékelt toleranciaval rendelkeztek a kornyezet enyhén savanyu (pH 4,0-5,0) kémhatasaval
szemben.

Az enzimek szubsztratspecificitdsat is meghataroztuk, melyhez tobbféle kromogén
szubsztratot alkalmaztunk. A vizsgalat soran mindkét vizsgalt B-galaktozidaz széles
szubsztratspecificitast mutatott, és hatékonyabban hidrolizalta a pPNPG szubsztratot az oONPG
szubsztrathoz viszonyitva. a-Galaktozid kotést tartalmazd szubsztratra és egyes [-

gliikozidok esetében kiemelkedd bontast figyeltiink meg.

5. Azonositottunk B-galaktozidaz kodolé géneket, jellemeztiik a kodolt fehérjéket.
Génkifejez6dés vizsgalatokat végeztiink kiillonb6z6 fermentacios koriilményeken.

A kivalo B-galaktoziddz termelOnek bizonyult L. ramosa gombat vontuk be a
vizsgalatokba. A Lichtheimia genom adatbazisban homoldg szekvencia keresést hajtottunk
végre Trichoderma atroviride B-galaktozidaz aminosav szekvencia felhasznalasaval. Két
olyan feltételezett fehérjét azonositottunk (BGall és PGal2), melyek nagyfoku hasonlosagot
mutattak a Trichoderma p-galaktozidazzal. A két feltételezett P-galaktozidaz fehérje
méretben, aminosav hosszisagban ¢és izoelektromos pontban is eltér. Mindkettében
azonositottuk a glikozid hidrolaz 35 csaladra jellemz6 domént. Az azonositott L. ramosa f3-
galaktozidaz gének kifejezddésének vizsgalatdhoz RT-qPCR technikat alkalmaztunk. A
buzakorpat tartalmaz6 taptalajon a f-gall kifejezodése a 6. napon, mig a f-gal2 kifejezodése
az 5. és a 6. napokon emelkedett; fermenticios tesztekben az 5-6. napokon meértiink

legnagyobb enzimaktivitast.

6. Transzformacios rendszert allitottunk be pB-galaktozidaz kodolo gének funkcionalis
vizsgalatahoz.

Gének funkcionalis vizsgalatakor jaromsporads gombakban gyakran alkalmaznak
uracil auxotrof torzseket a transzformdacios kisérletekhez, melyhez eldzetesen sziikség van
az uracil bioszintézisben szerepet jatszo pyrG gén elrontasara. L. ramosa esetében

ugyanakkor nem rendelkeztiink hatékony transzformacids rendszerrel. Munkankban

74



optimalizaltuk és adaptaltuk a PEG-medialt protoplaszt transzformaciot L. ramosa fonalas
gombara, majd sikerrel létrehoztunk 16 L. ramosa uracil auxotrof mutans torzset.
Jellemeztiik a tovabbi vizsgalatokhoz kivalasztott torzs novekedését és P-galaktozidaz
aktivitasat. A pyrG gén elrontasanak hatasara a gomba novekedése lelassult a sziil61 torzshoz

képest, azonban a [-galaktozidaz aktivitadsa nem valtozott.

7. Vektorkonstrukciokat szerkesztettiink p-galaktozidaz tdaltermelé  torzs
létrehozasahoz és az enzimfehérje heterolog termeltetéséhez.

A kisérletekben olyan vektorkonstrukciokat hoztunk 1étre, melyek lehetdvé teszik az
egyes L. ramosa f-galaktozidaz gének tulmiikddését, azaz annak vizsgalatat, hogy a gének
kopiaszdmanak novelése hatassal van-e a gomba B-galaktozidaz termelésére. A vektorok a
bakterialis szelekcidhoz sziikséges ampicillin rezisztenciat biztositdé gént, a Lichtheimia
pyrG gént és a Lichtheimia B-galaktozidazt kodold gént egyarant hordozzak. A létrehozott
vektorkonstrukciokkal megkezdtiik a transzformacios kisérleteket.

Munkank soran L. ramosa B-galaktozidaz fehérjék heteroldég rendszerben torténd
termeltetését lehetdveé tevd vektorkonstrukcidkat is létrehoztunk. A vektorok segitségével
reményeink szerint nagy hozamban termeltetheték a Lichtheimia B-galaktozidazok Pichia
pastoris-alapi rendszerben. A transzformacios kisérleteket megkezdtiik, jelenleg a
transzformansok ellendrzése, majd a termeltetési rendszer kialakitasa és optimalizalasa van

folyamatban.

Eredményeink értékes adatokkal szolgalnak a Mucoromycota gombak, koztiik
az eddig még nem vizsgalt Lichtheimia, Mortierella és Umbelopsis csoportok, f-
galaktozidaz termel6é képességérol. A nagy hidrolitikus aktivitasu izolatumok az
¢lelmiszeriparban hasznosithato B-galaktozidazok kivalo forrasai lehetnek. Boviiltek
ismereteink induktorok jelenlétében torténoé enzimhozamokrol, az enzimek folyadék és
szilard fazisa termeltetési lehetdségeirél. Tudomasunk szerint elséként végeztiink
olyan siillyesztett fermentacios vizsgalatokat, amelyekben laktozt és biizakorpat egyiitt
alkalmaznak B-galaktozidaz termelés induktorként. Azonositottuk a L. ramosa és R.
pusillus gombak [-galaktozidazainak transzgalaktozilacios aktivitasat, valamint
transzfruktozilaciot katalizalni képes enzimek termelését is igazoltuk. Az azonositott
szintetikus aktivitaisok magas prebiotikus indexii funkcionalis oligoszacharid
keverékek eloallitasahoz jarulhatnak hozza, melyek egészségvédoé adalékok lehetnek

bizonyos termékekben. Els6ként izolaltunk p-galaktozidaz enzimet L. ramosa

75



gombabol, gyakorlati jelentoségii informaciokat szereztiink enzimek biokémiai
tulajdonsagairol. Kutatasaink elsoként mutattak ra p-galaktozidaz kodolo genetikai
elemekre ¢és fermentacios Kkoriilményeken valo Kkifejezodésiikre jaromsporas
gombakban. Altalanosan alkalmazhat6 transzformaciés rendszert dolgoztunk ki L.
ramosa gombaban, valamint B-galaktozidaz homolog és heterolog termeltetésére
alkalmas vektorkonstrukciokat is szerkesztettiink. A jellemzett enzimek és az eddig
elért termeltetési eredmények ugyancsak Kkivalé alapul szolgalhatnak késébbi

gyakorlati fejlesztésekhez.
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7. SUMMARY

The B-galactosidase enzyme hydrolyzes the glycosidic bond in the disaccharide
lactose molecule. The enzyme is also capable of catalyzing transgalactosylation reactions,
resulting in the potential formation of prebiotic oligosaccharides (e.g., galacto-
oligosaccharides, lactulose derived galacto-oligosaccharides). The 3-galactosidase plays an
important role in some food industry processes. For instance, they are used to prevent the
lactose-related crystallization in dairy products and frozen foods. Its hydrolytic activity is
also used to produce lactose-free products. Nowadays, most commercially available B-
galactosidases are derived from microbial sources. The industrial and biotechnological
developments require the identification of new enzymes with beneficial and exploitable
hydrolytic and/or synthetic properties. There are many excellent enzyme-producing (e.g.,
cellulase, lipase) strains among zygomycetes, but their f-galactosidase production is still an
understudied area. Little information is also available on the synthetic and hydrolytic
activities, biochemical characteristics, as well as on the industrially important functional
properties of the produced enzymes.

In this work, we aimed to conduct a detailed investigation of the B-galactosidase
activity of zygomycete fungi belonging to the orders Mucorales and Mortierellales. We
planned to perform the identification of enzyme-producing strains, the assay of enzyme
production under inductive conditions, the analysis of the catalyzing potential of enzymes
for prebiotic oligosaccharide synthesis, the exploration of the biochemical properties of
purified enzymes, and the identification and characterization of genes encoding
galactosidase enzyme. Our goals also included the investigation of the expression of genes
encoding galactosidase enzyme, the set-up of fungal strain(s) that have disruption in their
galactosidase gene or capable of overproducing the enzyme, as well as the production of the
enzyme in a heterologous system. The following results have been achieved during the

research program:

1. p-Galactosidase-producing zygomycetes strains have been identified.

The enzyme production of 99 isolates from the genera Lichtheimia, Mortierella,
Mucor, Rhizomucor, Rhizopus and Umbelopsis was tested on chromogenic medium. A total
of 66 strains, mainly in the groups of Lichtheimia, Rhizomucor and Umbelopsis, showed
detectable enzyme production. The Lichtheimia ramosa SZMC 11360, Lichtheimia
corymbifera SZMC 11361, Lichtheimia hyalospora SZMC 11364, Rhizomucor miehei
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SZMC 11005, R. miehei SZMC 11014, Rhizomucor pusillus SZMC 11025, Rhizopus
microsporus var. oligosporus SZMC 13619, Mortierella echinosphaera SZMC 11251,
Umbelopsis longicollis SZMC 11208 and Umbelopsis ramanniana var. angulispora SZMC

11234 isolates proved to be the best B-galactosidase producers.

2. Increased p-galactosidase production was identified in some isolates under
fermentation conditions containing lactose and/or wheat bran.

The effect of lactose and wheat bran on -galactosidase production was tested by
cultivating the best producers under submerged and solid-state fermentation conditions. The
U. longicollis, L. hyalospora and R. pusillus resulted in the highest enzyme yield in lactose-
containing broth medium. A moderate yield was observed in R. miehei SZMC 11005 and U.
ramanniana var. angulispora isolates. The level of enzyme production in the lactose-
containing medium supplemented with wheat bran was better than in the environment
without wheat bran. The R. miehei SZMC 11014 and R. pusillus isolates had the highest
enzyme yield in wheat bran-lactose broth medium. For most fungi tested, cultivation in
wheat bran-based solid-state fermentation further improved the B-galactosidase yields
obtained during the two submerged fermentations. In solid system, the enzyme production
of Lichtheimia, Rhizomucor and Rhizopus fungi was superior to those of the Umbelopsis and
Mortierella isolates. As in the two submerged fermentation tests, R. pusillus exhibited the
best PB-galactosidase yield during solid-state fermentation, but the activity yields of
Lichtheimia fungi are also worth mentioning. Comparing the results of wheat bran-based
fermentations, most of the maximal enzyme yields were achieved under the solid culture
condition. Collectively, it can be concluded that wheat bran is an ideal substrate to induce

the B-galactosidase production in Mucoromycota.

3. Prebiotic oligosaccharides were produced with crude p-galactosidases under various
reaction conditions.

Transgalactosylation activity of partially purified -galactosidase-active cocktails
from L. ramosa and R. pusillus obtained on wheat bran-based solid fermentation was also
studied. Four sets of conditions were applied in a parallel experiment, each containing
different compounds as the glycosyl donor and/or acceptor. Lactose, skim milk, lactose-
fructose and o-nitrophenyl-p-D-galactopyranoside-sucrose-based mixtures were prepared,
and after the incubation, the formation of oligosaccharides in enzyme-containing and

enzyme-free samples was examined by mass spectrometry. Both tri- and tetrasaccharides
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were also detected in the reaction mixtures, i.e., the partially purified enzyme extracts were
able to catalyze oligosaccharide synthesis. Presence of galacto-oligosaccharides and
different fructo-oligosaccharides, such as lactosucrose or isoraffinose, was detected
depending on the galactose donor/acceptor substrate used. It was found that both tested
enzymes have significant transgalactosylation activity, and the total synthetic capacity of
crude B-galactosidase from R. pusillus is higher than that found in the case of the L. ramosa
enzyme. According to the results, it is assumed that the crude B-galactosidase-active
cocktails purified in our study may also have transfructosylation activity, which may be
responsible for some fructo-oligosaccharide components formed in reactions with the o-
nitrophenyl-p-D-galactopyranoside-sucrose mixture.

The galacto- and fructo-oligosaccharide molecules can be used as prebiotic sugars,
therefore, the effect of some oligosaccharide-enriched mixtures produced on the growth of
Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis subsp. lactis and
Saccharomyces boulardii probiotics was investigated. Due to the potential growth inhibitory
effect of the released o-nitrophenol, only the reaction mixtures containing lactose-fructose,
skim milk and lactose initial saccharides were examined. For most tests, the oligosaccharide-
enriched samples stimulated the microbial growth. The activity towards probiotics was not
altered according to the oligosaccharide content of the different reaction systems, but
correlation analysis revealed the association between the growth-promoting activity and the
oligosaccharide content of a given sample. The higher the oligosaccharide content in a

sample after the enzyme treatment, the better the growth of probiotics tested.

4. p-Galactosidase enzymes have been isolated, and some of their practically important
biochemical properties have been studied.

Extracellular B-galactosidases were purified from L. ramosa and R. pusillus. Wheat
bran-based solid-state fermentation was used to produce the enzymes in high yield, and the
enzyme purification from crude extracts was performed by ammonium sulfate fractionation
followed by chromatographic separation. Purifications of 25.59-fold and 49.87-fold with
yields of 1.33% and 4.07% were achieved for L. ramosa and R. pusillus p-galactosidases,
respectively. Molecular weight of the purified enzymes was estimated to be about 90 kDa
by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. Zymogram analysis of the
purified enzymes showed active 3-galactosidases with a native molecular weight of 242 kDa.

Some biochemical properties of the purified L. ramosa and R. pusillus f-

galactosidases were determined. The optimal temperatures for maximum activity of the L.
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ramosa and R. pusillus B-galactosidases were found to be 50 °C and 55 °C, respectively. It
is worth highlighting that the L. ramosa p-galactosidase showed at least 50% of its activity
also at temperatures of 60 °C and 70 °C. Both enzymes were highly stable up to their
optimum temperature after a four-hours preincubation. The optimum pH for the action of
tested enzymes was about pH 6.0. The L. ramosa and R. pusillus -galactosidases showed a
high degree of stability under incubation conditions above pH 6.0, with a relative activity of
more than 80% for the former enzyme, and more than 90% for the latter one. The enzymes
had a moderate tolerance to the slightly acidic environment (pH 4.0-5.0).

Substrate specificity of the enzymes was also determined using various chromogenic
substrates. During the analysis, both tested B-galactosidases showed broad substrate
specificity, and hydrolyzed the p-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside more efficiently than
the o-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside substrate. Efficient hydrolysis was also observed

towards p-nitrophenyl-a-D-galactopyranoside and some B-glucosides.

5. B-Galactosidase coding genes have been identified, and the encoded proteins have
been characterized. Gene expression studies were also performed under various
fermentation conditions.

The excellent B-galactosidase producer L. ramosa was included in the tests. A
homology blast was performed in the Lichtheimia genome database using a Trichoderma
atroviride p-galactosidase amino acid sequence. Two putative proteins (BGall and BGal2)
showing a high degree of similarity with the Trichoderma B-galactosidase were identified.
Insilico analysis revealed a difference in molecular weight, amino acid length and isoelectric
point for the two putative 3-galactosidase proteins. A domain characteristic for the Glycoside
Hydrolase Family 35 has been identified in both amino acid sequences. The RT-qPCR
technique was used to examine the expression of the identified L. ramosa B-galactosidase
genes. The expression of $-gall increased on the 6th day, while the expression of f-gal2
increased on the 5th and 6th days when wheat bran-containing medium was used for
cultivation; for comparison, the highest enzyme activity was measured on days 5-6 in the

fermentation tests.

6. A transformation system was set up for functional analysis of genes encoding -
galactosidase.
Uracil auxotrophic strains are frequently used in the transformation experiments to

be performed for functional analysis of genes in zygomycetes fungi. These experiments
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require a disruption in the pyrG gene involved in uracil biosynthesis. However, there was no
efficient transformation system for L. ramosa. In this work, the PEG-mediated protoplast
transformation has been optimized and adapted, and 16 uracil auxotrophic mutant strains in
L. ramosa have successfully been created. The growth and B-galactosidase activity of the
mutant strain selected for further studies were characterized. Results showed that the mutant
strain grew slowly compared to the parental isolate, which could be attributed to the damage

of the pyrG gene. However, B-galactosidase activity of the two strains remained comparable.

7. Plasmids have been constructed for the creation of a f-galactosidase overproducing
strain and for the heterologous production of the enzyme protein.

Plasmid constructions were set up enabling the overactivation of the L. ramosa f-
galactosidase genes, i.e., the investigation of whether an increase in the copy number of
genes could affect the B-galactosidase production of the fungus. The vectors contained both
the ampicillin resistance gene required for the bacterial selection, the Lichtheimia pyrG gene,
and the gene encoding Lichtheimia B-galactosidase. The transformation experiments have
been started using the created vector constructions.

In this work, vector constructs were also created enabling the production of L. ramosa
[-galactosidase proteins in a heterologous system. By using these vectors, it is expected that
the Lichtheimia -galactosidases can be produced with high yield in Pichia pastoris systems.
The transformation experiments have been started; verification of the transformants and

designing and optimizing the production system are currently in progress.

In conclusion, our results provide useful data on the p-galactosidase production
of Mucoromycota fungi, including the groups of Lichtheimia, Mortierella and
Umbelopsis that have not yet been investigated. The isolates with high hydrolytic
activity can be reliable sources of -galactosidases utilizable in the food industry. Our
knowledge has expanded about enzyme yields achieved in the presence of inducers, and
on the possibilities of liquid and solid-state production of the enzymes. As we know,
this study is the first that has performed submerged fermentation experiments using
lactose and wheat bran together as a f-galactosidase production inducer.
Transgalactosylation activity of the L. ramosa and R. pusillus g-galactosidases was
identified, and the production of enzymes capable of catalyzing transfructosylation was
also confirmed. The synthetic activities identified may contribute to the production of

functional oligosaccharide mixtures with a high prebiotic index, which then can be used
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as health-protective additives in certain products. This is the first report on a f-
galactosidase isolated from Lichtheimia fungi, providing practical information about
the biochemical properties of the enzyme. This research revealed f-galactosidase
coding genetic elements in zygomycetes and investigated of their expression under
fermentation conditions. A generally applicable transformation system was developed
in L. ramosa, and plasmids suitable for both homologous and heterologous productions
of B-galactosidase were also constructed. The characterized enzymes and the enzyme
production results achieved so far can also serve as an excellent basis for future

practical developments.

82



8. IRODALOMJEGYZEK

Abd El-Salam, B.A., lbrahim, O.A., Amer, A.E. (2020) Efficient enzymatic conversion of
lactose in milk using fungal B-galactosidase. Biocatal. Agric. Biotechnol. 29, 101813.

Aburto, C., Guerrero, C., Vera, C., lllanes, A. (2020) Improvement in the yield and
selectivity of lactulose synthesis with Bacillus circulans -galactosidase. LWT-Food
Sci. Technol. 118, 108746.

Adalberto, P.R., Massabni, A.C., Goulart, A.J., Contiero, J., Carmona, E.C., Cardello, L.,
Monti, R. (2006) Production of B-galactosidase by Trichoderma reesei FTKO-39 in
wheat bran. Appl. Biochem. Biotechnol. 133, 163-170.

Alastruey-lzquierdo, A., Hoffmann, K., de Hoog, G.S., Rodriguez-Tudela, J.L., Voigt, K.,
Bibashi, E., Walther, G. (2010) Species recognition and clinical relevance of the
zygomycetous genus Lichtheimia (syn. Absidia Pro Parte, Mycocladus). J. Clin.
Microbiol. 48, 2154-2170.

Alexopoulos, C.J., Mims, C.W., Blackwell, M. (1996) Introductory Mycology. 4th ed., John
Wiley and Sons, New York, pp. 127-171.

Alvarez-Zaniga, M.T., Santiago-Hernandez, A., Rodriguez-Mendoza, J., Campos, J.E.,
Pavon-Orozco, P., Trejo-Estrada, S., Hidalgo-Lara, M.E. (2017) Taxonomic
identification of the thermotolerant and fast-growing fungus Lichtheimia ramosa
H71D and biochemical characterization of the thermophilic xylanase Lr XynA. AMB
Express 7, 194.

Alves, M.H., Campos-Takaki, G.M., Okada, K., Pessoa, F., Milanez, A.l. (2005) Detection
of extracellular protease in Mucor species. Rev. Iberoam. Micol. 22, 114-117.
André, A.L.C.M., Hoffmann, K., Lima, D.X., de Oliveira, R.J.V., Vieira, H.E.E., Malosso,
E., Maia, L.C., da Silva, G.A. (2014) A new species of Lichtheimia
(Mucoromycotina, Mucorales) isolated from Brazilian soil. Mycol. Prog. 13, 343-

352.

Anisha, G.S. (2017) B-Galactosidases, in: Pandey, A., Negi, S., Soccol, C.R. (eds.), Current
developments in biotechnology and bioengineering: Production, isolation and
purification of industrial products, 1st ed. Elsevier, Amsterdam, The Netherlands, pp.
395-421.

Assamoi, A.A., Bedikou, M.E., Soro-Yao, A.A., Niamke, L.S., Destain, J., Thonart, P.
(2015) p-Galactosidase production by solid state fermentation of wheat bran/whole
wheat without any supplement. World J. Pharm. Pharma. Sci. 4, 196-207.

83



Bankefa, O.E., Gabriel-Ajobiewe, R.A., Akinyele, H.A., Oladeji, S.J., Oke, E.A., llori, O.M.
(2022) Improved PB-galactosidase secretion in fresh water fungi through cultural
optimization. Trends Sci. 19, 2871.

Barr, D.J.S. (1992) Evolution and kingdoms of organisms from the perspective of a
mycologist. Mycologia 84, 1-11.

Bassetto, R.Z., Cabral, P.S., Silveira, M.H.L., Almeida, M.M., Chiquetto, N.C. (2017)
Optimization of B-galactosidase production from Penicillium sp. for synthesis of
galactooligosaccharides. Int. Food Res. J. 24, 1793-1798.

Benny, G.L., Humber, R.A., Morton, J.B. (2001) Zygomycota: Zygomycetes, in:
McLaughlin, D.J., McLaughlin, E.G., Lemke, P.A. (eds.), Systematics and
Evolution. Springer Berlin Heidelberg, pp. 113-146.

Bernat, P., Nykiel-Szymanska, J., Stolarek, P., Staba, M., Szewczyk, R., Rézalska, S. (2018)
2,4-Dichlorophenoxyacetic acid-induced oxidative stress: Metabolome and
membrane modifications in Umbelopsis isabellina, a herbicide degrader. PLoS ONE
13, e0199677.

Binder, U., Navarro-Mendoza, M.I., Naschberger, V., Bauer, 1., Nicolas, F.E., Pallua, J.D.,
Lass-Florl, C., Garre, V. (2018) Generation of a Mucor circinelloides reporter strain-
A promising new tool to study antifungal drug efficacy and mucormycosis. Genes 9,
613.

Boeke, J.D., Trueheart, J., Natsoulis, G., Fink, G.R. (1987) 5-Fluoroorotic acid as a selective
agent in yeast molecular genetics. Methods Enzymol. 154, 164-175.

Brandao, R.L., Nicoli, J.R., de Souza Figueiredo, A.F. (1987) Purification and
characterization of a B-galactosidase from Fusarium oxysporum var. lini. J. Dairy
Sci. 70, 1331-1337.

Bruni, G.O., Zhong, K., Lee, S.C., Wang, P. (2019) CRISPR-Cas9 induces point mutation
in the mucormycosis fungus Rhizopus delemar. Fungal Genet. Biol. 124, 1-7.
Cardelle-Cobas, A., Corzo, N., Olano, A., Pelaez, C., Requena, T., Avila, M. (2011)
Galactooligosaccharides derived from lactose and lactulose: Influence of structure
on Lactobacillus, Streptococcus and Bifidobacterium growth. Int. J. Food Microbiol.

149, 81-87.

Cardoso, B.B., Silvério, S.C., Abrunhosa, L., Teixeira, J.A., Rodrigues, L.R. (2017) B-
Galactosidase from Aspergillus lacticoffeatus: A promising biocatalyst for the
synthesis of novel prebiotics. Int. J. Food Microbiol. 257, 67-74.

84



Carneiro, L.A., Yu, L., Dupree, P., Ward, R.J. (2018) Characterization of a [3-galactosidase
from Bacillus subtilis with transgalactosylation activity. Int. J. Biol. Macromol. 120,
279-287.

Chaisuwan,W., Manassa, A., Phimolsiripol, Y., Jantanasakulwong, K., Chaiyaso, T.,
Pathom-aree, W., You, S., Seesuriyachan, P. (2020) Integrated ultrasonication and
microbubble-assisted enzymatic synthesis of fructooligosaccharides from brown
sugar. Foods 9, 1833.

Chanalia, P., Gandhi, D., Attri, P., Dhanda, S. (2018) Purification and characterization of [3-
galactosidase from probiotic Pediococcus acidilactici and its use in milk lactose
hydrolysis and galactooligosaccharide synthesis. Bioorg. Chem. 77, 176-189.

Chen, C., Deng, J., Lv, X,, Li, J., Du, G., Li, H., Liu, L. (2020) Biocatalytic synthesis of
lactosucrose using a recombinant thermostable p-fructofuranosidase from
Arthrobacter sp. 10138. Bioengineered 11, 416-427.

Cruz, R., Cruz, V.D., Belote, J.G., Khenayfes, M. de O., Dorta, C., Oliveira, L.H. dos S.
(1999) Properties of a new fungal B-galactosidase with potential application in the
dairy industry. Rev. Microbiol. 30, 265-271.

Cui, Z., Zhang, X., Yang, H., Sun, L. (2017) Bioremediation of heavy metal pollution
utilizing composite microbial agent of Mucor circinelloides, Actinomucor sp. and
Mortierella sp. J. Environ. Chem. Eng. 5, 3616-3621.

Cunha, J.S., Ottoni, C.A., Morales, S.A.V., Silva, E.S., Maiorano, A.E., Perna, R.F. (2019)
Synthesis and characterization of fructosyltransferase from Aspergillus oryzae IPT-
301 for high fructooligosaccharides production. Braz. J. Chem. Eng. 36, 657-668.

Davani-Davari, D., Negahdaripour, M., Karimzadeh, 1., Seifan, M., Mohkam, M., Masoumi,
S.J., Berenjian, A., Ghasemi, Y. (2019) Prebiotics: Definition, types, sources,
mechanisms, and clinical applications. Foods 8, 92.

de Albuquerque, T.L., de Sousa, M., e Silva, N.C.G., Neto, C.A.C.G., Gongalves, L.R.B.,
Fernandez-Lafuente, R., Rocha, M.V.P. (2021) B-Galactosidase from Kluyveromyces
lactis: Characterization, production, immobilization and applications - A review. Int.
J. Biol. Macromol. 191, 881-898.

De Andrade Silva, C.A., da Silva, P.G.P., da Silva, G.F.A., Dantas, D.P., Leite, R.S.R.,
Fonseca, G.G. (2020) Biotransformation of fruit residues via solid state bioprocess

using Lichtheimia ramosa. SN Appl. Sci. 2, 861.

85



De Jesus, L.F.M.C., Guimardes, L.H.S. (2021) Production of [-galactosidase by
Trichoderma sp. through solid-state fermentation targeting the recovery of
galactooligosaccharides from whey cheese. J. Appl. Microbiol. 130, 865-877.

Dragosits, M., Pfliigl, S., Kurz, S., Razzazi-Fazeli, E., Wilson, 1.B., Rendic, D. (2014)
Recombinant Aspergillus 3-galactosidases as a robust glycomic and biotechnological
tool. Appl. Microbiol. Biotechnol. 98, 3553-3567.

Duarte, L.S., da Natividade Schoffer, J., Lorenzoni, A.S.G., Rodrigues, R.C., Rodrigues, E.,
Hertz, P.F. (2017) A new bioprocess for the production of prebiotic lactosucrose by
an immobilized B-galactosidase. Process Biochem. 55, 96-103.

Dyal, S.D., Narine, S.S. (2005) Implications for the use of Mortierella fungi in the industrial
production of essential fatty acids. Food Res. Int. 38, 445-467.

Dzurendova, S., Losada, C.B., Dupuy-Galet, B.X., Fjer, K., Shapaval, V. (2022)
Mucoromycota fungi as powerful cell factories for modern biorefinery. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 106, 101-115.

Ferreira, J.A., Lennartsson, P.R., Edebo, L., Taherzadeh, M.J. (2013) Zygomycetes-based
biorefinery: Present status and future prospects. Bioresour. Technol. 135, 523-532.

Fischer, C., Kleinschmidt, T. (2018) Synthesis of galactooligosaccharides in milk and whey:
A review. Compr. Rev. Food Sci. Food Saf. 17, 678-697.

Garcia, N.F.L., da Silva Santos, F.R., Gongalves, F.A., da Paz, M.F., Fonseca, G.G., Leite,
R.S.R. (2015) Production of p-glucosidase on solid-state fermentation by
Lichtheimia ramosa in agroindustrial residues: Characterization and catalytic
properties of the enzymatic extract. Electron. J. Biotechnol. 18, 314-3109.

Garcia, N.F.L., da Silva Santos, F.R., Bocchini, D.A., da Paz, M.F., Fonseca, G.G., Leite,
R.S.R. (2018) Catalytic properties of cellulases and hemicellulases produced by
Lichtheimia ramosa: Potential for sugarcane bagasse saccharification. Ind. Crops
Prod. 122, 49-56.

Gasteiger, E., Hoogland, C., Gattiker A., Duvaud, S., Wilkins, M.R., Appel, R.D., Bairoch,
A. (2005) Protein identification and analysis tools on the EXPASYy server, in: Walker,
J.M. (ed.), The proteomics protocols handbook. Humana Press Inc., Totowa, NJ,
USA, pp. 571-607.

Gomes, T.A., Santos, L.B., Nogueira, A., Spier, M.R. (2018) Increase in an intracellular 3-
galactosidase biosynthesis using L. reuteri NRRL B-14171, inducers and alternative
low-cost nitrogen sources under submerged cultivation. Int. J. Food Eng. 14,
20170333.

86



Gongalves, F.A., Leite, R.S.R., Rodrigues, A., Argandona, E.J.S., Fonseca, G.G. (2013)
Isolation, identification and characterization of a novel high level B-glucosidase-
producing Lichtheimia ramosa strain. Biocatal. Agric. Biotechnol. 2, 377-384.

Gottfredsen, S.E. (1990) Microbial lipases, in: Fogarty W.M., Kelly C.T. (eds.), Microbial
enzymes and biotechnology. Elsevier Science Publishers Ltd, London, UK, pp. 255-
274.

Guerrero, C., Vera, C., Serna, N., lllanes, A. (2017) Immobilization of Aspergillus oryzae
B-galactosidase in an agarose matrix functionalized by four different methods and
application to the synthesis of lactulose. Bioresour. Technol. 232, 53-63.

Halbmayr, E., Mathiesen, G., Nguyen, T.H., Maischberger, T., Peterbauer, C.K., Eijsink,
V.G., Haltrich, D. (2008) High-level expression of recombinant 3-galactosidases in
Lactobacillus plantarum and Lactobacillus sakei using a sakacin P-based expression
system. J. Agric. Food Chem. 56, 4710-4719.

Hall, T.A. (1999) BioEdit: A user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symp. Ser. 41, 95-98.

Hesseltine, C.W. (1983) Microbiology of oriental fermented foods. Annu. Rev. Microbiol.
37, 575-601.

Higashiyama, K., Fujikawa, S., Park, E.J., Shimizu, S. (2002) Production of arachidonic acid
by Mortierella fungi. Bioprocess Eng. 7, 252-262.

Hill, D., Sugrue, 1., Tobin, C., Hill, C., Stanton, C., Ross, R.P. (2018) The Lactobacillus
casei group: History and health related applications. Front. Microbiol. 9, 2107.

Hofmann, K., Stoffel, W. (1993) TMBASE-A database of membrane spanning protein
segments. Biol. Chem. Hoppe-Seyler 374, 166.

Holland, H.L. (2001) Biotransformation of organic sulfides. Nat. Prod. Rep. 18, 171-181.

Hua, X., Yang, R., Zhang, W., Fei, Y., Jin, Z., Jiang, B. (2010) Dual-enzymatic synthesis of
lactulose in organic-aqueous two-phase media. Food Res. Int. 43, 716-722.

Hulo, N., Bairoch, A., Bulliard, V., Cerutti, L., Cuche, B.A., De Castro, E., Lachaize, C.,
Langendijk-Genevaux, P.S., Sigrist, C.J. (2008) The 20 years of PROSITE. Nucleic
Acids Res. 36, D245-D249.

Hung, M.N., Lee, B. (2002) Purification and characterization of a recombinant f-
galactosidase with transgalactosylation activity from Bifidobacterium infantis HL96.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 58, 439-445.

Hiittner, S., Granchi, Z., Nguyen, T.T., van Pelt, S., Larsbrink, J., Thanh, V.N., Olsson, L.

(2018) Genome sequence of Rhizomucor pusillus FCH 5.7, a thermophilic

87



zygomycete involved in plant biomass degradation harbouring putative GH9
endoglucanases. Biotechnol. Rep. 20, e00279.

Ibragimova, S., Szebenyi, Cs., Sinka, R., Alzyoud, E.I., Homa, M., Vagvélgyi, Cs., Nagy,
G., Papp, T. (2020) CRISPR-Cas9-based mutagenesis of the mucormycosis-causing
fungus Lichtheimia corymbifera. Int. J. Mol. Sci. 21, 3727.

Invernici, M.M., Furlaneto, F.A.C., Salvador, S.L., Ouwehand, A.C., Salminen, S.,
Mantziari, A., Vinderola, G., Ervolino, E., Santana, S.1., Silva, P.H.F., Messora, M.R.
(2020) Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 presents antimicrobial
potential against periodontopathogens and modulates the immunological response of
oral mucosa in periodontitis patients. PLoS ONE 15, e0238425.

Ismail, S.A., Mabrouk, S.S., Mahoney, R.R. (1997) Purification and characterization of -
galactosidase from Mucor pusillus. J. Food Biochem. 21, 145-162.

Javed, M.M., Zahoor, S., Shafaat, S., Mehmooda, I., Gul, A., Rasheed, H., Bukhari, A.l.,
Aftab, M.N. (2012) Wheat bran as a brown gold: Nutritious value and its
biotechnological applications. Afr. J. Microbiol. Res. 6, 724-733.

Jia, H., Wang, P. (2007) Enzymatic synthesis of galactosyl lactic ethyl ester and its polymer
for use as biomaterials. J. Biotechnol. 132, 314-317.

Ju, L.-K., Loman, A.A,, Islam, S.M. (2019) a-Galactosidase and its applications in food
processing, in: Melton, L., Shahidi, F., Varelis, P. (eds.), Encyclopedia of food
chemistry. Elsevier, Amsterdam, The Netherlands, pp. 124-128.

Juturu, V., Wu, J.C. (2018) Heterologous protein expression in Pichia pastoris: Latest
research progress and applications. ChemBioChem 19, 7-21.

Kaur, R., Panesar, P.S., Singh, R.S. (2018) Utilization of agro-industrial residues for the
production of B-galactosidase using fungal isolate under solid state fermentation
conditions. Acta Aliment. 47, 162-170.

Kaur, R., Panesar, P.S., Singh, R.S. (2015) Utilization of whey for the production of -
galactosidase using yeast and fungal culture. WASET Int. J. Nutr. Food Eng. 9, 739-
743.

Kazemi, S., Khayati, G., Faezi-Ghasemi, M. (2016) B-Galactosidase production by
Aspergillus niger ATCC 9142 using inexpensive substrates in solid-state
fermentation: Optimization by orthogonal arrays design. Iran. Biomed. J. 20, 287-
294.

88



Kim, S.G., Batt, C.A. (1988) Heterologous expression and stability of the Escherichia coli
B-galactosidase gene in Streptococcus lactis by translation fusion. Food Microbiol.
5, 59-73.

Kotogan, A., Zambrano, C., Kecskeméti, A., Varga, M., Szekeres, A., Papp, T., Vagvolgyi,
Cs., Tako, M. (2018) An organic solvent-tolerant lipase with both hydrolytic and
synthetic activities from the oleaginous fungus Mortierella echinosphaera. Int. J.
Mol. Sci. 19, 1129.

Kubicek, C.P., Herrera-Estrella, A., Seidl-Seiboth, V., Martinez, D.A., Druzhinina, LS.,
Thon, M., Zeilinger, S., Casas-Flores, S., Horwitz, B.A., Mukherjee, P.K.,
Mukherjee, M., et al. (2011) Comparative genome sequence analysis underscores
mycoparasitism as the ancestral life style of Trichoderma. Genome Biol. 12, 1-15.

Langarica-Fuentes, A., Handley, P.S., Houlden, A., Fox, G., Robson, G.D. (2014) An
investigation of the biodiversity of thermophilic and thermotolerant fungal species in
composts using culture-based and molecular techniques. Fungal Ecol. 11, 132-144.

Lateef, A., Oloke, J.K., Kana, E.B.G., Oyeniyi, S.O., Onifade, O.R., Oyeleye, A.O.,
Oladosu, O.C. (2008) Rhizopus stolonifer LAU 07: A novel source of
fructosyltransferase. Chem. Pap. 62, 635-638.

Lebreton, A., Corre, E., Jany, J.L., Brillet-Guéguen, L., Pérez-Arques, C., Garre, V.,
Monsoor, M., Debuchy, R., le Meur, C., Coton, E., Barbier, G., Meslet-Cladiére, L.
(2020) Comparative genomics applied to Mucor species with different lifestyles.
BMC Genom. 21, 135.

Lee, J.Y., Kwak, M.S., Roh, J.B., Kim, K., Sung, M.H. (2017) Microbial 3-galactosidase of
Pediococcus pentosaceus ID-7: Isolation, cloning, and molecular characterization. J.
Microbiol. Biotechnol. 27, 598-6009.

Li, D., Li, S., Wu, Y., Jin, M., Zhou, Y., Wang, Y., Chen, X., Han, Y. (2020) Cloning and
characterization of a new B-galactosidase from Alteromonas sp. QD01 and its
potential in synthesis of galacto-oligosaccharides. Mar. Drugs 18, 312.

Liao, X., Huang, J., Zhou, Q., Guo, L., Lin, J., You, L., Liu, S., Yang, J. (2017) Designing
of a novel B-galactosidase for production of functional oligosaccharides. Eur. Food
Res. Technol. 243, 979-986.

Liu, R., Chen, L., Jiang, Y., Zhou, Z., Zou, G. (2015) Efficient genome editing in filamentous
fungus Trichoderma reesei using the CRISPR/Cas9 system. Cell Discov. 1, 10507.

Livak K.J., Schmittgen T.D. (2001) Analysis of relative gene expression data using real-time
quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) method. Methods 25, 402-408.

89



Lorenzoni, A.S.G., Aydos, L.F., Klein, M.P., Rodrigues, R.C., Hertz, P.F. (2014)
Fructooligosaccharides synthesis by highly stable immobilized B-fructofuranosidase
from Aspergillus aculeatus. Carbohydr. Polym. 103, 193-197.

Lu, L., Guo, L., Wang, K., Liu, Y., Xiao, M. (2020) pB-Galactosidases: A great tool for
synthesizing galactose-containing carbohydrates. Biotechnol. Adv. 39, 107465.

Mahoney, R.R. (2002) Enzymes exogenous to milk in dairy technology, 3-D-Galactosidase,
in: Roginski, H. (ed.), Encyclopedia of dairy sciences. Elsevier, pp. 907-914.

Manan, M.A., Webb, C. (2018) Estimation of growth in solid state fermentation: A review.
Malays. J. Microbiol. 14, 61-69.

Martarello, R.D., Cunha, L., Cardoso, S.L., de Freitas, M.M., Silveira, D., Fonseca-Bazzo,
Y.M., Homem-de-Mello, M., Filho, E.X.F., Magalhaes, P.O. (2019) Optimization
and partial purification of beta-galactosidase production by Aspergillus niger isolated
from Brazilian soils using soybean residue. AMB Express 9, 81.

Mateos Diaz, J.C., Rodriguez, J.A., Roussos, S., Cordova, J., Abousalham, A., Carriere, F.,
Baratti, J. (2006) Lipase from the thermotolerant fungus Rhizopus homothallicus is
more thermostable when produced using solid state fermentation than liquid
fermentation procedures. Enzym. Microb. Technol. 39, 1042-1050.

Mcllvaine, T.C. (1921) A buffer solution for colorimetric comparison. J. Biol. Chem. 49,
183-186.

Morin-Sardin, S., Nodet, P., Coton, E., Jany, J.L. (2017) Mucor: A Janus-faced fungal genus
with human health impact and industrial applications. Fungal Biol. Rev. 31, 12-32.

Morin-Sardin, S., Rigalma, K., Coroller, L., Jany, J.L., Coton, E. (2016) Effect of
temperature, pH, and water activity on Mucor spp. growth on synthetic medium,
cheese analog and cheese. Food Microbiol. 56, 69-79.

Movahedpour, A., Ahmadi, N., Ghalamfarsa, F., Ghesmati, Z., Khalifeh, M., Maleksabet,
A., Shabaninejad, Z., Taheri-Anganeh, M., Savardashtaki, A. (2022) -
Galactosidase: From its source and applications to its recombinant form. Biotechnol.
Appl. Biochem. 69, 612-628.

Nagy, G., Szebenyi, Cs., Csernetics, A., Vaz, A.G., Téth, E.J., Vagvolgyi, Cs., Papp, T.
(2017) Development of a plasmid free CRISPR-Cas9 system for the genetic
modification of Mucor circinelloides. Sci. Rep. 7, 16800.

Nagy, Z., Kiss, T., Szentirmai, A., Bir6, S. (2001) B-Galactosidase of Penicillium
chrysogenum: Production, purification, and characterization of the enzyme. Protein
Expr. Purif. 21, 24-29.

90



Nakayama, T., Amachi, T. (2002) B-Galactosidase, enzymology, in: Flickinger, M.C., Drew,
S.W. (eds.), Encyclopedia of bioprocess technology. John Wiley & Sons Inc.,
Hoboken, NJ, USA, ebt102.

Nath, A., Mondal, S., Chakraborty, S., Bhattacharjee, C., Chowdhury, R. (2014) Production,
purification, characterization, immobilization, and application of f-galactosidase: A
review. Asia-Pac. J. Chem. Eng. 9, 330-348.

Neves, M.L.C., Da Silva, M.F., Souza-Motta, C.M., Spier, M.R., Soccol, C.R., Porto, T.S.,
Moreira, K.A., Porto, A.L.F. (2011) Lichtheimia blakesleeana as a new potencial
producer of phytase and xylanase. Molecules 16, 4807-4817.

Nguyen, T.T., Nguyen, H.M., Geiger, B., Mathiesen, G., Eijsink, V.G., Peterbauer, C.K.,
Haltrich, D., Nguyen, T.H. (2015) Heterologous expression of a recombinant
lactobacillal B-galactosidase in Lactobacillus plantarum: Effect of different
parameters on the sakacin P-based expression system. Microb. Cell Factories 14, 30.

Nielsen, H. (2017) Predicting secretory proteins with SignalP, in: Kihara, D. (ed.), Protein
function prediction. Methods and protocols. Humana Press, New York, NY, USA,
pp. 59-73.

Nivetha, A., Mohanasrinivasan, V. (2017) Mini review on role of f-galactosidase in lactose
intolerance. I0OP Conf. Ser.: Mater. Sci. Eng. 263, 022046.

O’Connell, S., Walsh, G. (2010) A novel acid-stable, acid-active 3-galactosidase potentially
suited to the alleviation of lactose intolerance. Appl. Microbiol. Biotechnol. 86, 517-
524,

O’Connell, S., Walsh, G. (2007) Purification and properties of a P-galactosidase with
potential application as a digestive supplement. Appl. Biochem. Biotechnol. 141, 1-
13.

Oda, K., Kakizono, D., Yamada, O., lefuji, H., Akita, O., lwashita, K. (2006) Proteomic
analysis of extracellular proteins from Aspergillus oryzae grown under submerged
and solid-state culture conditions. Appl. Environ. Microbiol. 72, 3448-3457.

Oh, N.S., Kim, K., Oh, S., Kim, Y. (2019) Enhanced production of galactooligosaccharides
enriched skim milk and applied to potentially synbiotic fermented milk with
Lactobacillus rhamnosus 4B15. Food Sci. Anim. Resour. 39, 725-741.

Ojwach, J., Kumar, A., Mutanda, T., Mukaratirwa, S. (2020) Fructosyltransferase and
inulinase production by indigenous coprophilous fungi for the biocatalytic
conversion of sucrose and inulin into oligosaccharides. Biocatal. Agric. Biotechnol.
30, 101867.

91



Orikasa, Y., Oda, Y. (2013) Molecular characterization of B-fructofuranosidases from
Rhizopus delemar and Amylomyces rouxii. Folia Microbiol. 58, 301-309.

Orikasa, Y., Oda, Y., Ohwada, T. (2018) Identification of sucA, encoding B-
fructofuranosidase, in Rhizopus microsporus. Microorganisms 6, 26.

Outtrup, H., Boyce, C.O.L (1990) Microbial proteinases and biotechnology, in: Fogarty,
W.M., Kelly, C.T. (eds.), Microbial enzymes and biotechnology. Elsevier Science
Publishers Ltd, London, UK, pp. 227-254.

Pagni, M., loannidis, V., Cerutti, L., Zahn-Zabal, M., Jongeneel, C.V., Falquet, L. (2004)
MyHits: a new interactive resource for protein annotation and domain identification.
Nucleic Acids Res. 32, W332-W335.

Pais, P., Almeida, V., Yilmaz, M., Teixeira, M.C. (2020) Saccharomyces boulardii: What
makes it tick as successful probiotic? J. Fungi 6, 78.

Panesar, P.S., Kaur, R., Singh, R.S. (2016) Isolation and screening of fungal strains for 3-
galactosidase production. WASET Int. J. Nutr. Food Eng. 10, 400-404.

Panesar, P.S., Kaur, R., Singh, R.S., Kennedy, J.F. (2018) Biocatalytic strategies in the
production of galacto-oligosaccharides and its global status. Int. J. Biol. Macromol.
111, 667-679.

Panesar, P.S., Kumari, S., Panesar, R. (2010) Potential applications of immobilized -
galactosidase in food processing industries. Enzyme Res. 2010, 473137.

Papp, T., Nyilasi, I., Csernetics, A., Nagy, G., Také, M., Vagvolgyi, Cs. (2016) Improvement
of industrially relevant biological activities in Mucoromycotina fungi, in: Schmoll,
M., Dattenbock, C. (eds.), Gene expression systems in fungi: Advancements and
applications. Fungal Biology. Springer, Cham, Switzerland, pp. 97-118.

Park, M.J., Park, M.S., Ji, G.E. (2019) Cloning and heterologous expression of the P-
galactosidase gene from Bifidobacterium longum RD47 in B. bifidum BGN4. J.
Microbiol. Biotechnol. 29, 1717-1728.

Patel, J.D., Raol, B.V., Bhavsar, N.H., Raol, G.G. (2018) One-factor-at-a-time (OFAT)
optimization of B-galactosidase production from Aspergillus flavus gr. NFCCI-2728
in submerged fermentation. J. Harmoniz. Res. Appl. Sci. 6, 227-235.

Petrikkos, G., Skiada, A., Lortholary, O., Roilides, E., Walsh, T.J., Kontoyiannis, D.P.
(2012) Epidemiology and clinical manifestations of mucormyecosis. Clin. Infect. Dis.
54, S23-34.

92



Rabie, N.B., Althagafi, A.O. (2012) Rhizopus-associated soft tissue infection in an
immunocompetent air-conditioning technician after a road traffic accident: A case
report and review of the literature. J. Infect. Public Health. 5, 109-111.

Raol, G.G., Raol, B.V., Prajapati, V.S., Bhavsar, N.H. (2015) Utilization of agro-industrial
waste for [-galactosidase production under solid state fermentation using
halotolerant Aspergillus tubingensis GR1 isolate. 3 Biotech 5, 411-421.

Ray, R.C., Ravi, V. (2005) Post harvest spoilage of sweetpotato in tropics and control
measures. Crit. Rev. Food Sci. 45, 623-644.

Ren, G-h., Cao, L-c., Kong, W., Wang, Z-j., Liu, Y-h. (2016) Efficient secretion of the -
galactosidase Bgall-3 via both Tat-dependent and Tat-independent pathways in
Bacillus subtilis. J. Agric. Food Chem. 64, 5708-5716.

Robledo, A., Aguilar, C.N., Belmares-Cerda, R.E., Flores-Gallegos, A.C., Contreras-
Esquivel, J.C., Montafiez, J.C., Mussatto, S.I. (2016) Production of thermostable
xylanase by thermophilic fungal strains isolated from maize silage. CyTA J. Food 14,
302-308.

Rodrigues, R.C., Fernandez-Lafuente, R. (2010) Lipase from Rhizomucor miehei as an
industrial biocatalyst in chemical process. J. Mol. Catal., B Enzym. 64, 1-22.
Rodriguez-Colinas, B., Poveda, A., Jimenez-Barbero, J., Ballesteros, A.O., Plou, F.J. (2012)
Galacto-oligosaccharide synthesis from lactose solution or skim milk using the [3-

galactosidase from Bacillus circulans. J. Agric. Food Chem. 60, 6391-6398.

Saburi, W., Ueno, H.M., Matsui, H., Mori, H. (2014) Acidophilic p-galactosidase from
Aspergillus niger AHU7120 with lactose hydrolytic activity under simulated gastric
conditions. J. Appl. Glycosci. 61, 53-57.

Salar, R.K., Aneja, K.R. (2007) Thermophilic fungi: Taxonomy and biogeography. J. Agr.
Technol. 3, 77-107.

Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989) Molecular cloning: A laboratory manual.
Cold Spring Harbor, New York.

Saqib, S., Akram, A., Halim, S.A., Tassadug, R. (2017) Sources of f-galactosidase and its
applications in food industry. 3 Biotech 7, 79.

Schwartze, V.U., Santiago, A.L.C.M.A., Jacobsen, I.D., Voigt, K. (2014) The pathogenic
potential of the Lichtheimia genus revisited: Lichtheimia brasiliensis is a novel, non-

pathogenic species. Mycoses 57, 128-131.

93



Sen, S., Ray, L., Chattopadhyay, P. (2012) Production, purification, immobilization, and
characterization of a thermostable [3-galactosidase from Aspergillus alliaceus. Appl.
Biochem. Biotechnol. 167, 1938-1953.

Seyis, I., Aksoz, N. (2004) Production of lactase by Trichoderma sp. Food Technol.
Biotechnol. 42, 121-124.

Shaikh, S.A., Khire, JM., Khan, M.l. (1997) Production of p-galactosidase from
thermophilic fungus Rhizomucor sp. J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 19, 239-245.

Shaikh, S.A., Khire, J.M., Khan, M.I. (1999) Characterization of a thermostable extracellular
[-galactosidase from a thermophilic fungus Rhizomucor sp. Biochim. Biophys. Acta
Gen. Subj. 1472, 314-322.

Sheikhi, A., Shakerian, M., Giti, H., Baghaeifar, M., Jafarzadeh, A., Ghaed, V., Heibor,
M.R., Baharifar, N., Dadafarin, Z., Bashirpour, G. (2016) Probiotic yogurt culture
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 and Lactobacillus acidophilus LA-5
modulate the cytokine secretion by peripheral blood mononuclear cells from patients
with ulcerative colitis. Drug Res. 66, 300-305.

Silva, C.A.D.A., Lacerda, M.P.F., Leite, R.S.R., Fonseca, G.G. (2013) Production of
enzymes from Lichtheimia ramosa using Brazilian savannah fruit wastes as substrate
on solid state bioprocesses. Electron. J. Biotechnol. 16, 7.

Silva, M.E.D., Franco, T.T. (1999) Purification of microbial p-galactosidase from
Kluyveromyces fragilis by bioaffinity partitioning. Rev. Microbiol. 30, 324-331.

Silva, M.P., Rossoni, R.D., Junqueira, J.C., Jorge, A.O.C. (2016) Probiotics for prevention
and treatment of candidiasis and other infectious diseases: Lactobacillus spp. and
other potential bacterial species, in: Rao, V., Rao, L.G. (eds.), Probiotics and
prebiotics in human nutrition and health. IntechOpen, London, UK, pp. 241-262.

Silvério, S.C., Macedo, E.A., Teixeira, J.A., Rodrigues, L.R. (2018) New [-galactosidase
producers with potential for prebiotic synthesis. Bioresour. Technol. 250, 131-139.

Song, Y.S., Suh, Y.J., Park, C., Kim, S.W. (2013) Improvement of lactulose synthesis
through optimization of reaction conditions with immobilized [-galactosidase.
Korean J. Chem. Eng. 30, 160-165.

Spatafora, J.W., Chang, Y., Benny, G.L., Lazarus, K., Smith, M.E., Berbee, M.L., Bonito,
G., Corradi, N., Grigoriev, L., Gryganskyi, A., James, T.Y., O’Donnell, K., Roberson,
R.W., Taylor, T.N., Uehling, J., Vilgalys, R., White, M.M., Stajich, J.E. (2016) A
phylum-level phylogenetic classification of zygomycete fungi based on genome-
scale data. Mycologia 108, 1028-1046.

94



Srivastava, D., Walker, J. (1959) Mechanisms of infection of sweet potato roots by Rhizopus
stolonifer. Phytopathology 49, 400-406.

Suyama, K., Adachi, S., Toba, T., Sohma, T., Hwang, C.J., Itoh, T. (1986) Isoraffinose (6°-
B-galactosylsucrose) synthesized by the intermolecular transgalactosylation reaction
of Escherichia coli B-galactosidase. Agric. Biol. Chem. 50, 2069-2075.

Sykes, D.E., Abbas, S.A., Barlow, J.J., Matta, K.L. (1983) Substrate specificity and other
properties of the B-D-galactosidase from Aspergillus niger. Carbohydr. Res. 116,
127-138.

Szajewska, H., Konarska, Z., Kotodziej, M. (2016) Probiotic bacterial and fungal strains:
Claims with evidence. Dig. Dis. 34, 251-2509.

Szilagyi, A., Ishayek, N. (2018) Lactose intolerance, dairy avoidance, and treatment options.
Nutrients 10, 1994.

Taherzadeh, M.J., Edebo, L. (2009) Exploring zygomycetes fungi for industrial applications.
N Biotechnol. 25, 83.

Tanaka, Y., Kagamiishi, A., Kiuchi, A., Horiuchi, T. (1975) Purification and properties of
B-galactosidase from Aspergillus oryzae. J. Biochem. 77, 241-247.

Tochio, T., Kadota, Y., Tanaka, T., Koga, Y. (2018) 1-Kestose, the smallest
fructooligosaccharide component, which efficiently stimulates Faecalibacterium
prausnitzii as well as Bifidobacteria in humans. Foods 7, 140.

TokoSova, S., Hronska, H., Rosenberg, M. (2015) Production of galacto-oligosaccharides by
commercial preparates of fungal galactosidase. Acta Chim. Slovaca 8, 101-106.

Torres, D.P., Gongalves, M.D.P.F., Teixeira, J.A., Rodrigues, L.R. (2010) Galacto-
oligosaccharides: Production, properties, applications, and significance as prebiotics.
Compr. Rev. Food Sci. Food Saf. 9, 438-454.

Tusnady, G.E., Simon, I. (2001) The HMMTOP transmembrane topology prediction server.
Bioinformatics 17, 849-850.

Vagvolgyi, Cs., Vastag, M., Acs, K., Papp, T. (1999) Rhizomucor tauricus: a questionable
species of the genus. Mycol. Res. 103, 1318-1322.

van Heerden, 1., Cronjé, C., Swart, S.H., Kotz¢é, J.M. (2002) Microbial, chemical and
physical aspects of citrus waste composting. Bioresour. Technol. 81, 71-76.

van Heeswijck R., Roncero M.1.G. (1984) High frequency transformation of Mucor with
recombinant plasmid DNA. Carlsberg Res. Commun. 49, 691-702.

95



Vastag, M., Papp, T., Kasza, Zs., Vagvolgyi, Cs. (1998) Differentiation of Rhizomucor
species by carbon source utilization and isoenzyme analysis. J. Clin. Microbiol. 36,
2153-2156.

Vastag, M., Papp, T., Kasza, Zs., Vagvolgyi, Cs. (2000) Intraspecific variation in two species
of Rhizomucor assessed by random amplified polymorphic DNA analysis. J. Basic
Microbiol. 40, 269-277.

Veana, F., Flores-Gallegos, A.C., Gonzalez-Montemayor, A.M., Michel-Michel, M., Lopez-
Lopez, L., Aguilar-Zarate, P., Ascacio-Valdés, J.A., Rodriguez-Herrera, R. (2018)
Invertase: An enzyme with importance in confectionery food industry, in: Kuddus,
M. (ed.), Enzymes in food technology. Springer, Singapore, pp. 187-212.

Vera, C., Cordova, A., Aburto, C., Guerrero, C., Suarez, S., Illanes, A. (2016) Synthesis and
purification of galacto-oligosaccharides: state of the art. World J. Microbiol.
Biotechnol. 32, 197.

Verkhnyatskaya, S., Ferrari, M., de Vos, P., Walvoort, M.T.C. (2019) Shaping the infant
microbiome with non-digestible carbohydrates. Front. Microbiol. 10, 343.

Vidya, B., Palaniswamy, M., Angayarkanni, J., Nawaz, K.A., Thandeeswaran, M.,
Chaithanya, K.K., Tekluu, B., Muthusamy, K., Gopalakrishnan, V.K. (2020a)
Purification and characterization of -galactosidase from newly isolated Aspergillus
terreus (KUBCF1306) and evaluating its efficacy on breast cancer cell line (MCF-
7). Bioorg. Chem. 94, 103442.

Vidya, C.H., Gnanesh Kumar, B.S., Chinmayee, C.V., Singh, S.A. (2020b) Purification,
characterization and specificity of a new GH family 35 galactosidase from
Aspergillus awamori. Int. J. Biol. Macromol. 156, 885-895.

Villamiel, M., Montilla, A., Olano, A., Corzo, N. (2014) Production and bioactivity of
oligosaccharides derived from lactose, in: Moreno, F.J., Sanz, M.L. (eds.), Food
oligosaccharides: Production, analysis and bioactivity. Wiley-Blackwell, Chichester,
UK, pp. 137-167.

Vishwanataha, T., Sampath, A., Jain, S.N., Divyashree, B.C., Reena, V., Sowmya, G.,
MohanKumar, B.S., Venugopal, N., Patil, S.J., Siddalingeshwara, K.G. (2012) A
novel approach for screening and synthesis of 3-galactosidase from microbial origin.
Int. J. Appl. Biotechnol. Biochem. 2, 285-290.

Wagner, L., Stielow, B., Hoffmann, K., Petkovits, T., Papp, T., Vagvolgyi, Cs., de Hoog, G.
S., Verkley, G., Voigt, K. (2013) A comprehensive molecular phylogeny of the

96



Mortierellales (Mortierellomycotina) based on nuclear ribosomal DNA. Persoonia
30, 77-93.

Wang, Y., Liu, X, Zheng, R. (2013) Four new species records of Umbelopsis
(Mucoromycotina) from China. J. Mycol. 2013, 970216.

Widmer, F., Leuba, J.L. (1979) B-Galactosidase from Aspergillus niger: Separation and
characterization of three multiple forms. Eur. J. Biochem. 100, 559-567.

Xavier, J.R., Ramana, K.V., Sharma, R.K. (2018) p-Galactosidase: Biotechnological
applications in food processing. J. Food Biochem. 42, e12564.

Xie, J., Wang, B., He, Z., Pan, L. (2020) A thermophilic fungal GH36 a-galactosidase from
Lichtheimia ramosa and its synergistic hydrolysis of locust bean gum. Carbohydr.
Res. 491, 107911.

Yamada, M., Chiba, S., Endo, Y., Isobe, K. (2017) New alkalophilic f-galactosidase with
high activity in alkaline pH region from Teratosphaeria acidotherma AlU BGA-1.
J. Biosci. Bioeng. 123, 15-109.

Yuan, T., Yang, P., Wang, Y., Meng, K., Luo, H., Zhang, W., Wu, N., Fan, Y., Yao, B.
(2008) Heterologous expression of a gene encoding a thermostable [3-galactosidase
from Alicyclobacillus acidocaldarius. Biotechnol. Lett. 30, 343-348.

Zhang, K., Bonito, G., Hsu, C.M., Hameed, K., Vilgalys, R., Liao, H.L. (2020) Mortierella
elongata increases plant biomass among non-leguminous crop species. Agronomy
10, 754.

Zhou, Q.Z.K., Chen, X.D. (2001) Effects of temperature and pH on the catalytic activity of
the immobilized -galactosidase from Kluyveromyces lactis. Biochem. Eng. J. 9, 33-
40.

Zolnere, K., Ciprovica, I|. (2017) The comparison of commercially available f-
galactosidases for dairy industry: Review, in: Proceedings of the 23rd Annual
International Scientific Conference “Research for Rural Development 20177,
Jelgava, Latvia, 17-19 May 2017. Latvia University of Agriculture, Jelgava, Latvia,
Volume 1, pp. 215-222.

97



9. KOSZONETNYILVANITAS

Ko6szonom Prof. Dr. Vagvolgyi Csaba tanszékvezetonek, hogy tdmogatta és lehetové

tette a munkamat a SZTE TTIK Mikrobiologiai Tanszéken.

Koszonettel tartozom témavezetdimnek, Dr. Tak6 Mikldsnak és Dr. Nagy Gabornak,
hogy PhD hallgatéi tanulmanyaim alatt figyelemmel kisérték és 0sztondzték
munkassagomat. Koszondm nekik a sok hasznos elméleti és gyakorlati tanacsot, ¢és a

munkam alatt nyujtott sokrétli és dnzetlen timogatasukat.
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10. FUGGELEK

F1. tablazat. A B-galaktoziddz termelés vizsgdlatokba bevont Mucoromycota torzsek és aktivitasaik X-gal tartalmu tapkdzegen

egyenesen aranyos az enzimaktivitas erdsségével.

. A kék szin intenzitasa

B-Galaktozid4z aktivitas *

Gombak Gytijteményi kod t(inkubacid)/nap

1 2 4 6 8 10
Lichtheimia csoport
Lichtheimia brasiliensis SZMC 23766 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Lichtheimia corymbifera SZMC 11361 ++ ++++ ++++ +H+++ +H+++ +H+++
Lichtheimia corymbifera SZMC 11367 NKS + + ++ ++ +++
Lichtheimia corymbifera SZMC 23760 + +++ ++++ ++++ ++++ +H+++
Lichtheimia corymbifera SZMC 23761 +++ ++++ +H+++ +H+++ +H+++
Lichtheimia hyalospora SZMC 11363 + +++ ++++ ++++ +++++ +++++
Lichtheimia hyalospora SZMC 11364 ++ ++++ ++++ +H+++ +H+++ +H+++
Lichtheimia hyalospora SZMC 23765 NKS ++ ++ +++ +++ ++++
Lichtheimia ornata SZMC 11370 ++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++++
Lichtheimia ornata SZMC 11368 +++ +++ ++++ +++++ +++++
Lichtheimia ornata SZMC 23764 + +++ ++++ +++++ +++++ +++++
Lichtheimia ramosa SZMC 11369 ++ ++ ++++ ++++ ++++ ++++
Lichtheimia ramosa SZMC 11360 +++ +++++ +++++ +++++ +++++ +++++
Lichtheimia ramosa SZMC 11362 ++ ++++ ++++ +++++ +++++ +++++
Lichtheimia ramosa SZMC 23762 + +++ +++ ++++ ++++ +++++
Lichtheimia ramosa SZMC 23763 + ++ +++ +++ ++++ ++++
Lichtheimia sphaerocystis SZMC 11371 + +++ +++ ++++ +++++ +++++
Lichtheimia sphaerocystis SZMC 23768 + +++ ++++ ++++ ++++ +++++
Mortierella csoport
Mortierella alpina SZMC 11213 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Mortierella gamsii SZMC 11215 NKS NKS NKS + ++ ++
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B-Galaktozidaz aktivitas

Gombak Gyljteményi kod t(inkubacid)/nap

1 2 4 6 8 10
Mortierella antarctica SZMC 11217 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Mortierella echinosphaera SZMC 11251 + + +++ +H++ ++++ +H+++
Mortierella exigua SZMC 11257 NKS NKS + ++ ++ ++
Mortierella turficola SZMC 11207 NKS NKS + ++ ++ +++
Mortierella gemmifera SZMC 11201 + + ++ +++ +++ +++
Mortierella globulifera SZMC 11209 + ++ +++ +++ ++++ +H+++
Mortierella indohii SZMC 11253 NKS + ++ +++ +++ ++++
Mortierella capitata SZMC 11256 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Mortierella paraensis SZMC 11272 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Mortierella parvispora SZMC 11266 NKS + + ++ +++ +++
Mortierella rishikesha SZMC 11273 NKS NKS + ++ +++ ++++
Mortierella wolfii SZMC 11243 + ++ +++ +++ +++ ++++
Mortierella zychae SZMC 11212 NKS + ++ ++ ++ +++
Mortierella epicladia SZMC 11247 NKS NKS NKS + + ++
Mucor csoport
Mucor amphibiorum SZMC 12014 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Mucor circinelloides SZMC 20680 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Mucor circinelloides SZMC 12028 + ++ ++ +++ +++ ++++
Mucor corticolus SZMC 12031 NKS NKS NKS + +++ +++
Mucor corticolus SZMC 12058 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Mucor fragilis SZMC 0482 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Mucor guillermondii SZMC 12011 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Mucor hiemalis f. hiemalis SZMC 12056 + ++ ++ ++ ++ +++
Mucor mucedo SZMC 0485 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Mucor piriformis SZMC 12077 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Mucor plumbeus SZMC 12070 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Mucor plumbeus SZMC 12635 NKS NKS NKS NKS NKS NKS

100



B-Galaktozidaz aktivitas

Gombak Gyljteményi kod t(inkubacid)/nap

1 2 4 6 8 10
Mucor plumbeus SZMC 12023 ++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++++
Mucor racemosus SZMC 0472 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Mucor irregularis SZMC 23820 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Mucor irregularis SZMC 23821 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Mucor racemosus f. chibinensis SZMC 12005 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Rhizomucor csoport
Rhizomucor miehei SZMC 11005 ++ +++ ++++ ++++ ++++ +++++
Rhizomucor miehei SZMC 11008 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Rhizomucor miehei SZMC 11014 ++ ++++ +++++ +++++ +++++ +++++
Rhizomucor miehei SZMC 11007 NKS + ++ +++ ++++ +H+++
Rhizomucor miehei SZMC 11009 NKS NKS NKS + + ++
Rhizomucor miehei SZMC 11028 + +++ ++++ ++++ ++++ +++++
Rhizomucor pusillus SZMC 11025 + +++ +++ ++++ ++++ 4+
Rhizomucor pusillus SZMC 11024 NKS NKS +++ ++++ ++++ ++++
Rhizomucor pusillus SZMC 11022 + +++ ++++ ++++ ++++ +H+++
Rhizomucor pusillus SZMC 11023 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Rhizomucor pusillus SZMC 11021 NKS + ++ ++ +++ +++
Rhizopus csoport
Rhizopus arrhizus SZMC 21290 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Rhizopus arrhizus SZMC 21291 + + + + + +
Rhizopus homotallicus SZMC 13623 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Rhizopus microsporus SZMC 21297 NKS NKS ++ +++ ++++ ++++
Rhizopus microsporus SZMC 21298 + ++ ++ +++ +++ +++
Rk_nzopus microsporus var. SZMC 13622 NKS NKS ++ et et et
oligosporus
Rhizopus microsporus var. SZMC 13619 NKS + et et et et

oligosporus
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B-Galaktozidaz aktivitas

Gombak Gyljteményi kod t(inkubacid)/nap

1 2 4 6 8 10
Rhizopus microsporus var. SZMC 13645 ++ - 4+ ot - -
rhizopodiformis
Rhizopus niveus SZMC 13625 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Rhizopus oryzae SZMC 0497 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Rhizopus oryzae SZMC 13618 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Rhizopus oryzae SZMC 13635 NKS NKS NKS NKS ++ +++
Rhizopus oryzae SZMC 13643 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Rhizopus oryzae SZMC 0495 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Rhizopus oryzae SZMC 13616 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Rhizopus oryzae SZMC 13611 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Rhizopus oryzae SZMC 13617 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Rhizopus oryzae SZMC 13634 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Rhizopus schipperae SZMC 21304 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Rhizopus stolonifer SZMC 21295 NKS NKS NKS NKS NKS NKS
Umbelopsis csoport
Umbelopsis angularis SZMC 11252 + ++ +++ +++ ++++ +++++
Umbelopsis autotrophica SZMC 11276 + ++ +++ ++++ ++++ ++++
Umbelopsis isabellina SZMC 11076 + + +++ ++++ ++++ +++++
Umbelopsis isabellina SZMC 11335 + +++ +++ ++++ ++++
Umbelopsis isabellina SZMC 11325 + ++ +++ ++++ +++++ +++++
Umbelopsis isabellina SZMC 11290 + ++ ++ ++++ ++++ +++++
Umbelopsis isabellina SZMC 11319 + + +++ ++++ ++++ +++++
Umbelopsis isabellina SZMC 11323 + ++ ++ +++ +++ +++
Umbelopsis longicollis SZMC 11208 + +++ +4+++ +H+++ +H+++ +H+++
Umbelopsis ovata SZMC 22674 + ++ +4+++ +H+++ +H+++ +H+++
Umbelopsis dimorpha SZMC 22797 + + + ++ +++ +++
Umbelopsis ramanniana SZMC 11078 + ++ +++ +++++ +++++ +++++

102



B-Galaktozidaz aktivitas

Gombak Gyljteményi kod t(inkubacid)/nap

1 2 4 6 8 10
;EB?;;?;:Z ramanniana var. SZMC 11234 + +++ +++++ +++++ +++++ +++++
Umbelopsis versiformis SZMC 21866 NKS + ++ ++ +4++ +4++
Umbelopsis versiformis SZMC 23387 + +++ ++++ +++++ +t++ +t++
Umbelopsis vinacea SZMC 11316 ++ ++ +++ +++ +++ +4+++
Umbelopsis ovata SZMC 22674 + + + ++ +++ +++

! halvanykék (+), vilagoskék (++), kék (+++), sotétkék (++++), mélysotétkék (+++++), NKS: nincs kék elszinez8dés

103



F2. tablazat. Gének, génszakaszok felszaporitasahoz hasznalt inditdszekvencidk. Az alahtizott betitk
a restrikcios hasitohelyeket jeldlik.

Inditészekvencia

L . Inditészekvencia nukleotid sorrendje, 5°-3° Termék
kodja

Az RT-qPCR analizishez hasznalt inditészekvenciak

Lracrinlrtfw GACTGAAGCACCTTTGAACC Aktinl egy rovid
Lracrinlrtrev CCAGAGTCAAGCACAATACC szakasza
Lracrin2rtfw CTCCTGCTTTCTATGTTGCC Aktin2 egy rovid
Lracrin2rtrev ACGACCAGCCATATCAAGAC szakasza
Lr10529rtfw TCCACAGCATGACTTCTACC F-gall egy rovid
Lc10529rtrev CCACCCAGAAACAAAGACTC szakasza
Lr00048rtfw TACACTACCAGCGAGATATTTACAC F-gal2 egy rovid
Lr00048rtrev GAGCAAGACATCATCCTTTACTG szakasza

A pyrG gén felszaporitasahoz hasznalt inditészekvenciak

LrpyrGfw ATGCAGTATAGCAGCATCCTA o

A pyrG kodolo szakasza
LrpyrGrev TTACTTTTGTACACGTTCTAA
LrpyrGP1 TGATGCTTTATCCACTATGGCT A pyrG sajat promoter
LrpyrGP2 TCCACAACTTGACATCATCC és terminalis régioval
A B-galaktozidaz gének tultermeltetéséhez hasznalt inditészekvenciak
BgalloeP1 TTATCTAGATGATGCTTTATCCACTATGGCT A p-gall sajat promoéter
BgalloeP2 TTATCTAGATCCACAACTTGACATCATCC és terminalis régioval
Bgal20eP1 CGCTCTAGAGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT A p-gal2 sajat promoter
Bgal20eP2 TTATCTAGATTACTTGTACAGCTCGTCCA ¢s terminalis régioval

A B-galaktozidaz enzimek heterolog rendszerben torténd termeltetéséhez hasznalt inditészekvenciak

BgallppichP1 TCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTCATCAACGC
ACTTATGGTACTCTC
BgallppichP2 TTATCTAGATCAATGATGATGATGATGATGGGATCC
TCTTGGAACCAAGATTTCCAGAGCGTCTTTCCAAAC
Bgal2ppichP1 TTAGCGGCCGCGCACCTCTTGTCAGCTTGGAAAAGC
GAGACGAAAGCAACAACGG

Bgal2ppichP2 TTATCTAGATCAATGATGATGATGATGATGGGATCC
TCTTGGAACCAA

A p-gall cDNS

A p-gal2 cDNS
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kDa M 1 2

198
98

62
49
38 \-J
28
17
14

F1. abra. A L. ramosa (1) és R. pusillus (2) nyers -galaktozidazok SDS-PAGE vizsgalata. A
részleges tisztitast Bio-Gel P-6 somentesité gyantan (Bio-Rad, USA) végeztiik. M: SeeBlue Plus2
SDS-PAGE molekulaméret sztenderd (Invitrogen, USA).
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