
38

ISSN 0234-2758,  Биотехнология, 2019, Т. 35, № 1, С. 38–44

Маннаназы являются ферментами промышлен-
ного назначения и применяются в целлюлозно-бу-
мажной и пищевой промышленности (раствори-
мый кофе, диетические пищевые продукты), в про-
изводстве синтетических моющих средств. Одной 
из областей применения β-1,4-маннаназ является 
кормовая промышленность. В составе кормов на-
ряду с такими некрахмалистыми полисахаридами 
(НПС) как β-глюканы, ксиланы, пектины присут-
ствуют и маннаны. Содержание маннанов в струк-
туре НСП основных кормов (зерновые, подсолнеч-
ный жмых, соевый шрот) колеблется от 0,3 до 1,5%, 
а нетрадиционных  кормов (нешелушеные ячмень и 
подсолнечник и др.) может достигать 3,2–9,7% [1]. 
Наличие маннанов в кормах приводит к повыше-
нию вязкости содержимого желудочно-кишечного 
тракта птицы и животных с однокамерным желуд-
ком из-за способности маннанов связывать свобод-
ную воду. Введение в корм животных β-маннаназ 
способствует как повышению питательной ценно-
сти корма, так и снижению его вязкости.

β-1,4-маннаназа (β-маннаназа, Е.С. 3.2.1.78) от-
носится к семейству О-гликозилгидролаз и катали-
зирует неупорядоченный гидролиз β-1,4-гликозид-
ных связей в основной полимерной цепи молекулы 
маннана [2]. Маннаны ‒ полисахариды, входящие 
в состав гемицеллюлозной фракции клеточной 
стенки растений. Они составляют значительную 
часть растительного сырья. К маннанам ‒ дегра-
дирующим ферментам ‒ кроме β-маннаназ, отно-
сятся β-маннозидаза (EC 3.2.1.25) и β-глюкозидаза 
(EC 3.2.1.21), разрушающие линейный каркас по-
лисахарида [3]. Продуктами расщепления манна-
нов являются манноолигосахариды и манноза, ко-
торые могут усваиваться живыми организмами. 

Спектр микроорганизмов, из которых были вы-
делены β-маннаназы, широкий и включает неко-
торых представителей бактерий, грибов, высших 
растений, моллюсков и насекомых. Рынок кор-
мовых β-маннаназ представлен преимуществен-
но ферментами бактериального происхождения, 
но имеются препараты, содержащие маннаназы  
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полисахариды; среда LB ‒ среда Луриа-Бертани, богатая для роста культур бактерий; среда YNB (Yeast Nitrogen Base) ‒ мини-
мальная среда для дрожжей; ОП ‒ оптическая плотность; LBG ‒ галактоманнан, камедь рожкового дерева (Locust Bean Gum).
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мицелиальных грибов. pH-оптимум и оптимум 
температуры β-маннаназ большинства мицели-
альных грибов находится в диапазоне pH  2,4–7,5 
и температур 45–90 °C [2], что наиболее отвечает 
требованиям, предъявляемым к кормовым фермен-
там. В процессе перемещения съеденного корма по 
желудочно-кишечному тракту животного pH меня-
ется, и фермент должен сохранять активность, как 
при кислых, так и щелочных значениях pH.

Эффективность биотехнологий получения 
ферментных препаратов в основном определяет-
ся продуктивностью используемых рекомбинант-
ных штаммов-продуцентов, которая, в свою оче-
редь, в значительной степени зависит от удельной 
активности синтезируемого фермента.

Мицелиальные грибы рода Aspergillus проду-
цируют различные маннанолитические фермен-
ты, включая β-1,4-маннаназы, и поэтому являются 
источником генов активных маннаназ для клони-
рования. Преимущественно мицелиальные грибы 
продуцируют β-маннаназы, относящиеся к семей-
ству гликозилгидролаз 5 и 26 (GH5 и GH26) [4, 5]. 
β-Маннаназа, кодируемая геном man1 A. aculea-
tus (AAA67426), относится к семейству GH5 [6]. 
β-Маннаназа A. aculeatus обладает относительно 
высокой удельной активностью, что определяет 
перспективность ее использования для создания 
рекомбинантных промышленных продуцентов.

Из некоторых представителей грибов рода 
Aspergillus были выделены и охарактеризова-
ны β-маннаназы, которые сохраняют активность 
при изменении значений pH от 2 до 8 и в интер-
вале температур 35‒70 °C, а также имеют высокое 
сродство к галактоманнанам. 

Ранее β-маннаназа A. aculeatus из природных 
штаммов A. aculeatus KSM510 или A. aculeatus 
MRC11624 была использована для создания ре-
комбинантных продуцентов на основе A.  oryzae 
[7], A. niger D15 [8], дрожжевых штаммов Saccha-
romyces cerevisiae Y294 [6, 9] и Yarrowia lipolytica 
Polh [10] и охарактеризована.

Рекомбинантный штамм A. oryzae с геном 
β-маннаназы A. aculeatus CBS 101.43 запатентован 
компанией Novo Nordisk (Дания). Штамм проду-
цирует фермент с оптимумами рН 5,0 и темпера-
туры 60 °C. Он относительно стабилен в диапазо-
не значений рН 2,5–10,0 и при температурах ниже 
70 оС [11]. β-Маннаназа A. aculeatus MRC11624 
была запатентована для использования в пищевой 
промышленности для уменьшения вязкости и уси-
ления экстракции при обработке зерен кофе [12].

В настоящее время все более широкое распро-
странение находят технологии получения различ-

ных ферментов на основе рекомбинантных штам-
мов дрожжей P. pastoris.  Дрожжи P. pastoris обе-
спечивают высокий выход биомассы (свыше 130 г 
сухой биомассы на 1 л) [13] и способны секрети-
ровать более 20 г/л гетерологичного белка в среду 
культивирования [14]. Использование подобных 
технологий позволяет снизить себестоимость по-
лучения ферментных препаратов, а также унифи-
цировать технологическую платформу для про-
мышленного производства различных промыш-
ленно-ценных ферментов. 

Цель данной работы ‒ экспрессия гена man1 
β-маннаназы A. aculeatus KSM510 (L35487) в 
дрожжах P. pastoris и характеристика синтезиру-
емой β-маннаназы (определение молекулярной 
массы, активности маннаназы в КЖ, количества 
секретируемого белка, оптимальных значений pH 
и температуры, стабильности белка в широком 
диапазоне pH и температур, Km и Vmax).

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Штаммы, плазмиды и условия 
культивирования

Для клонирования и наработки плазмидной 
ДНК использовали штамм E. coli XL1 blue (Strata-
gene, США). Для экспрессии гена man1 использо-
вали вектор pPIC9α и штамм дрожжей P. pastoris 
GS115 (his4, Mut+) (Invitrogen, США). Экспресси-
онный вектор pPIC9α содержал промотор и тер-
минатор гена алкогольоксидазы I (AOX1), селек-
тивный маркер his4 из дрожжей P. pastoris и сиг-
нальную последовательность α-фактора (MFα) из 
дрожжей Saccharomyces cerevisiae.

Штамм E. coli XL1 blue культивировали при 
37 °C на среде LB, при необходимости с добав-
лением ампициллина в концентрации 50 мкг/мл. 
Штамм P. pastoris GS115 растили при 30 °C на 
комплексной среде YP (дрожжевой экстракт – 1%, 
пептон – 2%) c глюкозой (2%) или на селектив-
ной синтетической среде YNB (HiMedia, Индия) с 
1%-ной глюкозой и добавлением гистидина в ко-
личестве 20 мкг/мл, при необходимости.

Конструирование плазмиды
Последовательность нуклеотидов гена man1 

β-маннаназы из штамма A. aculeatus KSM510 
была синтезирована компанией GenScript (США), 
и была идентична последовательности L35487, за 
исключением замены C→G в области NotI-сайта, 
не влияющей на последовательность амино-
кислот. Ген man1 A. aculeatus размером 1080 пн  
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амплифицировали с синтезированной последова-
тельности с использованием пары олигонуклеоти-
дов Man-MF-F(5′-GTCGAATTCCTTCCCCGGAC
GCCGAACCACAACG-3′) и Man-R (5′-CTGCGG-
CCGCTTACTTCGACTGCGCATTGATGGCC-3′), 
содержащих на концах сайты EcoRI и NotI. Ам-
плификацию проводили при следующих услови-
ях: 20 с при 98 °C, 15 с при 53 °C, 60 с при 72 °C в 
присутствии Kapa-полимеразы (KapaBiosystems, 
США). Фрагмент ДНК с геном man1 лигировали с 
вектором pPIC9α в рамку с сигнальным пептидом 
MFα. Среди ApR колоний E. coli отобрали транс-
формант с плазмидой pPIC-man1-Aacu (9097 пн). 
Точность конструкции подтвердили секвениро
ванием ДНК.

Трансформация дрожжей P. pastoris и 
культивирование рекомбинантных штаммов

Плазмиду pPIC-man1-Aacu обработали фер-
ментом BglII (Thermo Scientific, Литва) и 1‒5 мкг 
ДНК трансформировали в клетки P. pastoris 
GS115 с использованием электропоратора Gene-
PulserXcellTM (Bio-Rad, США) при следующих па-
раметрах: 1500 B, 25 мкФ, 400 Ом, время 0,01 с. 
Трансформанты отбирали на среде YNB с глюко-
зой (1%). Наличие гена man1 подтверждали ме-
тодом ПЦР с использованием в качестве матрицы 
геномной ДНК, выделенной из трансформантов с 
помощью набора GeneJET Genomic DNA Purifica-
tion Kit (Thermo Scientific).

Культивирование рекомбинантных штам-
мов-продуцентов проводили следующим образом. 
Свежей культурой со среды YNB с глюкозой (1%) 
засевали 5 мл жидкой среды YP с глюкозой (1%). 
Пробирки инкубировали при 30 °C и 250 об/мин 
в течение 24 ч. Переносили посевную культуру в 
колбы с 50 мл жидкой среды YP с глюкозой (1%) 
и культивировали при 30 °C и 250 об/мин в тече-
ние шести дней. Метанол (3%) добавляли к куль-
туре через 24 и 48 ч культивирования. Биомассу 
отделяли центрифугированием при 2500 g в те-
чение 10 мин. Культуральную жидкость (КЖ) без 
биомассы использовали для тестирования манна-
назы. Культивирование в пробирках проводили в 
4 мл среды YPD при тех же условиях.

Биохимические методы анализа
Активность β-маннаназы определяли по методу 

Миллера с динитросалициловой кислотой (ДНС), 
используя маннозу как стандарт [15]. В  качестве 
субстрата использовали галактоманнан LBG ‒ ка-
медь рожкового дерева (Sigma, США). Стандарт-
ная реакционная смесь состояла из 0,1 мл раство-

ра 1%-ного субстрата (вес/объем) в 0,1 М ацетат-
ном буфере, pH 4,0 и 0,1 мл образца фермента. 
В качестве образцов фермента использовали КЖ, 
полученную в результате культивирования реком-
бинантных штаммов P. pastoris, как без разведе-
ния, так и разбавленную в 100, 250 и 500 раз в рас-
творе буфера. Все измерения проводились триж-
ды. Реакционную смесь инкубировали при 50 °C в 
течение 10 мин, затем добавляли 0,3 мл раствора 
ДНС и инкубировали при 98 °C в течение 5 мин. 
Оптическую плотность (ОП) при длине волны 
540 нм определяли в плашке на 96 лунок на спек-
трофотометре Multiskan spectrum (Thermo scientif-
ic). За единицу ферментативной активности манна-
назы (1 ед) принимали количество фермента, дей-
ствующего на субстрат с высвобождением 1 мкМ 
восстанавливающих сахаров (маннозы) за 1 мин.

Концентрацию белка определяли с исполь-
зованием Pierce™ Coomassie (Bradford) Protein 
Assay (Pierce, США) согласно инструкции. Для 
очистки и концентрирования белка из супернатан-
та применяли метод ультрафильтрации с исполь-
зованием колонок с мембранами для белков на 50, 
30 и 10 кДа (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter De-
vices, Merck Millipore, США). Электрофорез бел-
ков проводили в 12%-ном полиакриламидном геле 
в денатурирующих условиях в камере для верти-
кального электрофореза Mini-PROTEAN Tetra 
Bio-Rad (Bio-Rad). Для визуализации белков ис-
пользовали Кумасси бриллиантовый синий R250.

Методы определения свойств фермента
Активность β-маннаназы по отношению к 

субстрату (камедь рожкового дерева) была изме-
рена в диапазоне значений pH 2,0–9,0 с использо-
ванием 0,1М растворов цитратного (pH 1,0–4,0), 
фосфатного (pH 5,0–7,0) и боратного (pH 8,0–9,0) 
буферов при температуре 50 °C в течение 10 мин. 
Стабильность фермента в диапазоне значений 
pH  2,0–8,0 была измерена после выдерживания 
фермента в соответствующем буфере в течение 
24 ч при температуре 40 °C без субстрата. Отно-
сительную активность рассчитывали как процент 
от максимальной активности фермента, измерен-
ной в реакциях в диапазоне значений pH 2,0–9,0 
при температуре 50 °C. Остаточную активность 
рассчитывали как процент от исходной активно-
сти, измеренной перед инкубацией фермента в 
буферах с различными значениями pH в течение 
24 ч при температуре 50 °C.

Определение оптимальных значений темпера-
туры проводили в реакции с субстратом в 0,1М ци-
тратном буфере (pH 4,0) в диапазоне температур 
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от 25 до 85 °C с шагом 5 °C. Относительную ак-
тивность рассчитывали как процент от максималь-
ной активности фермента, измеренной в реакциях 
в диапазоне значений температур от 25 до 85 °C.

Перед определением термостабильности об-
разцы выдерживали в 0,1 М цитратном буфере 
(pH 4,0), содержащем 50 мкг/мл BSA, при темпе-
ратуре 25‒70 °C в течение 24 ч. Для оценки тер-
мостабильности фермента при 80 °C образец фер-
мента делили на две пробирки, одну держали при 
комнатной температуре, а другую прогревали 
при 80 °C в течение 10 мин. Реакцию с субстра-
том проводили при температуре 50 °C в течение 
10  мин. Остаточную активность рассчитывали 
как процент от исходной активности, измеренной 
перед инкубацией фермента при различной тем-
пературе в течение 24 ч или прогревом при 80 °C.

Определение кинетических параметров про-
водили в 0,1М цитратном буфере (pH 4,0) и тем-
пературе 65 °С. Использовали растворы субстрата 
с диапазоном концентраций 1–5 мг/мл. Образцы 
отбирали в промежутке от 2 до 10 мин. Измере-
ния проводили в трех повторностях. Кинетиче-
ские характеристики фермента (Km и Vmax) опреде-
ляли по графику зависимости обратных величин 
субстрата (ось абсцисс) и скорости реакции (ось 
ординат) согласно методу Лайнуивера-Берка.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Перспектива использования гена man1 A. ac-
uleatus для создания суперпродуцентов на ос-
нове дрожжей P. pastoris оценивалась на основе 
анализа промышленно-ценных свойств фермен-
та (с  учетом возможного влияния особенностей 
гликозилирования) и проверки эффективности 

синтеза и секреции этой мананназы в дрожже-
вых клетках.

Синтезированный ген man1 β-маннаназы из 
штамма A. aculeatus KSM510 был клонирован в 
вектор pPIC9α в рамку с сигнальной последова-
тельностью MFα и была отобрана плазмида pPIC-
man1-Aacu. Последовательность нуклеотидов 
синтезированного гена man1 из гриба A. aculea-
tus была идентична последовательности L35487, 
за исключением замены C→G в области NotI сай-
та, не приводящей к изменению последователь-
ности аминокислот. Плазмидой pPIC-man1-Aacu, 
обработанной ферментом BglII, трансформирова-
ли штамм P. pastoris GS115. Двенадцать случай-
но отобранных трансформантов культивировали в 
пробирках и тестировали активность маннаназы 
в КЖ. Активность β-маннаназы A. aculeatus в КЖ 
трансформантов варьировала от 30 до 300 ед/мл. 
Наличие в геноме всех анализируемых трансфор-
мантов инсерции с геном man1 A. aculeatus было 
подтверждено методом ПЦР. 

Ранее ген man1 из штамма A. aculeatus 
KSM510 (L35487) был экспрессирован в грибе 
A. oryzae и в дрожжах S. cerevisiae, и рекомбинант-
ная маннаназа была охарактеризована [7, 9]. Ген 
man1 из штамма A. aculeatus KSM510 идентичен 
гену man1 из штамма A. aculeatus MRC11624 на 
99,7%, белковые последовательности отличаются 
одной аминокислотой в положении 225 (Thr/Ser). 
Данная замена находится в вариабельной обла-
сти β-маннаназ из семейства GH5 и не влияет на 
структуру и функции белка [6]. 

Результаты изучения зависимости активности 
β-маннаназы от рН и температуры приведены на 
рис. 1. β-Маннаназа активна в широком диапазо-
не значений pH (2,0–8,0) и температур (45–70 °C). 
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Рис. 1. Зависимость активности β-маннаназы A. aculeatus от pH и температуры. a – зависимость от pH, проверялась 
при температуре 50 °C; b – зависимость от температуры проверялась в 0,1М цитратном буфере (pH 4,0). 1 ‒ относи-
тельная активность; 2 ‒ остаточная активность (стабильность фермента)

Fig. 1. The effect of pH and temperature on activity and stability of recombinant β-mannanase from A. aculeatus. Panel a: the 
pH effect. It was determined at 50 °C. Panel b – the temperature effect. It was tested in 0,1M of citrate buffer (pH 4,0). 1 ‒ the 
relative activity; 2 ‒ the residual activity
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Максимальная активность наблюдалась при 
pH 4,0 и температуре 65–70 °C по результатам 
трех независимых экспериментов. Рекомбинант-
ный фермент сохраняет свыше 70% активности 
после его выдерживания в буферных растворах с 
pH 2,0–7,0 в течение 24 ч и свыше 80% активности 
после выдерживания при температурах 25–50 °C 
в 0,1 М цитратном буфере (pH 4,0) в течение од-
них суток. Остаточная активность фермента бы-
стро падает после его инкубации при темпера-
турах выше 50 °C в течение 24 ч. Остаточная 
активность β-маннаназы A. aculeatus после выдер-
живания белка при температуре 80 °C в течение 10 
мин составляет 5,5%. Рекомбинантная β-маннана-
за A. aculeatus, продуцируемая P. pastoris по таким 
параметрам, как активность в широком диапазоне 
значений pH и температур, быстрая потеря актив-
ности при температурах выше 70 °C, сравнима с 
β-маннаназами A. aculeatus, экспрессированными 
в других штаммах-хозяевах [6–10]. Значения pH и 
температуры, при которых β-маннаназа A. aculea-
tus имеет максимальную активность, варьируют 
при использовании различных экспрессионных 
систем: оптимальные значения pH и температуры 
для фермента, продуцируемого природным штам-
мом и дрожжами S. cerevisiae, составляют pH 3,0 и 
50 °C, грибом A. niger – pH 3,8 и 75–80 °C, грибом 
A. oryzae – pH 5,0 и 60–70 °C [6–8].

Штамм P. pastoris ВКПМ Y-4448 с наиболь-
шей активностью β-маннаназы в КЖ был отобран 
для наработки и анализа фермента. После пяти 
дней культивирования штамма в колбе на среде 
с метанолом отделяли биомассу центрифугиро-
ванием и определяли в КЖ ферментативную ак-
тивность и количество белка. Штамм P. pastoris 
ВКПМ Y-4448 секретировал около 0,3 мг/мл белка 
при активности фермента в КЖ около 300 ед/мл. 
Для β-маннаназы A. aculeatus были определены 
кинетические параметры Km и Vmax, соответствен-
но, 1,5 мг/мл и 370 мкМ/мин/мг.

Белок маннаназы после ультрафильтрации КЖ 
с использованием колонок Amicon Ultra-15 анали-
зировали белковым электрофорезом в денатури-
рующих условиях в 12%-ном полиакриламидном 
геле. Анализ показал, что рекомбинантная β-ман-
наназа A. aculeatus секретируется в среду в виде 
гликозилированного белка, на что указывает нали-
чие на геле диффузных полос массой 45–60 кДа. 
Основная полоса соответствует белку с молеку-
лярной массой около 60 кДа (рис. 2).

Сравнение полученных нами результатов с ра-
нее опубликованными характеристиками манна-
наз гена man1 A. aculeatus свидетельствует о за-

висимости молекулярной массы белка от исполь-
зуемых экспрессионных систем, что, вероятно, 
связано со степенью гликозилирования, так как 
у β-маннаназы A. aculeatus имеется четыре пред-
полагаемых сайта гликозилирования. Расчетная 
масса зрелой β-маннаназы A. aculeatus, синтези-
руемой в P. pastoris, составляет 41 кДа. Глико-
зилированная β-маннаназа A. aculeatus KSM510, 
синтезированная грибом A. oryzae, имеет моле-
кулярную массу 45 кДа [11]. β-Маннаназа, синте-
зируемая штаммом A. aculeatus MRC11624, име-
ет молекулярную массу 45 кДа, при экспрессии в 
дрожжах S. cerevisiae – 45–50 кДа, при экспрес-
сии в грибах A. niger – 50 кДа и при экспрессии в 
дрожжах Y. lipolytica ‒ 70–80 кДа [6, 8, 10].

По уровню продуктивности рекомбинант-
ный штамм P. pastoris ВКПМ Y-4448 не уступал 
или был сопоставим с ранее описанными реком-
бинантными штаммами, полученными на осно-
ве иных экспрессионных систем. При фермента-
ции в колбах штамма S. cerevisiae Y294, в котором  

Рис. 2. Анализ рекомбинантной β-маннаназы A. ac-
uleatus в денатурирующих условиях на 12%-ном по-
лиакриламидном геле. 1 – стандартный маркер мо-
лекулярной массы; 2 – фракция 1 (15 мкл), получен-
ная после ультрафильтрации на колонках Amicon 
Ultra-15; 3 – КЖ (15 мкл) с β-маннаназой A. Acu-
leatus; 4 – КЖ (15 мкл) штамма P. pastoris GS115 с 
плазмидой pPIC9α (контроль)

Fig. 2. SDS-PAGE analysis of recombinant β-mannan-
ase A. aculeatus. Lane 1: molecular mass standard pro-
tein; lane 2: the fraction 1 (15 µL) after ultrafiltration 
on Amicon Ultra-15 column; lane 3: culture superna-
tant (15 µL) containing the β-mannanase of A. aculea-
tus; lane 4: culture supernatant (15 µL) of the control 
P. pastoris GS115 strain carrying the pPIC9α 
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транскрипция гена man1 контролировалась про-
мотором гена ADH2, активность β-маннаназы в 
КЖ составляла 31,2 ед/мл [6]. Рекомбинантный 
штамм Y. lipolytica Polh, в котором экспрессия 
гена man1 находилась под контролем промото-
ра hp4d, продуцировал маннаназу с активностью 
784 ед/мл [10]. Наибольшая продуктивность была 
показана для рекомбинантного продуцента, полу-
ченного на основе штамма A. niger D15, в котором 
транскрипция гена man1 A. aculeatus находилась 
под контролем промотора gpd. При культивирова-
нии штамма на среде с кукурузным экстрактом и 
высокой концентрацией глюкозы в колбах актив-
ность β-маннаназы в КЖ составляла 995 ед/мл [8].

Следует отметить, что при конструировании 
метанол-индуцибельных суперпродуцентов фер-
ментов на основе дрожжей P. pastoris уровень 
накопления фермента в КЖ может быть суще-
ственно повышен путем увеличения копийности 
клонируемого гена фермента, а оптимизация ус-
ловий культивирования рекомбинантных штам-
мов P.  pastoris в ферментерах обычно позволя-
ет повысить уровень накопления фермента, по 
отношению к ферментации в колбах, примерно 
в 10 раз. Показано, в частности, что при культи-
вировании штамма P. pastoris X–33 – продуцен-
та β-маннаназы A. sulphureus в ферментере актив-
ность β-маннаназы в КЖ составила 1100 ед/мл, 
что в 9 раз выше по сравнению с эксперимента-
ми в колбах [16].

Полученные результаты позволяют считать 
использование гена man1 β-маннаназы A. aculea-
tus перспективным для создания промышленных 
суперпродуцентов на основе дрожжей P. pasto-
ris. Рекомбинантная β-маннаназа A. aculeatus хо-
рошо экспрессируется и секретируется дрожжами 
P. pastoris, активна и стабильна в широком диапа-
зоне значений pH и температуры и может исполь-
зоваться в ферментных кормовых добавках.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке государства (Государственное задание № 595-
00004-18 ПР) с использованием УНУ – Националь-
ный биоресурсный центр «Всероссийская кол-
лекция промышленных микроорганизмов» НИЦ 
«Курчатовский институт» – ГосНИИгенетика.
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Abstract– β-Mannanases are enzymes for the industrial application and they can be used, in particular, in 
the feed industry. The most important requirements for feed enzymes are broad pH range, thermal stability 
and high specific activity. The efficient expression of the man1 gene encoding Aspergillus aculeatus  
β-1,4-mannanases in Pichia pastoris yeast cells has been obtained for the first time. The industrially 
valuable properties of the enzyme were confirmed. The obtained data indicate that the man1 gene from 
A. aculeatus is potentially useful for the construction of industrial mannanase producers on the basis of the 
Pichia pastoris yeast.
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