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Галактаны - сложные полисахариды, в основе которых лежит углеводная цепь, построенная из чередующихся остатков 
[image: image1]β-D-галактопиранозы, связанных β-(1→3)- и 
[image: image2]-(1→4)-гликозидными связями. Галактаны ковалентно связаны с пектином. Гидроксильные группы линейных цепей галактанов могут быть замещены на остатки арабинозы и пр. Данные полисахариды содержатся во многих растениях, они могут составлять до 80% сухого вещества. Галактаны относятся к антипитательным веществам, содержащимся в злаках и сои. Одним из способов борьбы с антипитательными факторами является применение ферментных препаратов эндодеполимераз для разрушения соответствующих сахаров.


На основе реципиентного штамма P. verruculosum B1-537 были созданы клоны с гетерологичной эндогалактаназой мицелиального гриба Aspergillus niger, встроенной под промотором собственной целлобиогидролазы I. Экспрессия гетерологичной эндогалактаназы была успешной, и получены ферментные препараты с содержанием эндогалактаназы более 70% от общего количества белков.

Для очистки эндогалактаназы препарат с содержанием исследуемого белка 90% подвергли последовательно хроматографическому разделению на анионообменнике Source Q при рН 5.5, добавили сульфата аммония до 1.7 М и провели гидрофобную хроматографию на Source ISO.

Исходя из результатов SDS-электрофореза и масс-спектрометрического анализа трипсиновых гидролизатов соответствующих белковых полос, следует, что фермент присутствует в нескольких изо-формах в диапазоне молекулярных масс 34-46 кДа.

Определены активности эндогалактаназы по отношению к ряду полисахаридных субстратов по начальным скоростям образования восстанавливающих сахаров. Удельная активность эндогалактаназы к галактану составила 336 ед/мг, по отношению к арабинану, арабиногалактану, полигалактуроновой кислоте фермент был неактивен. 

Определены каталитические константы гидролиза галактана в присутствии эндогалактаназы и изучены ее физико-химические свойства (табл.1). 

	Таблица. 1. Физико-химические и каталитические параметры эндогалактаназы

	pH-опт., 50°C
	3.7- 4.0 
	pH 5.0, 50°C

	Т-опт., pH 5.0
	50-52°C 
	Vmax, мкмоль/(л.c)
	1.16

	pH-стаб., 50°C
	5.0 (80%, 3 ч)
	Km, г/л
	0.63

	T-стаб., pH 5.0
	52°C (80%, 3 ч)
	kcat, c-1
	388


Получена полная кинетическая кривая гидролиза галактана в присутствии эндогалактаназы; степень конверсии субстрата составила 26%, что свидетельствует о накоплении в реакционной смеси галактоолигосахаров со степенью полимеризации 3-4.

