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Аннотация. Методами компьютерного моделирования выполнен виртуальный скрининг лигандов для 
иммобилизации грибной инулиназы из Aspergillus ficuum и дрожжевой инулиназы из Kluyveromyces 
marxianus. Разработан алгоритм для выявления молекулярного механизма адсорбционной иммобили-
зации инулиназ с использованием методов последовательного (каскадного) докинга. Визуализированы 
вероятные сайты связывания полимерных матриц с молекулами фермента из различных продуцентов 
при адсорбционной иммобилизации. Установлено, что образование комплекса инулиназы с заряжен-
ными матрицами носителей происходит в основном за счет водородных связей и ван-дер-ваальсовых 
взаимодействий. Показано, что при сорбции инулиназ из Aspergillus ficuum и Kluyveromyces marxianus 
на матрицах КУ-2, АВ-17-2П, ВИОН КН-1, ВИОН АН-1, КОПАН-90 и хитозана выявляются следую-
щие сходства: 1) при взаимодействии обоих видов инулиназ с матрицей КУ-2 водородные связи обра-
зуются только между сульфогруппами носителя и молекулой белка; 2) между матрицей анионита АВ-
17-2П и ферментами выявляется наличие лишь ван-дер-ваальсовых взаимодействий и отсутствие во-
дородных связей; 3) хитозан образует с обеими инулиназами наибольшее количество водородных свя-
зей из исследуемых нами носителей. 
Выявлены отличительные особенности инулиназ из Aspergillus ficuum и Kluyveromyces marxianus при 
сорбции на матрицах КУ-2, АВ-17-2П, ВИОН КН-1, ВИОН АН-1, КОПАН-90: 1) силы взаимодействия 
дрожжевой инулиназы с поверхностью смолы КУ-2 в целом выше, а число водородных связей и коли-
чество аминокислотных остатков, образующих ван-дер-ваальсовы взаимодействия, больше, чем у 
грибного фермента; 2) силы взаимодействия и число аминокислот, участвующих в ван-дер-ваальсовых 
взаимодействиях, для инулиназы из Kluyveromyces marxianus при сорбции на анионите АВ-17-2П также 
превышают их значения для энзима из Aspergillus ficuum; 3) в отличие от грибной инулиназы, у которой 
21 аминокислотный остаток входит в состав сайтов связывания со всеми исследуемыми нами носите-
лями, у дрожжевого фермента такой остаток только один. 
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Abstract. Virtual screening of ligands for the immobilization of fungal inulinase from Aspergillus ficuum and 
yeast inulinase from Kluyveromyces marxianus was performed using computer simulation methods. An algo-
rithm has been developed to reveal the molecular mechanism of adsorption immobilization of inulinases using 
sequential (cascade) docking methods. The probable binding sites of polymeric matrices with enzyme mole-
cules from various producers were visualized during adsorption immobilization. It has been established that 
the complexation of inulinase with charged carrier matrices occurs mainly due to hydrogen bonds and van der 
Waals interactions. It has been shown that during the sorption of inulinases from Aspergillus ficuum and Kluy-
veromyces marxianus on the matrices KU-2, AV-17-2P, VION KN-1, VION AN-1, KOPAN-90 and chitosan, 
the following similarities are revealed: 1) when both types of inulinases interact with the KU-2 matrix, hydro-
gen bonds are formed only between the carrier sulfo groups and the protein molecule; 2) only van der Waals 
interactions and the absence of hydrogen bonds are revealed between the matrix of the anion exchange resin 
AV-17-2P and enzymes; 3) chitosan forms the largest number of hydrogen bonds with both inulinases among 
the carriers studied by us. 
Distinctive features of inulinases from Aspergillus ficuum and Kluyveromyces marxianus during sorption on 
KU-2, AV-17-2P, VION KN-1, VION AN-1, and KOPAN-90 matrices were revealed: 1) binding affinity of 
yeast inulinase to the surface of KU-2 resin generally higher, and the number of hydrogen bonds and the num-
ber of amino acid residues that form van der Waals interactions, is greater than that of the fungal enzyme; 2) 
the binding affinities and the number of amino acids involved in van der Waals interactions for inulinase from 
Kluyveromyces marxianus during sorption on the anion exchange resin AV-17-2P also exceed their values for 
the enzyme from Aspergillus ficuum; 3) in contrast to fungal inulinase, in which 21 amino acid residues are 
part of the binding sites with all the carriers we studied, the yeast enzyme has only one such residue. 
Keywords: adsorption, immobilization, inulinase, molecular docking. 
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Введение 
Иммобилизованные ферменты, свя-

занные с нерастворимыми полимерными 
носителями за счет физических взаимо-
действий или химических связей, имеют 
существенные технологические преиму-
щества по сравнению с их предшествен-
никами в растворе: 1) возможность отде-
лить препарат от реакционной среды, по-
лучить продукт, не загрязненный энзи-
мом, 2) остановить реакцию в любой мо-
мент времени, 3) использовать катализа-
тор повторно, 4) проводить процесс 

непрерывно (например, в проточных ре-
акторах), 5) регулировать скорость ката-
лизируемой реакции (или выход про-
дукта) [1, 2], 6) перспектива изменять 
свойства фермента: его специфичность 
(особенно в отношении макромолекуляр-
ных субстратов), зависимость активности 
от pH среды [3, 4], 7) стабильность к де-
натурирующим воздействиям и долго-
вечность препарата, увеличение времени 
его полужизни [5-8], 8) упрощение и уде-
шевление производственных циклов [9-11]. 

В некоторых случаях образование 
комплекса фермент-носитель может осу-
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ществляться параллельно с очисткой эн-
зима от ряда примесей и таким образом 
компенсировать затраты, связанные с 
этапом иммобилизации [12, 13]. Много-
точечное связывание с нерастворимым 
полимерным носителем [14], особенно в 
случае олигомерных белков [15], может 
повысить жесткость пространственной 
организации фермента и, таким образом, 
увеличить его стабильность [16-19]. По-
казано, что изменение жесткости опреде-
ленных участков молекулы белка и кон-
тролируемые модификации его структур-
ной организации, возникающие в резуль-
тате процесса иммобилизации, в некото-
рых случаях значительно улучшают ак-
тивность, селективность или специфич-
ность фермента [20]. Следовательно, изу-
чение гетерогенных биокатализаторов 
(иммобилизованных ферментов и их си-
стем) способствует расширению теорети-
ческих знаний о путях регулирования 
структурно-функциональных, физико-
химических и кинетических свойств эн-
зимов. 

Большое внимание исследователи уде-
ляют разработке новых и усовершенство-
ванию уже существующих методов им-
мобилизации, проблемам подбора и мо-
дификации носителей, изучению кинети-
ческих аспектов катализа гетерогенными 
ферментными системами. 

Адсорбция аминокислот и белков 
ионообменными полимерами является 
сложным процессом, который может про-
текать как по ионообменному механизму, 
так и с помощью иных типов взаимодей-
ствий (диполь-дипольные, гидрофобные 
взаимодействия и образование водород-
ных связей) [21-23]. Несмотря на множе-
ство практических разработок в области 
иммобилизации карбогидраз, молекуляр-
ные механизмы отдельных стадий этого 
процесса до конца не изучены. Имеются 
лишь данные ИК-спектроскопии и элек-
тронной микроскопии комплексов фер-
мент-носитель, которые не позволяют со-
ставить полную картину о типах, числе и 
длине связей и взаимодействий между 

иммобилизованным ферментным препа-
ратом и матрицей носителя. Отсутствуют 
исчерпывающие экспериментальные дан-
ные об отдельных этапах процесса сорб-
ции карбогидраз на нерастворимых поли-
мерах.  

Инулиназы – группа ферментов, 
которые участвуют в углеводном 
метаболизме высших растений и 
некоторых микроорганизмов, являются 
важнейшими компонентами сигнальных 
путей, играют одну из ключевых ролей в 
контролировании процессов клеточной 
дифференцировки и развития. 
Существуют экзо- (КФ 3.2.1.80) и 
эндоинулиназы (КФ 3.2.1.7). Эндо-
инулиназы расщепляют молекулу 
инулина вдали от концевых остатков 
фруктозы, продуктами гидролиза явля-
ются олигосахариды. Экзоинулиназы 
отщепляют концевые остатки фруктозы 
от молекул инулина, сахарозы и 
раффинозы [24, 25]. Оба типа инулиназ 
могут быть использованы в циклах 
производства сахаров с различной 
степенью полимеризации, в частности, 
фруктозы и инулоолигосахаридов – 
неотъемлемых компонентов функцио-
нального питания, снижающих риск 
возникновения сахарного диабета, 
кариеса и ожирения. 

Молекулярные массы инулиназ 
колеблются в широких пределах: 
фермент из дрожжей Kluyveromyces 
marxianus – 63 кДа [26, 27], из Aspergillus 
ficuum – 64 кДа [28, 29]. В литературе 
встречаются противоречивые данные 
относительно надмолекулярной 
организации инулиназ. Это характерно 
не только для ферментов, полученных из 
различных видов одного рода (в качестве 
примера могут послужить роды 
Kluyveromyces, Aspergillus и 
Arthrobacter), но даже для энзимов, 
выделенных из штаммов одного и того же 
вида микроорганизма. Одни авторы 
утверждают, что инулиназа представлена 
только в мономерной форме, другие 
показывают наличие четвертичной 
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структуры в виде димера или даже 
тетрамера. Инулиназы из микробных 
продуцентов являются гликопротеинами 
и содержат в своем составе от 20 до 40 % 
углеводов [27]. 

Большинство микроорганизмов 
синтезируют фермент с температурным 
оптимумом, находящимся в пределах 45-
55°С. Температуры, применяемые в 
производственных циклах, не всегда 
совпадают с максимумами активности 
ферментов, часто приходится исполь-
зовать более низкие значения, при 
которых энзим является стабильным в 
течение длительного времени, поэтому 
целесообразно выбирать те инулиназы, 
оптимум функционирования которых 
превышает предполагаемую температуру 
в биореакторе. Наиболее перспектив-
ными для промышленного применения 
являются такие термофильные 
микроорганизмы-продуценты, как 
Kluyveromyces marxianus, Pichia 
guilliermondii, Aspergillus awamori, 
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, 
Streptomyces species, Arthrobacter species, 
Arthrobacter ilicis, Cladosporium 
cladosporioides, которые продуцируют 
инулиназы с оптимумом функцио-
нирования 60°С [30].  

Инулиназы, выделенные из различных 
продуцентов, отличаются по рН-
оптимуму. Грибные и дрожжевые 
ферменты проявляют максимальную 
активность в более кислой среде (рН 4.0-
5.5), бактериальные – в менее кислой (рН 
5.5-7.0). Кислотоустойчивость бакте-
риальных инулиназ значительно ниже 
дрожжевых и грибных. Энзимы бактерий 
устойчивы в диапазоне рН 4.5-7.5, 
грибные – в диапазоне рН 3.0-8.0, 
дрожжевые – при рН 3.0-6.5. Известно, 
что рН сильно влияет на соотношение 
моно- и олигосахаридов в растворе: при 
более кислой среде (рН 4.0) содержание 
фруктозы и инулобиозы увеличивается, 
тогда как при рН 6.0 – заметно снижается. 
Для промышленных процессов более 
целесообразно выбирать те инулиназы, у 

которых оптимум функционирования 
находится в интервале рН 4.0-5.0, 
совпадающим с зоной наибольшей 
стабильности фруктозы. Изоэлектри-
ческие точки большинства инулиназ 
находятся в диапазоне рН 3.8-5.4, 
поэтому их можно отнести к кислым 
белкам [30]. 

Дополнение экспериментальных эм-
пирических подходов по подбору удач-
ных комбинаций фермент-носитель в 
условиях различного микроокружения 
современными методами компьютерного 
и математического моделирования позво-
ляет не только экономить материальные 
ресурсы на апробацию иммобилизацион-
ных агентов и выявлять механизмы про-
цесса иммобилизации, но и создавать 
принципиально новые комплексы препа-
ратов на основе использования направ-
ленного конструирования носителей с за-
данными свойствами [31]. Для получения 
иммобилизованного биообъекта, востре-
бованного на современном рынке, необ-
ходимы: 1) детальный анализ струк-
турно-функциональных особенностей 
широкого круга молекул [32], 2) понима-
ние фундаментальных механизмов, 
управляющих конформационными пере-
стройками в биополимерах [33], 3) выяв-
ление наиболее вероятных путей образо-
вания комплексов различной природы и 
протекания химических реакций [34]. 
Для этого необходимо уметь активно ма-
нипулировать теоретическими подхо-
дами – современными методами кванто-
вой химии: методами молекулярной ди-
намики в полноатомном приближении, 
гибкого молекулярного докинга, мето-
дами прогнозирования спектров биологи-
ческой активности и высокопроизводи-
тельным виртуальным скринингом со-
единений [35]. 

Результаты рентгеноструктурного ана-
лиза и молекулярного докинга представ-
лены в открытой печати лишь для ком-
плексов карбогидраз и их низкомолеку-
лярных лигандов. Выявление молекуляр-
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ных механизмов получения и примене-
ния гетерогенных биокатализаторов на 
основе инулиназы расширяет наши пред-
ставления о процессе ферментативного 
гидролиза полисахаридов, что позволит 
усовершенствовать существующие техно-
логические пути получения фруктозы [27].  

В связи с этим нашей задачей было вы-
явление особенностей адсорбции инули-
назы из различных продуцентов – 
Aspergillus ficuum (грибы) и 
Kluyveromyces marxianus (дрожжи) и сай-
тов связывания полимерных матриц для 
иммобилизации с молекулой энзима: рас-
чет значений силы взаимодействия фер-
мента по отношению к носителям для им-
мобилизации, определение числа, типов 
и длин связей и взаимодействий между 
молекулой инулиназы и носителем на 
каждой стадии сорбции белковой глобулы. 

Экспериментальная часть 
Объектами исследования были инули-

назы из Aspergillus ficuum (PDB ID: 3SC7) 
и Kluyveromyces marxianus, структура ко-
тоpой была получена путем pекон-
cтpукции методами выcокопpоизводи-
тельного компьютеpного моделиpования 
на оcнове молекулы инвеpтазы из 
дpожжей Saccharomyces cerevisiae (PDB 
ID: 4EQV) [36].  

В качестве тестируемых лигандов (но-
сителей для иммобилизации) применяли 
хитозан, ионообменные смолы АВ-17-
2П, КУ-2 и ионообменные волокна 
ВИОН КН-1, ВИОН АН-1, КОПАН-90, 
краткая характеристика которых пред-
ставлена в табл. 1. Все эти лиганды были 
нами апробированы как носители для им-
мобилизации инулиназ, т.е. все они обра-
зуют некие связи или взаимодействия с ее 
молекулами, и этот факт доказан экспе-
риментально [37-39]. Кроме того, т.к. 
инулиназа – перспективный фермент для 
промышленности, все лиганды являются 
нетоксичными и уже применяются либо в 
пищевой промышленности, либо в меди-
цине и/или ветеринарии. 

Подготовка структуры инулиназ для 
докинга выполнялась по стандартной для 
Autodock Vina схеме, описанной авто-
рами пакета на сайте: из входного файла 
PDB были удалены координаты атомов (и 
сами атомы) молекул растворителя, бу-
фера и лигандов. 

Модели структур полимеров были 
нарисованы в молекулярном конструк-
торе HyperChem, последовательно опти-
мизированы сначала в силовом поле AM-
BER, а потом квантово-химически в PM3. 
Для всех полимеров была выбрана длина 
цепочки в 5 звеньев. Каждый из лигандов 
в расчетах докинга имел максимальную 
конформационную свободу: допускалось 
вращение функциональных групп вокруг 
всех одинарных связей.  

Перед проведением численных расче-
тов была выполнена расстановка зарядов 
на поверхности белка c помощью 
MGLTools, а также выбрана ячейка для 
расчета докинга, размеры которой соста-
вили 68×58×60Å. Центр молекулы белка 
находился в точке с координатами 
(x=37.044; y= –36.997; z= –5.365). Центр 
молекулы белка и параметры бокса 
(«ячейки») мы задавали вручную, доби-
ваясь того, чтобы молекула инулиназы 
полностью была внутри расчетной обла-
сти пространства. Эти же данные для ми-
шени использовались нами и для после-
дующих манипуляций с выбранным 
набором лигандов.  

Для получения результатов in silico мы 
применили последовательный докинг. 
Иногда его называют каскадным, множе-
ственным – мы же используем слово «по-
следовательный» – как отражение, в не-
которой степени, сути процесса – после-
довательного добавления новой копии 
лиганда после обнаружения и занятия оп-
тимального места связывания. Смысл 
каскадного докинга – в том, чтобы после-
довательно исключить вероятные множе-
ственные места связывания лигандов, 
изучив взаимодействия между лигандом 
и рецептором в случае избытка молекул 
лиганда. 
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Таблица 1. Краткая характеристика тестируемых носителей для иммобилизации инулиназ 
Table 1. Brief characteristics of tested carriers for inulinases immobilization  

Носитель Тип 
носителя 

Свойства 
носителя 

Структура 
элементарного звена 

КУ-2 катионит, 
смола 

эффективный раз-
мер зерен – 0.35-
0.55 мм; полная 
статическая об-

менная емкость – 
не менее 1.8. 

ммоль/см3 (ГОСТ 
20298-74) 

 

АВ-17-2П анионит, 
смола 

эффективный раз-
мер зерен – 0.4-
0.7 мм; полная 
статическая об-

менная емкость – 
не менее 1 

ммоль/см3 (ГОСТ 
20301-2022) 

 

ВИОН 
КН-1 

катионит, 
волокно 

полная 
статическая 

обменная емкость 
по 0.1 н HCl – не 
менее 3.5 мг-экв/г 
(по данным про-

изводителя) 

 

ВИОН 
АН-1 

анионит, 
волокно 

полная 
статическая 

обменная емкость 
по 0.1 н HCl – не 
менее 1.8 мг-экв/г 
(по данным про-

изводителя) 

 

Хитозан 
катионный 
полисаха-

рид 
pKa=6.5 

 

КОПАН-
90 

амфолит, 
волокно  
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Процесс заполнения рецептора лиган-
дами (от 1 до 5) выглядел следующим об-
разом. На первой стадии расчета мы 
брали в качестве рецептора чистый белок 
и рассчитывали докинг на него одной мо-
лекулы лиганда (хитозан, ионообменные 
смолы АВ-17-2П, КУ-2 и ионообменные 
волокна ВИОН КН-1, ВИОН АН-1, 
КОПАН-90). В соответствии с ранжиро-
ванием по величине свободной энергии 
(процедура встроена в пакет Autodock 
VINA) мы анализировали и отбирали 
конформер лиганда, связанный в некото-
ром месте на поверхности рецептора – и 
считали это первым положением лиганда. 
Далее следовала подготовка ко второму 
расчету. Тот же самый лиганд, в этой же 
первой конформации, мы делали частью 
рецептора (прописывая его координаты и 
частичные заряды на атомах – внутри 
файла структуры рецептора) – и готовили 
полученную структуру к докингу в каче-
стве нового рецептора (снова определяли 
для него размеры ячейки для расчета до-
кинга). В качестве же лиганда снова 
брали тот же лиганд (хитозан, ионооб-
менные смолы или волокна), что и в пер-
вом расчете. Запускали расчет, в ходе ко-
торого снова получали разные конфор-
меры лигандов, ранжированные по вели-
чинам свободных энергий (но оптималь-
ное место лиганда уже занято в резуль-
тате первого расчета). Анализировали 
структуру полученного комплекса и гото-
вили ее для третьего расчета. Для треть-
его расчета мы брали структуру глобулы 
со связанным первым лигандом и припи-
сывали к ней связанный второй лиганд. 
Получившийся общий комплекс мы гото-
вили как рецептор для третьего расчета. 
Аналогично находили пять положений 
лигандов.  

Связи и взаимодействия детектирова-
лись нами путем сравнительного анализа 
характера соседствующих атомных груп-
пировок, углов и длин межмолекулярных 
связей. Иллюстрации были отрисованы в 
соответствии с правилами, заложенными 

в пакет LigPlot. Возможные взаимодей-
ствия лиганда с рецептором были оце-
нены нами до моделирования на основа-
нии экспериментальных работ, виртуаль-
ные расчеты конкретизируют количе-
ственные величины расстояний и точную 
локализацию лиганда. 

Обсуждение результатов 
В предыдущих работах мы уже приво-

дили состав потенциальных сайтов (скоп-
лений заряженных и гидрофобных ами-
нокислотных остатков) на поверхности 
молекул инулиназ из различных проду-
центов, которые могут участвовать в 
сорбции и/или образовании комплексов 
ферментов с рядом лигандов [40-42]. В 
данном исследовании мы стремились 
конкретизировать полученные ранее ре-
зультаты, чтобы выявить особенности 
процесса адсорбции инулиназ из 
Aspergillus ficuum (грибы) и 
Kluyveromyces marxianus (дрожжи), как 
наиболее изученных и доступных для 
промышленного применения глико-
зидгидролаз, с определением числа, ти-
пов и длин связей и взаимодействий 
между молекулой фермента и носителем на 
каждой стадии сорбции белковой глобулы 

На рис. 1 и 2 представлены наиболее 
вероятные сайты связывания полимер-
ных матриц для иммобилизации с моле-
кулами грибной инулиназы из Aspergillus 
ficuum и дрожжевой инулиназы из 
Kluyveromyces marxianus, включающие в 
себя аминокислотные остатки, которые 
входят в состав контактных областей при 
сорбции фермента минимум на пяти из 
шести исследуемых нами носителей. 

В табл. 2 приведены результаты срав-
нительного анализа сайтов связывания 
инулиназ из Aspergillus ficuum и Kluyvero-
myces marxianus с матрицами носителей 
различных типов. Отчетливо видно, что 
силы взаимодействия дрожжевой инули-
назы с поверхностью смолы КУ-2 в це-
лом выше, а число водородных связей и 
аминокислотных остатков, образующих 
ван-дер-ваальсовы взаимодействия, 
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больше, чем у грибного фермента. Силы 
взаимодействия и число аминокислот, 
участвующих в ван-дер-ваальсовых взаи-
модействиях, для инулиназы из Kluyvero-
myces marxianus при сорбции на анионите 
АВ-17-2П также превышают их значения 
для энзима из Aspergillus ficuum. При 
этом оба фермента не образуют водород-
ных связей с матрицей носителя. 

Силы взаимодействия, число водород-
ных связей и аминокислотных остатков, 
образующих ван-дер-ваальсовы взаимо-
действия, у обеих инулиназ с матрицей 
волокон ВИОН КН-1 и КОПАН-90 суще-
ственным образом не отличаются друг от  

друга, тогда как значения сил взаимодей-
ствия дрожжевой инулиназы с поверхно-
стью ВИОН АН-1 и число аминокислот, 
участвующих в ван-дер-ваальсовых взаи-
модействиях, выше, а количество водо-
родных связей при этом ниже, чем у гриб-
ного энзима. Существенных отличий в 
значениях сил взаимодействия и числе 
водородных связей для обеих инулинах 
при сорбции на хитозане мы не обнару-
жили, однако, расчеты показали, что у 
молекулы грибного энзима количество 
аминокислотных остатков, которые обра-
зуют ван-дер-ваальсовы взаимодействия 
с поверхностью носителя, выше, чем у 
дрожжевого фермента. 

      
А       Б 

Рис. 1. Вероятные сайты связывания полимерных матриц для иммобилизации с молекулой 
инулиназы из Aspergillus ficuum (атомы аминокислотных остатков, входящих в их состав, обо-

значены шарами): Б – повернутая на 90 градусов вокруг горизонтальной оси форма А 
Fig 1. Probable binding sites of polymer matrices for immobilization with the inulinase molecule 

from Aspergillus ficuum (the atoms of the amino acid residues included in their composition are indi-
cated by balls): B – form A rotated 90 degrees around the horizontal axis 

 
А       Б 

Рис. 2. Вероятные сайты связывания полимерных матриц для иммобилизации с молекулой 
инулиназы из Kluyveromyces marxianus (атомы аминокислотных остатков, входящих в их со-

став, обозначены шарами): Б – повернутая на 90 градусов вокруг горизонтальной оси форма А 
Fig 2. Probable binding sites of polymer matrices for immobilization with the inulinase molecule 

from Kluyveromyces marxianus (the atoms of the amino acid residues included in their composition 
are indicated by balls): B – form A rotated 90 degrees around the horizontal axis 
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Обобщая приведенные выше матери-
алы, можно заключить, что при сорбции 
инулиназ из Aspergillus ficuum и Kluyvero-
myces marxianus на матрицах КУ-2, АВ-
17-2П, ВИОН КН-1, ВИОН АН-1, КО-
ПАН-90 и хитозана наблюдаются следу-
ющие сходства: 

1. при взаимодействии обеих инули-
наз с матрицей КУ-2 водородные связи 
образуются только между сульфогруп-
пами носителя и молекулой белка; 

2. кроме сайтов связывания с фермен-
том, различные звенья смолы КУ-2 
 

Таблица 2. Сравнительный анализ сайтов связывания инулиназ из Aspergillus ficuum и Kluyve-
romyces marxianus с матрицами носителей различных типов 
Table 2. Comparative analysis of binding sites for inulinases from Aspergillus ficuum and Kluyvero-
myces marxianus with different types of carrier matrices 

инулиназа из Aspergillus ficuum инулиназа из Kluyveromyces marxianus 
КУ-2, катионит, смола 

Сила взаимодействия от первого до пятого сайтов связывания, ккал/моль 
-7.3 
-8.0 
-7.8 
-6.8 
-6.2 

-8.5 
-8.8 
-7.6 
-7.9 
-8.4 

Количество водородных связей/Количество аминокислотных остатков, 
образующих ван-дер-ваальсовы взаимодействия 

20/46 23/52 
АВ-17-2П, анионит, смола 

Сила взаимодействия от первого до пятого сайтов связывания, ккал/моль 
-6.8 
-7.1 
-5.2 
-5.2 
-5.5 

-8.0 
-6.9 
-6.4 
-6.1 
-6.2 

Количество водородных связей/Количество аминокислотных остатков, образующих ван-дер-вааль-
совы взаимодействия 

0/81 0/68 
ВИОН КН-1, катионит, волокно 

Сила взаимодействия от первого до пятого сайтов связывания, ккал/моль 
-5.8 
-5.5 
-5.9 
-5.2 
-5.6 

-5.6 
-6.0 
-5.8 
-5.6 
-5.5 

Количество водородных связей/Количество аминокислотных остатков, образующих ван-дер-вааль-
совы взаимодействия 

21/41 25/43 
ВИОН АН-1, анионит, волокно 

Сила взаимодействия от первого до пятого сайтов связывания, ккал/моль 
-6.5 
-6.4 
-7.2 
-5.3 
-5.4 

-7.8 
-7.3 
-7.4 
-6.5 
-5.5 

Количество водородных связей/Количество аминокислотных остатков, образующих ван-дер-вааль-
совы взаимодействия 

8/64 5/76 
Хитозан 

Сила взаимодействия от первого до пятого сайтов связывания, ккал/моль 
-7.0 
-6.8 

-7.8 
-6.5 
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Таблица 2. (продолжение) 
-6.3 
-6.3 
-7.7 

-6.4 
-6.5 
-6.6 

Количество водородных связей/Количество аминокислотных остатков, образующих ван-дер-вааль-
совы взаимодействия 

44/31 45/23 
инулиназа из Aspergillus ficuum инулиназа из Kluyveromyces marxianus 

КОПАН-90, амфолит, волокно 
Сила взаимодействия от первого до пятого сайтов связывания, ккал/моль 

-5.9 
-5.6 
-5.8 
-5.0 
-5.2 

-5.8 
-5.8 
-5.7 
-6.0 
-5.2 

Количество водородных связей/Количество аминокислотных остатков, образующих ван-дер-вааль-
совы взаимодействия 

27/52 29/50 

образуют водородные связи с сульфо-
группами других звеньев своей матрицы; 

3. между матрицей анионита АВ-17-
2П и ферментами мы выявляем наличие 
лишь ван-дер-ваальсовых взаимодей-
ствий и отсутствие водородных связей, 
отрицательно заряженные аминокислот-
ные остатки превалируют при первом 
контакте обоих энзимов с носителем, по 
сравнению с другими точками связывания; 

4. аниониты АВ-17-2П и ВИОН АН-1 
образуют сайты связывания с собствен-
ными функциональными группами за 
счет ван-дер-ваальсовых взаимодействий 
при иммобилизации на своей матрице 
обеих инулиназ; 

5. как грибная, так и дрожжевая ину-
линазы имеют по две водородные связи 
положительно заряженных аминокислот-
ных остатков с матрицей ВИОН КН-1 на 
пять контактных групп; 

6. хитозан образует с обеими инулина-
зами наибольшее количество водород-
ных связей из исследуемых нами носите-
лей, вторую позицию занимает амфолит 
КОПАН-90; 

7. силы взаимодействия, число водо-
родных связей и количество аминокис-
лотных остатков, участвующих в ван-
дер-ваальсовых взаимодействиях, у 
обеих инулиназ с матрицей волокон 

ВИОН КН-1 и КОПАН-90 существенным 
образом не отличаются друг от друга; 

8. многие аминокислотные остатки на 
поверхности молекул инулиназ из Asper-
gillus ficuum и Kluyveromyces marxianus 
входят в состав контактных групп при их 
сорбции на носителях, которые суще-
ственно отличаются друг от друга по 
структуре и заряду. 

Однако при сорбции инулиназ из As-
pergillus ficuum и Kluyveromyces marxi-
anus на матрицах КУ-2, АВ-17-2П, ВИОН 
КН-1, ВИОН АН-1, КОПАН-90 и хито-
зана выявляется и ряд отличительных 
особенностей: 

1. наблюдаются различия в распреде-
лении положительно заряженных амино-
кислотных остатков между контактными 
участками молекулы фермента и матри-
цей катионообменной смолы КУ-2: в 
формировании пяти сайтов связывания у 
инулиназы из Kluyveromyces marxianus 
принимают участие пять положительно 
заряженных аминокислотных остатков, 
тогда как у инулиназы из Aspergillus 
ficuum их восемь; 

2. силы взаимодействия дрожжевой 
инулиназы с поверхностью смолы КУ-2 в 
целом выше, а число водородных связей 
и количество аминокислот, участвующих 
в ван-дер-ваальсовых взаимодействиях, 
больше, чем у грибного фермента; 
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3. силы взаимодействия и число ами-
нокислотных остатков, образующих ван-
дер-ваальсовы взаимодействия, для ину-
линазы из Kluyveromyces marxianus при 
сорбции на анионите АВ-17-2П также 
превышают их значения для энзима из 
Aspergillus ficuum;  

4. в отличие от грибной инулиназы, 
дрожжевой фермент не образует водо-
родных связей с матрицей ВИОН АН-1 в 
первых двух контактных точках, зато ко-
личество аминокислот, принимающих 
участие в формировании ван-дер-вааль-
совых взаимодействий, во всех пяти сай-
тах связывания суммарно превышает та-
ковое у инулиназы из Aspergillus ficuum; 

5. матрица хитозана формирует водо-
родные связи между собственными пя-
терками звеньев при сорбции на ней ину-
линазы из Kluyveromyces marxianus и ван-
дер-ваальсовы взаимодействия – при им-
мобилизации инулиназы из Aspergillus 
ficuum; 

6. в отличие от грибного энзима, у ко-
торого 21 аминокислотный остаток вхо-
дит в состав сайтов связывания со всеми 
исследуемыми нами носителями, у дрож-
жевой инулиназы такой остаток только 
один; 

7. при изучении сорбции инулиназы 
из Kluyveromyces marxianus мы обнару-
живаем большее количество «уникаль-
ных» (встречающихся в сайтах связыва-
ния фермента и носителей только при 
сорбции на их матрицах) аминокислот-
ных остатков, чем при иммобилизации 
инулиназы из Aspergillus ficuum (исклю-
чением является только анионит АВ-17-
2П, для которого число «уникальных» 
остатков при связывании с грибной ину-
линазой равно 12, а с дрожжевой – 8). 

Заключение 
Рамки инженерной энзимологии го-

раздо шире, чем создание катализаторов 
нового типа. Фундаментальная задача 
данной отрасли состоит в том, чтобы раз-
работать теоретические основы получе-
ния и применения ферментных катализа-
торов для создания новых биотехнологи-
ческих процессов в промышленности, но-
вых методов в терапии и медицинской 
диагностике, анализе, органическом син-
тезе и в других областях практической 
деятельности. Несмотря на определенные 
сложности, исследования в области им-
мобилизации биологических систем раз-
ного уровня организации чрезвычайно 
важны и, по-видимому, сохранят свое 
значение в обозримом будущем.  

Методами компьютерного моделиро-
вания нами был выполнен виртуальный 
скрининг перспективных лигандов для 
адсорбции инулиназ из Aspergillus ficuum 
и Kluyveromyces marxianus. Изученный 
нами набор носителей представлял собой 
поликатиониты и полианиониты. На ос-
нове сравнительного анализа величин 
полной энергии и локализации мест свя-
зывания лигандов, а также литературных 
данных, были высказаны соображения об 
особенностях взаимодействия предлагае-
мых нами матриц для иммобилизации 
молекул грибного и дрожжевого фермен-
тов.  

Конфликт интересов  
Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-
сов или личных отношений, которые 
могли бы повлиять на работу, представ-
ленную в этой статье. 

 
Список литературы/References 

1. Jafarizadeh-Malmiri H., Ghaz-Jahanian 
M.A., Berenjian A., Potential applications of 
chitosan nanoparticles as novel supports in en-
zyme immobilization, Am. J. Biochem. Biotech-
nol., 2012; 8: 203-219. https://doi.org/10.3844/ 
ajbbsp.2012.203.219 

2. Ansari S.A., Husain Q., Potential applica-
tions of enzymes immobilized on/in nano mate-
rials: a review, Biotechnol. Adv., 2012; 30; 512-
523. https://doi.org/10.1016/j.biotechadv. 
2011.09.005 

3. Vaghari H., Jafarizadeh-Malmiri H., Mo-
hammadlou M., Berenjian A., Anarjan N., Jafari 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2023. Т. 23, № 4. С. 578-591. 
Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2023. Vol. 23, No 4. pp. 578-591. 
 
ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 

 

 

 
 

589  

N., Nasiri S., Application of magnetic nanopar-
ticles in smart enzyme immobilization, Biotech-
nology Letters, 2016; 38: 223-233. 
https://doi.org/10.1007/s10529-015-1977-z 

4. Cipolatti E.P., Valério A., Henriques 
R.O., Moritz D.E., Ninow J.L., Freire D.M.G., 
Manoel E.A., Fernandez-Lafuente R., de 
Oliveira D., Nanomaterials for biocatalyst im-
mobilization-state of the art and future trends, 
RSC Advances, 2016; 6: 104675-104692. 
https://doi.org/10.1039/C6RA22047A 

5. Janecek S., Strategies for obtaining stable 
enzymes, Process Biochem., 1993; 28: 435-445. 

6. Guzik U., Hupert-Kocurek K., 
Wojcieszynska D., Immobilization as a strategy 
for improving enzyme properties – Application 
to oxidoreductases, Molecules, 2014; 19: 8995-
9018. https://doi.org/10.3390/mole-
cules19078995 

7. Lei Z., Bi S., Yang H., Chitosan-tethered 
the silica particle from a layer-by-layer approach 
for pectinase immobilization, Food Chem., 
2007; 104: 577-584. 
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2006.12.008 

8. Efremenko E.N., Tatarinova N.Yu., The 
effect of long-term preservation of bacterial cells 
immobilized in poly(vinyl alcohol) cryogel on 
their viability and biosynthesis of target metabo-
lites, Microbiology, 2007; 76(3): 336-341. 
https://doi.org/10.1134/S0026261707030113 

9. Liese A., Hilterhaus L., Evaluation of im-
mobilized enzymes for industrial applications, 
Chemical Society Reviews, 2013; 42: 6236-6249. 
doi: 10.1039/c3cs35511j 

10. Efremenko E.N., Stepanov N.A., Ni-
kolskaya A.B., Senko O.V., Spiricheva O.V., 
Varfolomeev S.D., Biocatalysts based on immo-
bilized cells of microorganisms in the production 
of bioethanol and biobutanol, Catalysis in Indus-
try, 2011; 3(1): 41-46. https://doi.org/10.1134/ 
S207005041101003X 

11. Efremenko E.N., Stepanov N.A., Gudkov 
D.A., Sen'ko O.V., Lozinskij V.I., Varfolomeev 
S.D., Immobilizovannye gribnye biokatalizatory 
dlya polucheniya kompleksa cellyulaz, gidroli-
zuyushchego vozobnovlyaemoe rastitel'noe 
syr'e, Kataliz v promyshlennosti, 2013; 1: 68-77. 

12. Barbosa O., Ortiz C., Berenguer-Murcia 
Á., Torres R., Rodrigues R.C, Fernandez-La-
fuente R., Strategies for the one-step immobili-
zation-purification of enzymes as industrial bio-
catalysts, Biotechnol. Adv., 2015; 33: 435-456. 

https://doi.org/10.1016/j.biotechadv. 
2015.03.006 

13. Garcia-Galan C., Berenguer-Murcia Á., 
Fernandez-Lafuente R., Rodrigues R.C., Poten-
tial of different enzyme immobilization strate-
gies to improve enzyme performance, Adv. 
Synth.Catal., 2011; 353: 2885-2904. 
https://doi.org/10.1002/adsc.201100534 

14. Mateo C., Palomo J.M., Fernandez-
Lorente G., Guisan J.M., Fernandez-Lafuente 
R., Improvement of enzyme activity, stability 
and selectivity via immobilization techniques, 
Enzyme Microb. Technol., 2007; 40: 1451-1463. 
https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2007.01.018 

15. Fernandez-Lafuente R., Stabilization of 
multimeric enzymes: strategies to prevent subu-
nit dissociation, Enzyme Microb. Technol., 
2009; 45: 405-418. https://doi.org/10.1016/ 
j.enzmictec.2009.08.009 

16. Balcao V.M., Vila M.M., Structural and 
functional stabilization of protein entities: State-
of-the-art, Advanced Drug Delivery Reviews, 
2015; 93: 25-41. https://doi.org/10.1016/ 
j.addr.2014.10.005 

17. Bolivar J.M., Mateo C., Rocha-Martin J., 
Cava F., Berenguer J., Fernandez-Lafuente R., 
Guisan J.M., The adsorption of multimeric en-
zymes on very lowly activated supports involves 
more enzyme subunits: stabilization of a gluta-
mate dehydrogenase from Thermus thermophilus 
by immobilization on heterofunctional supports, 
Enzyme Microb. Technol., 2009; 44: 139-144. 
https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2008.10.004 

18. Min K., Yoo Y.J., Recent progress in 
nanobiocatalysis for enzyme immobilization and 
its application, Biotechnology and Bioprocess 
Engineering, 2014; 19: 553-567. 
https://doi.org/10.1007/s12257-014-0173-7 

19. Efremenko E.N., Lozinsky V.I., Sergeeva 
V.S., Plieva F.M., Makhlis T.A., Kazankov 
G.M., Gladilin A.K., Varfolomeyev S.D., Addi-
tion of polybrene improves stability of organo-
phosphate hydrolase immobilized in poly(vinyl 
alcohol) cryogel carrier, Journal of Biochemical 
and Biophysical Methods, 2002; 51(2): 195-201. 
https://doi.org/10.1016/s0165-022x(01)00135-x 

20. Rodrigues R.C., Ortiz C., Berenguer-Mur-
cia Á., Torres R., Fernández-Lafuente R., Modi-
fying enzyme activity and selectivity by immo-
bilization, Chem. Soc. Rev., 2013; 45: 6290-
6307. https://doi.org/10.1039/c2cs35231a 

21. Karpov S.I., Matveeva M.V., Selemenev 
V.F., Kinetics of the sorption of amino acids by 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2023. Т. 23, № 4. С. 578-591. 
Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2023. Vol. 23, No 4. pp. 578-591. 
 
ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 

 

 

 
 

590 

KU-2-8 gel cationite, Russian Journal of Physi-
cal Chemistry A, 2001; 75(2): 266-271. 

22. Shkutina I.V., Stoyanova O.F., Sele-
menev V.F., Grigor'eva G.A., Adsorption immo-
bilization of glucoamylase on amphoteric poly-
electrolytes, Russian Journal of Physical Chem-
istry A, 2001; 75(11); 1843-1845. 

23. Krisilova E.V., Eliseeva T.V., Selemenev 
V.F., Krisilov A.V., Oros G.Y., The influence of 
side substituents in α-amino acids on their sorp-
tion by a cation-exchange membrane, Russian 
Journal of Physical Chemistry A, 2009; 83(10): 
1763-1767. https://doi.org/10.1134/ 
S0036024409100240 

24. Ohta K., Akimoto H., Matsuda S., To-
shimitsu D., Nakamura T., Molecular cloning 
and sequence analysis of two endoinulinase 
genes from Aspergillus niger, Biosci. Biotech-
nol. Biochem., 1998; 62(9): 1731-1738. 
https://doi.org/10.1271/bbb.62.1731 

25. Basso A., Spizzo P., Ferrario V., Knapic 
L., Savko N., Braiuca P., Ebert C., Ricca E., 
Calabrò V., Gardossi L., Endo- and exo-in-
ulinases: enzyme-substrate interaction and ra-
tional immobilization, Biotechnol. Prog., 2010; 
26(2); 397-405. https://doi.org/10.1002/btpr.334 

26. Artyukhov V.G., Kovaleva T.A., Khol-
yavka M.G., Bityutskaya L.A., Grechkina M.V., 
Obraztsova T.B. Study of the oligomeric struc-
ture and some physicochemical properties of in-
ulinase from Kluyveromyces marxianus Y-303, 
Biophysics, 2009; 54(6): 675-680. 
https://doi.org/10.1134/S0006350909060025 

27. Artyukhov V.G., Holyavka M.G., Ko-
valeva T.A., Structural and functional properties 
of inulinases. Ways to regulate their activity, Bi-
ophysics, 2013; 58(4): 493-501. 
https://doi.org/10.1134/S0006350913040039 

28. Uhm T.B., Chung M.S., Lee S.H., Gour-
ronc F., Housen I., Kim J.H., Van Beeumen J., 
Haye B., Vandenhaute J. Purification and char-
acterization of Aspergillus ficuum en-
doinulinase, Biosci Biotechnol Biochem., 1999; 
63(1): 146-151. https://doi.org/10.1271/ 
bbb.63.146 

29. Ettalibi M., Baratti J.C. Purification, prop-
erties and comparison of invertase, exoin-
ulinases and endoinulinases of Aspergillus 
ficuum, Appl Microbiol Biotechnol., 1987; 26: 
13-20. https://doi.org/10.1007/BF00282143 

30. Artyuhov V.G., Holyavka M.G., Ko-
valeva T.A. Fiziko-himicheskie i kineticheskie 
svojstva inulinaz, Vestnik biotekhnologii i fiziko-

himicheskoj biologii im. Yu.A. Ovchinnikova, 
2013; 2: 67-77. 

31. Holyavka M.G., Artyukhov V.G., Kon-
dratyev M.S., Samchenko A.A., Kabanov A.V., 
Komarov V.M., In silico design of high-affinity 
ligands for the immobilization of inulinase, 
Computers in Biology and Medicine, 2016; 71: 
198-204. https://doi.org/10.1016/j.compbio-
med.2016.02.015 

32. Holyavka M.G., Kovaleva T.A., Grech-
kina M.V., Ostankova I.V., Artyukhov V.G., In-
ulinases from various producers: the features of 
their permolecular organization, Applied Bio-
chemistry and Microbiology, 2014; 50(1): 10-
16. https://doi.org/10.1134/S0003683814010050 

33. Holyavka M., Artyukhov V., Kovaleva T., 
Structural and functional properties of in-
ulinases: A review, Biocatalysis and Biotrans-
formation, 2016; 34(1): 1-17. https://doi.org/ 
10.1080/10242422.2016.1196486 

34. Holyavka, M.G., Evstigneev, M.P., 
Artyukhov, V.G., Savin, V.V., Development of 
heterogeneous preparation with inulinase fortub-
ular reactor systems, Journal of Molecular Ca-
talysis B: Enzymatic, 2016; 129: 1-5. 
https://doi.org/10.1016/j.molcatb.2016.03.006 

35. Holyavka M.G., Kondratyev M.S., Ter-
entyev V.V., Samchenko A.A., Kabanov A.V., 
Komarov V.M., Artyukhov V.G., The Molecular 
Mechanism of Adsorption Immobilization of In-
ulinase on Polymer Matrices, Biophysics, 2017; 
62 (1): 5-11. https://doi.org/10.1134/ 
S0006350917010109 

36. Abdullatypov A.V., Kondratyev M.S., 
Kholyavka M.G., Artyukhov V.G., Reconstruc-
tion of the spatial structure of inulinase from 
Kluyveromyces marxianus to find regulatory 
pathways of its catalytic activity, Biophysics, 
2016; 61(4): 565-571. https://doi.org/10.1134/ 
S0006350916040023 

37. Artyukhov V.G., Kovaleva T.A., Khol-
yavka M.G., Bityutskaya L.A., Grechkina M.V., 
Thermal inactivation of free and immobilized in-
ulinase, Applied biochemistry and microbiology, 
2010; 46(4): 385-389. 
https://doi.org/10.1134/S0003683810040034 

38. Holyavka M.G., Kayumov A.R., 
Baydamshina D.R., Koroleva V.A., Trizna 
E.Yu., Trushin M.V., Artyukhov V.G., Effcient 
fructose production from plant extracts by im-
mobilized inulinases from Kluyveromyces marx-
ianus and Helianthus tuberosus, International 
Journal of Biological Macromolecules, 2018; 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2023. Т. 23, № 4. С. 578-591. 
Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2023. Vol. 23, No 4. pp. 578-591. 
 
ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 

 

 

 
 

591  

115: 829-834. https://doi.org/10.1016/j.ijbi-
omac.2018.04.107 

39. Holyavka M.G., Kondratyev M.S., Lukin 
A.N., Agapov B.L., Artyukhov V.G., Immobili-
zation of inulinase on KU-2 ion-exchange resin 
matrix, International Journal of Biological Mac-
romolecules, 2019; 138: 681-692. 
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.07.132 

40. Koroleva V.A., Sakibaev F.A., Shelo-
menceva T.N., Holyavka M.G., Artyuhov V.G. 
Izuchenie zakonomernostej termicheskoj inakti-
vacii svobodnogo i immobilizovannogo na ma-
trice hitozana tripsina, Vestnik VGU. Seriya 
«Himiya. Biologiya. Farmaciya», 2018; 3: 58-63. 

41. Sakibaev F.A., Holyavka M.G., Makin 
S.M., Artyuhov V.G. An in silico search for the 

sites of potential binding with charged and hy-
drophobic carriers in the molecules of en-
doinulinase from Aspergillus ficuum and exoin-
ulinase from Aspergillus awamori, Biophysics, 
2019; 64(3): 323-330. https://doi.org/10.1134/ 
S0006350919030199 

42.  Sakibaev F.A., Makin S.M., Holyavka 
M.G., Artyuhov V.G. Zakonomernosti formiro-
vaniya dimernyh kompleksov molekulami ekzo- 
i endoinulinaz. Izmenenie sostava potencial'nyh 
sajtov svyazyvaniya s zaryazhennymi i gidrofob-
nymi nositelyami dlya ih immobilizacii, 
Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy, 
2021; 21 (6): 905-927.

Информация об авторах / Information about the authors 
М.Г. Холявка – д.б.н.. профессор кафедры биофи-
зики и биотехнологии, Воронежский государствен-
ный университет, Воронеж, Россия; профессор ка-
федры «Физика» Севастопольского государствен-
ного университета, Севастополь 
М.С. Кондратьев – к.ф.-м.н., зав. лабораторией 
структуры и динамики биомолекулярных систем, Ин-
ститут биофизики клетки РАН – обособленное под-
разделение ФИЦ «Пущинский научный центр биоло-
гических исследований РАН», Пущино, Россия 

M.G. Holyavka – Doctor (biology), professor, depart-
ment of biophysics and biotechnology, Voronezh State 
University, Voronezh, Russia; Professor of Physics De-
partment, Sevastopol State University, Sevastopol, 
e-mail: holyavka@rambler.ru 
M.S. Kondratyev – Ph.D. (physical and mathematical 
sciences), Head of the Laboratory of Structure and Dy-
namics of Biomolecular Systems, Institute of Cell Bio-
physics of the Russian Academy of Sciences, Pushchino, 
Russia 

В.Г. Артюхов – д.б.н., профессор, зав. кафедрой био-
физики и биотехнологии, Воронежский государ-
ственный университет, Воронеж, Россия 

V.G. Artyukhov – Doctor (biology), professor, Head of 
the Biophysics and Biotechnology Department, Voro-
nezh State University, Voronezh, Russia, e-mail: artyu-
khov@bio.vsu.ru 

 
Статья поступила в редакцию 27.05.2023; одобрена после рецензирования 21.08.2023;  
принята к публикации 06.09.2023. 
The article was submitted 27.05.2023; approved after reviewing 21.08.2023; 
accepted for publication 06.09.2023. 

mailto:holyavka@rambler.ru
mailto:artyukhov@bio.vsu.ru
mailto:artyukhov@bio.vsu.ru

	Результаты рентгеноструктурного анализа и молекулярного докинга представлены в открытой печати лишь для комплексов карбогидраз и их низкомолекулярных лигандов. Выявление молекулярных механизмов получения и применения гетерогенных биокатализаторов на о...
	В связи с этим нашей задачей было выявление особенностей адсорбции инулиназы из различных продуцентов – Aspergillus ficuum (грибы) и Kluyveromyces marxianus (дрожжи) и сайтов связывания полимерных матриц для иммобилизации с молекулой энзима: расчет зн...
	Обсуждение результатов
	В предыдущих работах мы уже приводили состав потенциальных сайтов (скоплений заряженных и гидрофобных аминокислотных остатков) на поверхности молекул инулиназ из различных продуцентов, которые могут участвовать в сорбции и/или образовании комплексов ф...
	На рис. 1 и 2 представлены наиболее вероятные сайты связывания полимерных матриц для иммобилизации с молекулами грибной инулиназы из Aspergillus ficuum и дрожжевой инулиназы из Kluyveromyces marxianus, включающие в себя аминокислотные остатки, которые...

	А       Б
	Рис. 1. Вероятные сайты связывания полимерных матриц для иммобилизации с молекулой инулиназы из Aspergillus ficuum (атомы аминокислотных остатков, входящих в их состав, обозначены шарами): Б – повернутая на 90 градусов вокруг горизонтальной оси форма А
	А       Б
	Рис. 2. Вероятные сайты связывания полимерных матриц для иммобилизации с молекулой инулиназы из Kluyveromyces marxianus (атомы аминокислотных остатков, входящих в их состав, обозначены шарами): Б – повернутая на 90 градусов вокруг горизонтальной оси ф...
	Рамки инженерной энзимологии гораздо шире, чем создание катализаторов нового типа. Фундаментальная задача данной отрасли состоит в том, чтобы разработать теоретические основы получения и применения ферментных катализаторов для создания новых биотехнол...
	Конфликт интересов
	Список литературы/References

	1. Jafarizadeh-Malmiri H., Ghaz-Jahanian M.A., Berenjian A., Potential applications of chitosan nanoparticles as novel supports in enzyme immobilization, Am. J. Biochem. Biotechnol., 2012; 8: 203-219. https://doi.org/10.3844/ ajbbsp.2012.203.219
	2. Ansari S.A., Husain Q., Potential applications of enzymes immobilized on/in nano materials: a review, Biotechnol. Adv., 2012; 30; 512-523. https://doi.org/10.1016/j.biotechadv. 2011.09.005
	5. Janecek S., Strategies for obtaining stable enzymes, Process Biochem., 1993; 28: 435-445.
	23. Krisilova E.V., Eliseeva T.V., Selemenev V.F., Krisilov A.V., Oros G.Y., The influence of side substituents in α-amino acids on their sorption by a cation-exchange membrane, Russian Journal of Physical Chemistry A, 2009; 83(10): 1763-1767. https:/...
	24. Ohta K., Akimoto H., Matsuda S., Toshimitsu D., Nakamura T., Molecular cloning and sequence analysis of two endoinulinase genes from Aspergillus niger, Biosci. Biotechnol. Biochem., 1998; 62(9): 1731-1738. https://doi.org/10.1271/bbb.62.1731
	25. Basso A., Spizzo P., Ferrario V., Knapic L., Savko N., Braiuca P., Ebert C., Ricca E., Calabrò V., Gardossi L., Endo- and exo-inulinases: enzyme-substrate interaction and rational immobilization, Biotechnol. Prog., 2010; 26(2); 397-405. https://do...
	26. Artyukhov V.G., Kovaleva T.A., Kholyavka M.G., Bityutskaya L.A., Grechkina M.V., Obraztsova T.B. Study of the oligomeric structure and some physicochemical properties of inulinase from Kluyveromyces marxianus Y-303, Biophysics, 2009; 54(6): 675-68...
	28. Uhm T.B., Chung M.S., Lee S.H., Gourronc F., Housen I., Kim J.H., Van Beeumen J., Haye B., Vandenhaute J. Purification and characterization of Aspergillus ficuum endoinulinase, Biosci Biotechnol Biochem., 1999; 63(1): 146-151. https://doi.org/10.1...
	29. Ettalibi M., Baratti J.C. Purification, properties and comparison of invertase, exoinulinases and endoinulinases of Aspergillus ficuum, Appl Microbiol Biotechnol., 1987; 26: 13-20. https://doi.org/10.1007/BF00282143
	Информация об авторах / Information about the authors


