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Аннотация. К веществам, способным стимулировать рост бифидобактерий и обладающим пре-
биотической активностью, относятся моносахариды, дисахариды и олигосахариды разной степени 
полимеризации. Особый интерес как зарубежных, так и отечественных исследователей в последние 
годы вызывают «минорные сахара», в частности манноза –  структурный элемент полисахаридов 
маннанов, входящих в состав клеточной стенки растений, и маннолигосахариды – продукты непол-
ного гидролиза маннанов. Перспективным способом получения маннозы и манноолигосахаридов 
является ферментативная деструкция маннанов  β-маннаназами – ферментами, расщепляющими 
внутренние β-1,4-гликозидные связи в основной цепи молекулы маннанов.  Промышленное произ-
водство манноолигосахаридов отсутствует как у нас в стране, так и за рубежом. 

В работе проведен сравнительный анализ каталитической активности β-маннаназы В. subtilis и 
Tr. harzianum и установлены рациональные параметры ферментативного гидролиза глюкоманнанов 
ели обыкновенной. Установлено, что максимальная степень деструкции глюкоманнана древесины 
ели обыкновенной наблюдалась при ферментативном гидролизе β-маннаназой В. subtilis при рН 7,0, 
температуре 35 °С через 3 ч после внесения фермента в количестве 10 ед/г субстрата и β-маннаназой 
Tr. harzianum в дозировке 15 ед/г глюкоманнана при рН 4,5, температуре 60 °С через 4 ч. Проведен-
ная методом тонкослойной хроматографии оценка качественного и количественного состава полу-
ченных гидролизатов показала наличие в составе гидролизатов маннозы, маннотриозы, маннотетро-
зы, маннопентозы в количестве, мг/л: 33, 48, 32, и 13 соответственно. 

Культивирование бактерий Bifidobacterium bifidum на средах с  различными углеводами показало, 
что  полученные маннозосодержащие гидролизаты обладали выраженной способностью стимули-
ровать рост бифидобактерий B. bifidum и не уступали по действию известному коммерческому пре-
биотику – инулину.

Учитывая высокую каталитическую активность рекомбинантной β-маннаназы В. subtilis и более 
выраженную способность полученных под действием этого фермента олигосахаридов стимулиро-
вать рост бифидобактерий, целесообразно для получения маннозосодержащих гидролизатов из  рас-
тительного сырья применять β-маннаназу В. subtilis. 

Ключевые слова: β-маннаназа, гидролиз глюкоманнана, маннозосодержащие гидролизаты, би-
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В настоящее время повышенный интерес 
вызывают вещества, способные стимулировать 
рост бифидобактерий и обладающие пребиоти-
ческой и антиоксидантной активностью [1–4]. 
К числу таких веществ относят моносахариды, 
дисахариды и олигосахариды разной степени 
полимеризации[5–7]. Наиболее изученными из 
них являются фруктоолигосахариды, лактулоза и 
инулин [8]. В последние годы ряд исследований 

направлен на изучение свойств «минорных са-
харов», в частности маннозы из-за множества ее 
биологических функций [9–12]. Манноза – это 
структурный элемент полисахаридов маннанов, 
входящих в состав клеточной стенки растений и 
некоторых дрожжей. Пребиотические свойства 
маннозы подтверждены в опытах in vitro и in vivo 
[13]. В то же время мало изученными остаются 
свойства маннолигосахаридов – продуктов непол-
ного гидролиза маннанов. Перспективным спосо-
бом получения маннозы и манноолигосахаридов 
является ферментативная деструкция маннанов  
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β-маннаназами – ферментами, расщепляющими 
внутренние β-1,4-гликозидные связи в основной 
цепи молекулы маннанов [14–15]. Промышлен-
ное производство манноолигосахаридов отсут-
ствует как у нас в стране, так и за рубежом. 

Цель работы – подбор ферментного препарата 
β-маннаназы для получения маннозосодержащих 
гидролизатов  из растительного сырья, обладаю-
щих бифидогенной активностью.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В работе применяли полученные на кафедре 

биохимии и биотехнологии ВГУИТ спиртоосаж-
денные ферментные препараты: рекомбинант-
ную β-маннаназу В. subtilis с активностью 72000 
ед/г и β-маннаназу Tr. harzianum с активностью 
2100 ед/г [16].

Выделение глюкоманнанов из древесины ели 
обыкновенной  проводили по описанной методи-
ке [17].

Для определения степени гидролиза маннанов 
реакционную смесь, состоящую из 200 мкл 1 % 
раствора субстрата в соответствующем буфере и 
100 мкл раствора фермента разной концентрации, 
выдерживали при оптимальной температуре дей-
ствия фермента в течение 5 часов. Через каждый 
час в реакционной смеси определяли редуцирую-
щие сахара по методу Сомоджи-Нельсона [18], по 
количеству которых рассчитывали степень гидро-
лиза маннанов.

Оценку качественного и количественного со-
става гидролизатов проводили методом тонкос-
лойной хроматографии с хроматоденситометри-
ей. Анализ проводили на пластинках Kieselgel 
60 F254 (Merck, Германия) размером 10х20 см. 
Пластинки промывали метанолом (восходящий 
метод) до верхнего края, высушивали и активи-
ровали при 1200С в течение 20 мин в сушильном 
шкафу. В качестве подвижной фазы использовали 
смесь, состоящую из бутанола, этилового спир-
та и воды (5:4:3.5). Идентификацию маннозосо-
держащих гидролизатов проводили по маннозе 
(Sigma) и стандартным манноолигосахаридам со 
степенью полимеризации 2-6 фирмы «Megazyme» 
(Ирландия). Количественное определение углево-
дов осуществляли на сканирующем денситометре 
TLC Scanner 3 фирмы CAMAG (Швейцария) при 
длине волны 420 нм с использованием программ-
ного обеспечения WinCATS. 

Для исследования бифидогенной активности 
маннозосодержащих гидролизатов in vitro прово-
дили культивирование бактерий Bifidobacterium 

bifidum. Выращивание бифидобактерий осущест-
вляли в анаэробных условиях при температуре 
37 0С на среде Блаурокка (г/л): пептон - 10; NaCl 
- 5; агар-агар – 0.75; лактоза - 10; цистеин соля-
нокислый – 0.1; печеночный отвар, рН 7.5. Для 
определения эффективности действия различ-
ных углеводов на рост B. bifidum в питательную 
среду поочередно включали инулин из  цикория 
(Raftiline), маннозу и маннозосодержащие ги-
дролизаты в качестве единственного источника 
углерода.  Накопление биомассы бифидобактерий 
оценивали по оптической плотности суспензии 
бактерий при длине волны 590 нм [19]. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Известно, что на степень деструкции поли-

сахаридов большое влияние оказывает дозиров-
ка ферментного препарата и продолжительность 
гидролиза. При исследовании процесса гидроли-
за глюкоманнанов древесины ели обыкновенной 
спиртоосажденным рекомбинантным препаратом 
β-маннаназы В. subtilis при рН 7.0 и температу-
ре 35 °С выявлена зависимость степени гидроли-
за маннана от дозировки ферментного препарата 
β-маннаназы, который вносили в количестве 5–15 
ед/г субстрата (рис. 1). Установлено, что дозиров-
ка 10 ед/г субстрата обеспечивала максимальную 
степень деструкции глюкоманнана 88 % за 3 ч ги-
дролиза. Дальнейшее повышение концентрации 
ферментного препарата было нецелесообразным, 
так как не приводило к значительному увеличе-
нию степени гидролиза маннана.

Рис. 1. Зависимость степени гидролиза глюко-
маннана от концентрации β-маннаназы В. subtilis 
(ед/г глюкоманнана) при температуре 35 0С и рН 7.0

Динамика ферментативной деструкции манна-
нов  β-маннаназой Tr. harzianum представлена на 
рисунке 2. Ферментный препарат вносили в коли-
честве 5-25 ед/г маннанов.  Максимальная степень 
деструкции маннанов 90 % наблюдалась при дози-
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ровке ферментного препарата 15 ед/г глюкоманнана 
при рН 4.5, температуре 60 °С за 4 ч. Дальнейшее 
увеличение концентрации фермента в реакционной 
смеси нецелесообразно, так как это не приводило к 
видимому увеличению степени гидролиза. 

Результаты исследования способности ман-
нозосодержащих гидролизатов, полученных при 
оптимальных условиях гидролиза β-маннаназой 
В. subtilis и Tr. harzianum, стимулировать развитие 
бифидобактерий B. bifidum, представлена на рис. 3. 
Исследование активности гидролизатов, как един-
ственного источника углерода в питательной сре-
де для бифидобактерий, проводили в сравнении с 
инулином Raftiline и маннозой. Контролем служи-
ла среда с лактозой.

Рис. 2. Зависимость степени гидролиза глю-
команнанов от концентрации β-маннаназы Tr. 
harzianum (ед/г глюкоманнанов) при температуре 
60 0С и рН 4.5

более выраженной пребиотической активностью 
по сравнению с продуктами гидролиза глюкоман-
нана β-маннаназой Tr. harzianum.

 При гидролизе маннанов β-маннаназами 
микробного происхождения образуются конеч-
ные продукты: манноолигосахариды различной 
молекулярной массы и манноза, которая, как пра-
вило, не является доминантным продуктом [14]. 
Хроматографический анализ маннозосодержа-
щих гидролизатов, полученных при оптимальных 
условиях гидролиза глюкоманнанов ели обыкно-
венной  β-маннаназой В. subtilis, показал наличие 
в составе гидролизатов маннозы, маннотриозы, 
маннотетрозы, маннопентозы в количестве, мг/л: 
33, 48, 32, и 13 соответственно. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По результатам проведенных исследований 

были установлены рациональные параметры про-
цесса гидролиза глюкоманнанов ели обыкновен-
ной для β-маннаназ различного происхождения. 
Для β-маннаназы В. subtilis оптимальными пара-
метрами являются дозировка ферментного препа-
рата 10 ед/г, продолжительность 3 ч, температура 
35 °С, рН 7.0. Для β-маннаназы Tr. harzianum – до-
зировка ферментного препарата 15 ед/г, продол-
жительность 4 ч, температура 60  °С, рН 4.5. 

Полученные маннозосодержащие гидролиза-
ты способствовали накоплению биомассы бифи-
добактерий Bifidobacterium bifidum при внесении 
их в среду культивирования бактерий  и не усту-
пали по действию известному коммерческому 
пребиотику – инулину, что свидетельствует об их 
бифидогенной активности.

Учитывая  высокую каталитическую активность 
рекомбинантной β-маннаназы В. subtilis и более вы-
раженную способность полученных под действием 
этого фермента олигосахаридов стимулировать рост 
бифидобактерий, целесообразно для получения 
маннозосодержащих гидролизатов из  растительно-
го сырья применять β-маннаназу В. subtilis. 
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ENZYMAL DESTRUCTION OF MANNANES OF THE 
PLANT RAW MATERIAL: SELECTION OF THE ENZYME 
PREPARATION AND INVESTIGATION OF BIFIDOGENIC 

ACTIVITY OF HYDROLYLISATES
Z. Kh. Radif, E. P. Anokhina, Yu. P. Sinyukova, O. S. Korneeva

Voronezh state university of engineering technologies

Abstract. Substances capable of stimulating the growth of bifidobacteria and possessing prebiotic ac-
tivity include monosaccharides, disaccharides, and oligosaccharides of different degrees of polymerization. 
In recent years, «minor sugars», in particular mannose, a structural element of the polysaccharides of man-
nans, which are part of the plant cell wall, and mannoligosaccharides, products of incomplete hydrolysis 
of mannans, have been of particular interest to both foreign and domestic researchers. A promising way to 
produce mannose and mannooligosaccharides is the enzymatic destruction of mannans by β-mannanases, 
enzymes that break down the internal β-1,4-glycosidic bonds in the main chain of the mannans molecule. 
Industrial production of mannooligosaccharides is absent both in our country and abroad.

A comparative analysis of the catalytic activity of β-mannanase of B. subtilis and Tr. harzianum and 
established rational parameters of the enzymatic hydrolysis of glucomannan spruce. It was established that 
the maximum degree of glucomannan destruction of spruce wood was observed during enzymatic hydroly-
sis with β-mannanase of B. subtilis at pH 7.0, temperature of 35 ° C after 3 hours after adding the enzyme 
in an amount of 10 units / g of substrate and β-mannanase Tr. harzianum at a dosage of 15 u/g glucomannan 
at a pH of 4.5 and a temperature of 60 ° C after 4 hours. An assessment of the qualitative and quantitative 
composition of the hydrolysates obtained by thin-layer chromatography showed the presence of mannose, 
mannotriosis, mannotrotroses, mannophentose in the amount of mg/l: 33, 48, 32, and 13, respectively.

Cultivation of the Bifidobacterium bifidum bacteria on media with different carbohydrates showed that 
the obtained mannose-containing hydrolysates had a pronounced ability to stimulate the growth of B. bifi-
dum bifidobacteria and were not inferior in effect to the well-known commercial prebiotic, inulin.

Considering the high catalytic activity of recombinant β-mannanase of B. subtilis and the more pro-
nounced ability of oligosaccharides obtained under the action of this enzyme to stimulate the growth of 
bifidobacteria, it is expedient to use B. subtilis β-mannanase to obtain mannose-containing hydrolysates.

Keywords: β-mannanase, glucomannan hydrolysis, mannose-containing hydrolysates, bifidobacteria, 
prebiotic
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