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Цель работы — изучить маннан-деградирующую активность свежевыделенных 
культур микромицетов. Методы. Идентификацию культур проводили по комплексу 
культуральных и морфологических признаков. β-Маннаназную активность опреде-
ляли динитросалициловым методом, для определения других гликозидазных актив-
ностей использовали синтетические нитрофенильные субстраты. Результаты.  
Из растительных субстратов и тел пчел были выделены 9 штаммов микромицетов. 
В результате идентификации культуры были отнесены к видам Rhizopus oryzae Went 
& Prins. Geerl (3 штамма), Penicillium cyclopium Westling (2 штамма), Aspergillus sp. 
(1штамм), Penicillium expansum Lk (3 штамма). Впервые показана β-маннаназная 
и α-галактозидазная активность у представителей видов R. oryzae, P. cyclopium,  
P. expansum. Установлено, что галактоманнан гуара (0,5 %) обеспечивает высокие 
показатели β-маннаназной (1,5 – 8,5 ед./мл) и α-галактозидазной (1,1 – 2,4 ед./мл) 
активности в культуральной жидкости изученных микромицетов. Наилучшими ис-
точниками азота для роста культур и синтеза энзимов были пептон, дрожжевой 
автолизат и сульфат аммония (в концентрации 5,0; 1,0 и 1,0 г/л соответственно). 
Максимальная маннан-деградирующая активность микромицетов наблюдалась при 
25 оС на 5 сутки культивирования. Выводы. Выделены новые штаммы с высокой 
β-маннаназной и α-галактозидазной активностью, перспективные для использова-
ния в биотехнологических процессах деградации растительного сырья с высоким 
содержанием маннанов.
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Широко известным фактом на сегодняшний день является спосо-
бность микроорганизмов деградировать самые разнообразные природные 
и синтетические субстраты. Для обеспечения своих физиологических 
потребностей ими выделяется в окружающую среду огромное количе-
ство метаболитов, в том числе и энзимов. Благодаря этим их свойствам, 
а также относительной простоте культивирования и контролируемым 
условиям биосинтеза микроорганизмы уже долгие годы остаются на-
иболее используемыми источниками для широкомасштабного получения 
энзимов.

Интересной и перспективной для биотехнологического производства 
группой энзимов являются гликозидазы, гидролизующие полимерные 
субстраты. К ним относятся и маннан-деградирующие энзимы, способные 
гидролизовать гемицеллюлозы различного происхождения, маннаны во-
дорослей и бобовых, являющиеся структурными и запасными полисаха-
ридами растений [1, 2]. В связи с этим они находят свое применение в 
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различных перерабатывающих технологиях: производстве кофе, сахара и 
масел, улучшении качества продуктов питания и кормов для животных, в 
процессах переработки древесины и отбеливания бумаги [3-5].

К группе маннан-деградирующих энзимов относят эндо-β-маннаназу 
(КФ 3.2.1.78), гидролизующую основную цепь маннанов, экзо-β-
маннозидазу (КФ 3.2.1.25), отщепляющую концевые остатки манно-
зы с невосстанавливающего конца, α-галактозидазу (КФ 3.2.1.22) и 
β-глюкозидазу (КФ 3.2.1.21), атакующие маннан в разных точках и обе-
спечивающие полную деградацию галакто- и глюкоманнанов. Присут-
ствие в среде нескольких энзимов, участвующих в деградации маннана, 
может сопровождаться как увеличением скорости гидролиза субстрата в 
результате синергизма действия энзимов различной специфичности, так и 
характеризоваться снижением способности деградировать субстрат из-за 
эффекта конкуренции [6-8].

Микроорганизмы не часто характеризуются высокими уровнями ак-
тивности нескольких энзимов, атакующих один субстат. Некоторые авто-
ры связывают это с антисинергизмом действия [9]. Чаще в экосистеме для 
деградации сложных субстратов объединяются энзиматические системы 
различных микроорганизмов, таким образом обеспечивая питанием и 
энергией все элементы экосистемы.

Различные микроорганизмы, такие как микромицеты, дрожжи и бак-
терии, продуцируют в окружающую среду энзимы маннан-деградирую-
щего комплекса с различной специфичностью по отношению к струк-
туре полисахарида и к типу расщепляемой связи [1-3]. Микромицеты, 
как правило, выгодно отличаются от других микроорганизмов спектром 
и вариабельностью экскретируемых метаболитов. Что касается энзимов, 
деградирующих различные гемицеллюлозы и маннаны, их высокая ак-
тивность была показана для представителей многих родов грибов, в том 
числе Penicillium и Aspergillus [10-15].

Представленная работа посвящена изучению спектра гликозидазных 
активностей микромицетов, выделенных из различных субстратов, их ви-
довой идентификации, а также исследованию влияния некоторых пара-
метров культивирования на маннан-деградирующую активность грибов. 

Материалы и методы. Смешанные культуры микромицетов были 
получены нами с деревянных поверхностей погреба, веника, из кожицы 
баклажана и картофеля (г. Нежин, Черниговская обл.), из тел погибших 
пчел (г. Киев). Также объектом исследования были штаммы Penicil-
lium citrеonigrum Dierckx, Penicillium expansum Lk, Penicillium glаbrum  
(Wehmer) Westling и Penicillium viridicatum Westling из коллекции культур 
отдела физиологии и систематики микромицетов Института микробио-
логии и вирусологии им. Д.К. Заболотного НАН Украины, выделенные 
из почвы (Киевская обл.).

Колонии чистых культур грибов были выделены путем рассева на чаш-
ки с картофельно-глюкозным агаром и средой Чапека согласно методам 
экспериментальной микологии. Идентификацию микромицетов прово-
дили на основании морфологических и культуральных характеристик  
[16, 17].
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Культивирование накопительных культур микромицетов проводили на 
жидкой среде Чапека (в качестве источника углерода использовали 5 г 
гуаровой камеди) в глубинных условиях в колбах Эрленмейера, содержа-
щих 100 мл питательной среды, при 20 оС и скорости вращения качалки 
257 об/мин на протяжении 7 дней. По окончании культивирования био-
массу отделяли фильтрованием, в супернатанте определяли энзиматиче-
ские активности.

Для исследования влияния различных источников азота и углерода на 
маннан-деградирующую активность микромицетов использовали среду 
следующего состава (в г/л): KH2PO4 – 1,6; MgSO4×7Н2О – 0,75; CaCl2 –  
0,3 г/л; рН 5,0. В качестве источников углерода использовали галактоман-
нан гуара – 0,5 %, мальтозу, рамнозу, маннозу, галактозу – 1 %. В качестве 
источников азота использовали мочевину, NH4Cl, (NH4)2SO4, дрожжевой 
автолизат в концентрации 1,0 г/л, а также пептон – 5,0 г/л. Культивирова-
ние проводили в глубинных условиях в колбах Эрленмейера на качалке 
(скорость вращения 241 об/мин, 100 мл среды, уровень аэрации 16,76 мг 
О2/л х ч) при 25 оС в течение 7 суток. Засев питательной среды проводили 
5 % (v/v) двухсуточным инокулюмом.

Определение оптимальной температуры культивирования для про-
явления β-маннаназной активности проводили в глубинных условиях на 
среде, адаптированной по источникам азота и углерода (галактоманнан  – 
5 г/л, пептон – 5 г/л), выращивание проводили при 15, 20, 25 и 30 оС. 
Влияние начального значения рН среды на энзиматическую активность 
культуры исследовали в диапазоне 4,0 – 7,0 при температуре 25 оС.

β-Маннаназную активность оценивали по количеству образовавшейся 
в результате гидролиза субстрата маннозы, которое определяли динитро-
салициловым методом, в качестве субстрата использовали галактоманнан 
гуара [18]. Реакционную смесь, содержащую 0,5 мл культуральной жид-
кости (КЖ) и 0,5 мл 1 % галактоманнана в 0,1 М фосфатно-цитратном 
буфере рН 5,2, инкубировали 20 мин при 37 оС, затем добавляли 1 мл 
динитросалицилового реактива и кипятили 10 мин. Окраску оценивали 
спектрофотометрически при 540 нм. В качестве стандарта использовали 
маннозу. За единицу активности принимали такое количество энзима, ко-
торое способствует образованию 1 мкмоля маннозы за 1 мин в условиях 
опыта.

Исследование гликозидазных активностей культур проводили при 
помощи синтетических нитрофенильных субстратов: n-нитрофенил-
α-L-рамнопиранозид, п-нитрофенил-α- и β-D-глюкопиранозид; 
п-нитрофенил-α- и β-D-галактопиранозид; п-нитрофенил-N-ацетил-α- 
и β-D-глюкозаминид; п-нитрофенил-N-ацетил-β-D-галактозаминид; 
п-нитрофенил-β-D-глюкуронид; п-нитрофенил-α- и β-D-ксилопиранозид; 
п-нитрофенил-α-D-маннопиранозид; п-нитрофенил-α-D-фукопиранозид 
(“Sigma-Aldrich”, США) [19]. За единицу активности энзимов принимали 
такое их количество, которое гидролизует 1 мкмоль субстрата за 1 мин в 
условиях опыта.

Протеолитическую активность определяли методом Aнсона в модифи-
кации Петровой [20].

Концентрацию протеина в супернатанте культуральной жидкости 
определяли методом Лоури [21].
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Все эксперименты проводили не менее чем в 3–5 повторностях. Ста-
тистическую обработку результатов экспериментальных серий осущест-
вляли стандартными методами с использованием t-критерия Стьюдента 
при 5 % уровне значимости. 

Результаты. Исследование энзиматической активности культураль-
ного фильтрата накопительных культур микромицетов, выделенных с 
деревянных поверхностей погреба и овощей, показало наличие у них 
β-маннаназной и α-галактозидазной активности (рис. 1). Отмечено  
(рис. 2), что максимумы β-маннаназной и α-галактозидазной активности 
не совпадают по времени.

Рис.1. Ензиматическая активность накопительных культур (НК)  
микромицетов (20 oC)

Из смешанных популяций путем рассева на чашках были выделе-
ны чистые культуры микромицетов. В результате оценки уровня их 
β-маннаназной и α-галактозидазной активности в супернатанте культу-
ральной жидкости были отобраны наиболее активные штаммы и прове-
дена их идентификация на основании морфолого-культуральных и фи-
зиологических признаков (данные не приводятся). Активные штаммы, 
выделенные с поверхности древесных субстратов и овощей, были отнесе-
ны к видам Rhizopus oryzae (3 штамма), Penicillium cyclopium (2 штамма) 
и Aspergillus sp. (1штамм), штаммы, выделенные из погибших пчел – к 
виду Penicillium expansum (3 штамма).

Был изучен спектр гликозидазных активностей свежевыделенных 
штаммов микромицетов и 4 штаммов из коллекции живых культур, отно-
сящихся к видам P. citrеonigrum, P. expansum, P. glubrum и P. viridicatum. 
Отмечено, что все свежевыделенные штаммы отличались более широ-
ким спектром и более высокими показателями изученных гликозидазных 
активностей (рис. 3). β-Маннаназная активность в супернатанте культу-
ральной жидкости чистых культур микромицетов была несколько ниже  
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(от 0,29 – до 0,8 ед./мл), чем при выращивании смешанной культуры в 
тех же условиях. Причин может быть несколько. Во-первых, высокая ак-
тивность смешанной культуры могла быть связана с синергизмом дей-
ствия энзимов разных микроорганизмов, во-вторых, при определении 
активности мы получали результаты суммарной активности энзимов, 
в-третьих, нам не удалось выделить в чистом виде наиболее активную 
культуру. При этом α-галактозидазная активность штамма P. cyclopium 5, 
наоборот, превосходила исходную активность почти в 4 раза и составляла  
2,4 ед./мл. Все свежевыделенные культуры проявляли протеолитическую 
активность, хотя ее уровень был невысок (0,02-0,19 ед./мл). 

Рис. 2. β-Маннаназная (сплошная линия) и α-галактозидазная  
(пунктирная линия) активность в культуральной жидкости НК микромицетов  

в зависимости от времени выращивания (25 оС)

Было исследовано влияние некоторых источников питания на рост и 
активность отобранных культур микромицетов. Показано, что все изучен-
ные углеводы обеспечивали активный рост культур грибов (содержание 
протеина в супернатанте колебалось от 0,95 до 1,62 мг/мл), однако только 
использование галактоманнана гуара в одинаковой степени обеспечивало 
высокие показатели внеклеточной α-галактозидазной и β-маннаназной ак-
тивности культур R. oryzae 2, 3 и P. cyclopium 5 (Рис. 4). 

Потребности культур микромицетов в источниках азота были менее 
избирательны. Высокую активность маннан-деградирующих энзимов 
обеспечивало использование сульфата аммония, пептона и дрожжевого 
автолизата. Варьирование источников азота позволяет изменять соотно-
шение и уровень β-маннаназной и α-галактозидазной активности в куль-
туральной жидкости продуцента. Так, при использовании дрожжевого 
автолизата можно получать максимальную активность α-галактозидазы 
при незначительной β-маннаназной активности у культуры P. cyclopium 
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5 и R. oryzae 3. А при использовании пептона и сульфата аммония для R. 
oryzae 2, наоборот, наблюдается снижение α-галактозидазной активности 
при высоких уровнях β-маннаназной активности.

Рис. 3. Спектр энзиматической активности микромицетов при глубинном  
культивировании (источник углерода – галактоманнан гуара)

Рис. 4. Влияние различных источников углерода на энзиматическую  
активность культур микромицетов
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Были изучены некоторые параметры культивирования штаммов 
микромицетов R. oryzae 2, 3, выделенных из погреба и баклажана со-
ответственно, и P. cyclopium 5, выделенного из баклажана. Показано, 
что оптимальной для синтеза энзимов была температура 25 оС (рис. 6).  
Исходное значение рН питательной среды в диапазоне 4,5 – 6,0 не оказы-
вало статистически достоверного влияния на энзиматическую активность 
всех трех культур. В процессе культивирования отмечали снижение рН 
среды до 4,0 – 5,0 на 5–7 сутки. Также надо отметить, что максимумы 
α-галактозидазной и β-маннаназной активностей чистых культур прихо-
дились на 4-е сутки культивирования для R. oryzae 2 и 3, на 5-е — для  

Рис. 5. Влияние различных источников азота на энзиматическую активность 
культур микромицетов

Рис. 6. Влияние температуры выращивания на энзиматическую активность  
R. oryzae 2, R. oryzae 3 (96 ч культивирования) и P. cyclopium 5  

(120 ч культивирования)
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P. cyclopium 5. Протеолитическая активность всех трех культур в услови-
ях эксперимента была невысокой. 

В результате подбора источников питания и условий культивирования 
β-маннаназная и α-галактозидазная активности отобранных штаммов со-
ставили: для R. oryzae 2 — 2,5 и 1,4 ед./мл; R. oryzae 3 – 8,5 и 1,1 ед./мл; 
для P. cyclopium 5 — 1,5 и 2,4 ед./мл соответственно.

Обсуждение. Использование энзимов различной специфичности по-
зволяет оптимизировать многие процессы переработки сырья и значи-
тельно увеличить выход целевого продукта. Маннан-деградирующие 
системы микроорганизмов, участвующие в разложении сложных расти-
тельных субстратов, представляют большой практический интерес для 
современных производств [1-5, 8, 14]. Высокий биотехнологический по-
тенциал микроорганизмов объясняет интерес исследователей к поиску 
новых высокопродуктивных бактерий и грибов с β-маннаназной и (или) 
α-галактозидазной активностью. Кроме того, изучение функционирова-
ния микробных энзиматических систем имеет и безусловный научный 
интерес. 

Первоначально нами была обнаружена высокая α-галактозидазная ак-
тивность и способность гидролизовать галактоманнан гуара у накопи-
тельных свежевыделенных культур микромицетов. Впоследствии из них 
были выделены наиболее активные чистые грибные культуры, которые 
на основании морфологических характеристик были отнесены к видам 
R. oryzae, P. cyclopium и P. expansum. Для всех трех видов впервые была 
показана как β-маннаназная, так и α-галактозидазная активности, одна-
ко в литературе описано множество активных продуцентов других видов 
микромицетов Aspergillus oryzae, Aspergillus usamii, Bispora sp., Penicil-
lium oxalicum, Penicillium freii, Penicillium pinophilum, Bispora sp. [5, 7, 
10-15, 22]. Исследование спектра гликозидазных активностей позволи-
ло выделить несколько штаммов с высокой маннан-деградирующей ак-
тивностью (R. oryzae 2, 3 и P. cyclopium 5), штаммы, выделенные из тел 
мертвых пчел, были менее активными, хотя также характеризовались на-
личием β-маннаназной и α-галактозидазной активностью. Несмотря на 
высокую скорость гидролиза галактоманнана у трех штаммов, следует от-
метить, что соотношение β-маннаназной и α-галактозидазной активности 
в каждом случае различалось (для R. oryzae 2 — 12:8; R. oryzae 3 – 9:1; 
P. cyclopium 5 – 1:7 соответственно). Учитывая наши данные по влиянию 
источников питания на проявление культурой той или иной активности, 
можно предложить стратегию получения преимущественно того или дру-
гого энзима из культуральной жидкости продуцентов путем варьирования 
условий культивирования. Также интересным представляется в будущем 
исследовать общую маннан-деградирующую активность культур в зави-
симости от соотношения различных энзимов, поскольку, как показано 
на примере маннаназ из Clostridium cellulovorans и Aspergillus niger, этот 
фактор может иметь решающее значение для степени деструкции сырья 
[9]. Для энзимов из этих продуцентов было показано, что использование 
75 % β-маннаназы и 25 % α-галактозидазы (по активности и протеину) 
позволяло достичь максимальных показателей выхода моносахаридов при 
гидролизе галактоманнана гуара. В литературе есть данные о том, что 
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комплексы энзимов, атакующих один субстрат, могут находиться в состоя-
нии конкурентного взаимодействия (синергизма и антисинергизма) [6, 7]. 
Часто присутствие β-маннаназ и β-маннозидаз сопровождается эффектом 
антисинергизма вследствие конкуренции энзимов за точки связывания на 
основной цепи маннана [6]. Вклад α-галактозидаз в деструкцию галакто-
маннаннов и галактоглюкоманнананов во многом зависит от  специфич-
ности действия энзима, поскольку α-галактозидазы из разных источни-
ков и относящиеся к различным семействам могут отличаться  степенью 
сродства к субстрату и способностью расщеплять α-1,2-, α-1,3-, α-1,4- или 
α-1,6-связи между терминальной галактозой и полисахаридной цепью 
[6, 7, 22, 23]. Таким образом, в зависимости от специфичности действия 
α-галактозидаза может способствовать ускорению или замедлению де-
струкции субстрата. Понимание механизмов взаимодействия различных 
энзимов, участвующих в гидролизе маннанов, позволит оптимизировать 
процессы разложения сложных природных субстратов и повысить выход 
углеводов. Также все отобранные культуры проявляли протеолитическую, 
β-глюкозидазную и β-N-ацетилглюкозаминидазную активности. Данные 
активности в случае использования энзимных препаратов грубой очист-
ки могут быть весьма полезными при обработке кормов для животных и 
сырья, богатого гемицеллюлозами.

Внеклеточная маннан-деградирующая активность трех культур микро-
мицетов достигала максимума в позднюю стационарную фазу роста при 
температуре 20-25 оС. Галактоманнан гуара (0,5 %) в качестве источни-
ка углерода удовлетворял как физиологические потребности изученных 
штаммов, так и обеспечивал высокие показатели активности маннан-де-
градирующих энзимов. Наилучшими источниками азота были сульфат 
аммония, пептон и дрожжевой автолизат.

Таким образом, нами выделены новые штаммы микромицетов R. ory-
zae и  P. cyclopium с высокой β-маннаназной и α-галактозидазной актив-
ностью. Высокая энзиматическая активность изученных культур позво-
ляет рассматривать их в качестве потенциальных продуцентов маннаназ 
для использования в биотехнологических процессах переработки рас-
тительного сырья в различных областях: бумажной, пищевой, кормовой 
промышленности, производстве биотоплива.

β-МАНАНАЗНА Й α-ГАЛАКТОЗИДАЗНА  
АКТИВНІСТЬ МІКРОМІЦЕТІВ

Н.В. Борзова, О.С. Броварська, Л.Д. Варбанець,  
Л.Т. Наконечна, І.М. Курченко 

Інститут мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України, 
вул. Академіка Заболотного, 154, Київ, 03143, Україна

Ре з юме
Мета роботи – дослідити манан-деградувальну активність свіжовиділених куль-

тур мікроміцетів. Методи. Ідентифікацію культур проводили за комплексом культу-
ральних та морфологічних ознак. β-Мананазну активність визначали динітросаліци-
ловим методом, для визначення інших глікозидазних активностей використовували 
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синтетичні нітрофенільні субстрати. Результати. Були виділені з рослинних суб-
стратів та тіл бджіл 9 штамів мікроміцетів. В результаті ідентифікації культури були 
віднесені до видів Rhizopus oryzae Went & Prins. Geerl. (3 штами), Penicillium cyclo-
pium Westling (2 штами), Aspergillus sp. (1штам), Penicillium expansum Lk (3 штами). 
Вперше показана β-мананазна й α-галактозидазна активність у представників видів 
R. oryzae, P. cyclopium, P. expansum. Показано, що галактоманан гуару (0,5 %) забез-
печує високі показники β-мананазної (1,5 – 8,5 од./мл) та α-галактозидазної (1,1 –  
2,4 од./мл) активності в культуральній рідині досліджених мікроміцетів. Найкращи-
ми джерелами азоту для росту культур та синтезу ензимів були пептон, дріжджо-
вий автолізат та сульфат амонію (у концентрації 5,0; 1,0 і 1,0 г/л відповідно). Мак-
симальна манан-деградувальна активність мікроміцетів спостерігалася за 25оС на  
5 добу культивування. Висновки. Виділені нові штами з високою β-мананазною та 
α-галактозидазною активністю, перспективні для використання у біотехнологічних 
процесах деградації рослинної сировини з високим вмістом мананів.

Ключові слова: Rhizopus oryzae, Penicillium cyclopium, Penicillium expansum, 
β-мананазна активність, α-галактозидазна активність, галактоманан гуару.

β-MANNANASE AND α-GALACTOSIDASE  
ACTIVITY OF MICROMYCETES

N.V. Borzova, O.S. Brovarskaya, L.D. Varbanets,  
L.T. Nakonechna, I.N. Kurchenko 

Zabolotny Institute of Microbiology and Virology, National Academy of Sciences of Ukraine,  
154 Acad. Zabolotny St., Kyiv, 03143, Ukraine 

Summary
The aim of research was to study the mannan-degrading activity of isolated micro-

mycete cultures. Methods. The identification of cultures was carried out on a complex of 
cultural and morphological characteristics. β-Mannanase activity was determined by the 
dinitrosalicylic method, synthetic nitrophenyl substrates were used to assay other glyco-
sidase activities. Results. From the plant substrates and bodies of bees nine strains of mi-
cromycetes were isolated. As a result the identification of the culture was attributed to the 
species Rhizopus oryzae Went & Prins. Geerl. (3 strains), Penicillium cyclopium Westling 
(2 strains), Aspergillus sp. (1 strain), Penicillium expansum Lk (3 strains). For the first 
time β-mannanase and α-galactosidase activity have been demonstrated in representatives 
of the species R. oryzae, P. cyclopium, P. expansum. It was found that galactomannan guar 
(0.5 %) provides high β-mannanase (1.5 – 8.5 U/ml) and α-galactosidase (1,1 – 2,4 U/ml)  
activity in the culture fluid of the micromycetes. The best sources of nitrogen for cul-
ture growth and enzyme synthesis were peptone, yeast autolysate and ammonium sulfate  
(at a concentration of 5.0, 1.0, and 1.0 g/l respectively). The maximum mannan-degrading 
activity of micromycetes was observed at 25 °C on the 5th day of cultivation. Conclusions. 
New strains with high β-mannanase and α-galactosidase activity were obtained, promis-
ing for use in biotechnological processes of degradation of plant raw materials with a high 
content of mannans.

Keywords: Rhizopus oryzae, Penicillium cyclopium, Penicillium expansum, β-manna-
nase activity, α-galactosidase activity, guar galactomannan.
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