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Аннотация. В настоящее время многие исследователи стали обращать внимание на то, что не только 
традиционные сорбенты и ионообменники, но и ряд природных компонентов, содержащихся в расти-
тельных и животных организмах, обладают способностью поглощать другие органические молекулы и 
ионы, вступать в реакции комплексообразования с ионами металлов, проявлять каталитические свой-
ства. К таким природным веществам, обладающим сорбционными и ионообменными свойствами, 
можно отнести аминополисахариды (хитин, хитозан), нуклеиновые и рибонуклеиновые кислоты, сапо-
нины, ферменты. Приведенный перечень веществ можно отнести к высокомолекулярным соедине-
ниям, обладающим сорбционными, лигандными и каталитическими свойствами. В настоящей работе 
приводятся результаты исследования функциональных групп активного центра инулиназы и особенно-
стей ее четвертичной структуры. Установлено, что фермент имеет четвертичную структуру, представ-
ленную двумя субъединицами с Mr 76900 Да и 10140 Да, обладающими каталитической активностью. 
В образовании фермент-субстратного комплекса принимают участие имидазольный радикал гисти-
дина, SH-группы и карбоксильные группы. Целью данной работы явилось изучение функциональных 
групп активного центра и некоторых особенностей четвертичной структуры инулиназы. 
В настоящей работе использован препарат инулиназы, выделенной из Aspergillus awamori Ц2250, очи-
щенный методом ионообменной хроматографии на колонках с диэтиламиноэтилцеллюлозой (ДЭАЭ): 
[-O-(CH2)2-N(C2H5)2]. Гомогенность препарата была подтверждена методом гель-электрофореза. Ката-
литическая активность инулиназы определялась на субстрате инулине (Spofa, Чехия) спектрофотомет-
рически с помощью резорцина при λ=540 нм, а молекулярная масса – методом гель-хроматографии на 
Сефадексе G-200. Наличие электрофильных групп СОО- устанавливали по методу Диксона, а также 
методом ИК-спектроскопии на приборе Vertex-70 в интервале частот 4000-400 см-1. 
В состав активного центра фермента входят γ и δ-карбоксильные группы остатков аспарагиновой и 
глутаминовой кислот соответственно. Ион водорода Н+ отщепляется от карбоксильной группы глута-
минового остатка фермента и связывается с кислородом, соединяющим кольца А и Б субстрата. В ре-
зультате связь кислорода с кольцом разрывается, а углерод, находящийся в положении I кольца А, об-
разует карбониевый ион, который стабилизируется СОО--группой аспарагинокислого остатка фер-
мента. С карбониевым ионом взаимодействует ОН--ион, доставляемый молекулой воды, а Н+-ион воды 
фиксируется на место Н+-иона, потерянного глутаминокислым остатком в инулиназе. После этого мо-
лекулы инулина покидают фермент, освобождая его для последующей реакции с субстратом. Однако 
данный механизм не является единственным. В образовании фермент-субстратного комплекса также 
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принимает участие имидазол гистидина. При взаимодействии с инулином имидазольная группа связы-
вается водородной связью с кислородом, соединяющим кольца А и Б субстрата. Происходит также 
ориентация СОО- иона фермента относительно образующегося карбониевого иона в кольце А. В по-
следующем ионы Н+ и ОН- из молекул воды фиксируются в инулиназе на место Н+, потерянного Glu, а 
ОН- на карбониевом ионе инулина. 
Ключевые слова: инулиназа, фермент, структура, ИК-спектроскопия. 
Благодарности: работа выполнена при поддержке Министерства науки и высшего образования РФ в 
рамках государственного задания ВУЗам в сфере научной деятельности на 2023-2025 годы, проект 
FZGU-2023-0009. 
Для цитирования: Селеменев В.Ф., Шкутина И.В., Мироненко Н.В., Беланова Н.А., Синяева Л.А., 
Беланова А.А., Коломиец Л.Н. Об особенностях строения активного центра и четвертичной структуры 
инулиназы // Сорбционные и хроматографические процессы. 2023. Т. 23, № 5. С. 741-752. 
https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2023.23/11692 
 
Original article 

 
Structural features of the active centre 
and quaternary structure of inulinase 
 
Vladimir F. Selemenev1✉, Irina V. Shkutina2, 
Natalia V. Mironenko1, Natalia A. Belanova1, Liliya A. Sinyaeva1, 
Anastasiya A. Belanova3, Lyudmila N. Kolomiets4 
1Voronezh State University, Voronezh, Russia, common@chem.vsu.ru✉ 

2St. Petersburg State Pediatric Medical University, St. Petersburg 
3Voronezh State Medical University named after N.N. Burdenko, Voronezh, Russia 
4Frumkin Institute of Physical Chemistry and Electrochemistry of the Russian Academy of Sciences, Mos-
cow, Russia 
 
Abstract. Now many researchers started to pay attention to the fact that not only traditional sorbents and ion 
exchangers, but also a number of natural components contained in plant and animal organisms have the ability 
to absorb other organic molecules and ions, enter into complex formation reactions with metal ions, and exhibit 
catalytic properties. Such natural substances with sorption and ion-exchange properties include aminopolysac-
charides (chitin, chitosan), nucleic and ribonucleic acids, saponins, and enzymes. The provided list of sub-
stances can be classified as high-molecular compounds with sorption, ligand and catalytic properties. This 
study presents the results of the investigation of the functional groups of the active centre of inulinase and the 
features of its quaternary structure. It was established that the enzyme has a quaternary structure, represented 
by two subunits with Mr 76900 Da and 10140 Da, which have catalytic activity. The imidazole radical of 
histidine, SH groups and carboxyl groups take part in the formation of the enzyme-substrate complex. The 
purpose of this study was investigation of the functional groups of the active centre and some features of the 
quaternary structure of inulinase. 
In this study, we used a preparation of inulinase isolated from Aspergillus awamori Ts2250, purified by ion 
exchange chromatography on columns with diethylaminoethylcellulose (DEAE): [-O-(CH2)2-N(C2H5)2]. The 
homogeneity of the drug was confirmed by gel electrophoresis [24-25]. The catalytic activity of inulinase was 
determined on the substrate inulin (Spofa, Czech Republic) spectrophotometrically using resorcinol at λ = 540 
nm, and the molecular weight was determined by gel chromatography on Sephadex G-200. The presence of 
electrophilic groups COO- was determined using the Dixon method [28], and also by IR spectroscopy on a 
Vertex-70 device (Bruker, Germany) in the frequency range 4000-400 cm-1. 
The active centre of the enzyme includes γ and δ-carboxyl groups of aspartic and glutamic acid residues, re-
spectively. Hydrogen ion H+ splits off from the carboxyl group of the glutamine residue of the enzyme and 
binds to oxygen connecting rings A and B of the substrate. As a result, the oxygen bond with the ring is broken, 
and the carbon located in position I of ring A forms a carbonium ion, which is stabilized by COO- group of the 
aspartic acid residue of the enzyme. An ОН- ion delivered by a water molecule interacts with carbonium ion, 
and H+ ion of water is fixed in the place of H+ ion lost by the glutamic acid residue in inulinase. After this, 
inulin molecules leave the enzyme, freeing it for subsequent reaction with the substrate. However, this mech-
anism is not the only one. Histidine imidazole also takes part in the formation of the enzyme-substrate complex. 
When interacting with inulin, the imidazole group is hydrogen bonded to the oxygen connecting rings A and 
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B of the substrate. There is also an orientation of the COO- ion of the enzyme ion relative to the resulting 
carbonium ion in ring A. Subsequently, Н+ and ОН- ions from water molecules are fixed in inulinase in place 
of H+, lost Glu, and OH- is fixed on the carbonium ion of inulin. 
Keywords: inulinase, enzyme, structure, IR spectroscopy. 
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Введение 
В настоящее время многие исследова-

тели стали обращать внимание на то, что 
не только традиционные сорбенты и 
ионообменники, но и ряд природных 
компонентов, содержащихся в раститель-
ных и животных организмах, обладают 
способностью поглощать другие органи-
ческие молекулы и ионы, вступать в реак-
ции комплексообразования с ионами ме-
таллов, проявлять каталитические свой-
ства. К таким природным веществам, об-
ладающим сорбционными и ионообмен-

ными свойствами, можно отнести амино-
полисахариды (хитин, хитозан), нуклеи-
новые и рибонуклеиновые кислоты, сапо-
нины, ферменты. Приведенный перечень 
веществ можно отнести к высокомолеку-
лярным соединениям, обладающим сорб-
ционными, лигандными и каталитиче-
скими свойствами [1-3]. В частности, 
ферменты обладают как сорбционными 
свойствами, так и уникальной способно-
стью вступать во взаимодействие с 
ионами металлов и проявлять высокую 
каталитическую активность [4-6]. Одним 
из таких ферментов является инулиназа 
(инулаза, 2,1-β-D-фpуктан-фpуктаногид-

pолаза, КФ 3.2.1.7), которая способна от-
щеплять фруктозные остатки с нередуци-
рующего конца молекулы инулина.  

Фермент инулиназа найден в расте-
ниях и микроорганизмах (бактериях, гри-
бах, дрожжах) [7-8]. Из грибов Penicillum 
выделено три вида инулиназы, имеющих 
молекулярные массы 86000, 69000 и 
66000 Да. По данным [9-14] активато-
рами фермента являются ионы Co2+и 
Mn2+, ингибиторами – ионы Hg2+, Fe3+. 

Инулиназа гидролизует инулин (рис.1) – 
 полисахарид растений, состоящий из 
остатков D-фруктозы (около 95%) и 

D-глюкозы (около 5%) и представляю-
щий собой неразветвленную цепь из 32-
45 фруктанфуранозных фрагментов, со-
единенных β-2,1-гликозидными связями 
[15-17], к редуцирующему концу которой 
присоединена D-глюкопираноза через 
полуацетальный гидроксил.  

Препарат инулиназы, полученный из 
штамма Chrysosporium pahhor АНИ 
97000 [8], характеризуется молекулярной 
массой 58000 Да, изоэлектрической точ-
кой pI=3.8, оптимальной активностью в 
диапазоне рН=6.8-7.0 при температуре 50°С.  

В работах [8, 15] было сделано предпо-
ложение о механизме ферментативного 
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Рис. 1. Структурная формула инулина 
Fig. 1. Structural formula of inulin 
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действия инулиназы. Однако, в ряде пуб-
ликаций [18-23] данные о структуре и 
строении активного центра фермента 
представлены весьма ограниченно. По-
этому целью данного сообщения явилось 
изучение функциональных групп актив-
ного центра и некоторых особенностей 
четвертичной структуры инулиназы. 

Экспериментальная часть 
В настоящей работе использован пре-

парат инулиназы, выделенной из Asper-
gillus awamori Ц2250, очищенный мето-
дом ионообменной хроматографии на ко-
лонках с диэтиламиноэтилцеллюлозой 
(ДЭАЭ) – [-O-(CH2)2-N(C2H5)2].  

Гомогенность препарата была под-
тверждена методом гель-электрофореза 
[24-25]. Каталитическая активность ину-
линазы определялась на субстрате ину-
лине (Spofa, Чехия) спектрофотометриче-
ски с помощью резорцина при λ=540 нм, 
а молекулярная масса – методом гель-
хроматографии на Сефадексе G-200 [26]. 
Аминокислотный состав фермента опре-
деляли путем гидролитического расщеп-
ления с последующим анализом на ами-
нокислотном анализаторе ААА-339. Учи-
тывая тот факт, что в состав активного 

центра многих ферментов в качестве нук-
леофильных групп входят -SH-группы 
цистеина и имидазольные группы гисти-
дина [24-25, 27-28], в инулиназе прово-
дили определение сульфгидрильных 
групп по модифицированной методике 
Бауэра и дисульфидных связей по [8, 15-
17, 24-29], определение имидазольных 
групп осуществляли фотоокислением в 
0.1 М ацетатном буфере (рН=4.7 в при-
сутствии 50 мкМ метиленового синего) 
лампой дневного света на расстоянии 
15 см. Наличие электрофильных групп 
СОО- устанавливали по методу Диксона 
[28], а также методом ИК-спектроскопии 
на приборе Vertex-70 (Bruker, Германия) 
в интервале частот 4000-400 см-1 [30]. 

Обсуждение результатов 
Данные по исследованию аминокис-

лотного состава фермента (табл. 1) пока-
зывают, что инулиназа содержит преиму-
щественно полярные аминокислотные 
остатки (аспарагиновые и глутамино-
вые), а также имеет в своем составе ими-
дазольные (гистидиновые) и S-S-группы 
(цистиновые). 

Таблица 1. Аминокислотный состав инулиназы 
Table 1. Amino acid composition of inulinase 

Аминокислоты Содержание аминокислот в белке, % 
Глутаминовая кислота 15.53 
Аспарагиновая кислота 11.49 

Серин 8.02 
Лейцин 6.97 
Аргинин 6.49 
Треонин 6.31 
Глицин 6.29 
Лизин 5.61 

Аланин 5.59 
Пролин 4.92 
Тирозин 4.91 

Фенилаланин 4.81 
Валин 4.24 

Изолейцин 3.77 
Гистидин 3.38 
Цистин 1.07 

Метионин 0.60 
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Следует заметить, что оптимальными 
условиями для функционирования фер-
мента являются температура 50°С и кон-
центрация инулина 5∙10-4 М. Однако, ис-
следуемый фермент сохранял 22% актив-
ности даже при 70°С, что свидетель-
ствует о его термостабильности [7, 27-
28]. Анализируя зависимость скорости 
реакции катализа от рН среды, можно от-
метить, что наблюдается присущая мно-
гим ферментам [17, 24, 28] (рис. 2) коло-
колообразная кривая с максимумом при 
рН=4.7, сохраняющая форму при работе с 
различными концентрациями субстрата. 

Заслуживает внимания тот факт, что в 
кислой области кривая имеет более поло-
гий подъем, чем в щелочной. Подобное 
явление может свидетельствовать о том, 
что присутствие Н+-ионов влияет на: 
а) протолиз функциональных групп ак-
тивного центра; б) структуру каталитиче-
ского центра инулиназы. Поэтому перво-
начально было исследовано влияние кон-
центрации фермента на его активность 
при различных рН и определены значе-
ния основных кинетических параметров – 
Km и Vmax (табл. 2).  

Графическая обработка эксперимен-
тальных данных в координатах lgVmax, 
lgKm и lg(Vmax/Km) от значений рН (рис. 3) 
позволила определить константы прото-
лиза функциональных групп активного 
центра инулиназы (pKE1 и pKE2).  

Можно полагать, что в состав актив-
ного центра фермента входят γ и δ-кар-
боксильные группы остатков аспарагино-
вой и глутаминовой кислот соответ-
ственно. В этом случае предполагаемый 
механизм действия инулиназы можно 
представить схемой (1): 

 

(1) 

Предполагается, что ион водорода Н+ 
отщепляется от карбоксильной группы 
глутаминового остатка (Glu) I фермента и 
связывается с кислородом, соединяющим 
кольца А и Б субстрата (ПЦ-пептидные 
цепи инулиназы). В результате связь кис-
лорода с кольцом разрывается, а углерод, 
находящийся в положении I кольца А, об-
разует карбониевый ион, который стаби-
лизируется СОО--группой аспарагино-
кислого остатка (Asp) II. С карбониевым 
ионом взаимодействует ОН--ион, достав-
ляемый молекулой воды, а Н+-ион воды 
фиксируется на место Н+-иона, потерян-
ного глутаминокислым остатком в ину-
линазе. После этого молекулы инулина 
покидают фермент, освобождая его для 
последующей реакции с субстратом. Од-
нако, данные табл. 3 свидетельствуют, 

 
Рис. 2. Влияние рН субстрата на каталитическую активность инулиназы при 
различных конценрациях инулина: 1 – 5∙10-7 М; 2 – 4∙10-7 М; 3 – 3∙10-7 М. 

Fig. 2. The influence of substrate pH on the catalytic activity of inulinase at different inulin 
concentrations: 1 – 5∙10-7 M; 2 – 4∙10-7 M; 3 – 3∙10-7 M. 
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что механизм (2) не является единствен-
ным.  

Результаты по фотоокислению гисти-
диновых радикалов инулиназы в присут-
ствии метиленового синего позволяют 
утверждать, что в образовании фермент-
субстратного комплекса принимает уча-
стие имидазол гистидина [27-28]. Воз-
можный вариант такого взаимодействия 
можно представить схемой (2). 

Карбоксильная группа Glu и имида-
зольная группа His ассоциированы в ину-
линазе водородной связью (I). Наличие 
таких ассоциатов подтверждается поло-
сой при 2597 см-1, характерной для водо-
родных связей между ≡N…H-O-C=O в си-
стеме имидазол-карбоксильная группа 
[30-31]. При взаимодействии с инулином 
(II) имидазольная группа связывается во-

дородной связью с кислородом, соединя-
ющим кольца А и Б субстрата. Происхо-
дит также ориентация СОО- иона фер-
мента относительно образующегося кар-
бониевого иона в кольце А. В последую-
щем ионы Н+ и ОН- из молекул воды фик-
сируются в инулиназе на место Н+, поте-
рянного Glu, а ОН- на карбониевом ионе 
инулина. Фермент снова принимает стро-
ение I.  

Подобно гистидиновому радикалу 
(схема 3) могут взаимодействовать с ину-
лином и сульфгидрильные SH-группы 
фермента. Об этом свидетельствуют ре-
зультаты табл. 3. При блокировании n-хлор- 
меркурибензоатом SH-групп наблюда-
ется инактивация фермента. В молекуле 
инулиназы содержится семь поверхност-
ных и три глубинных группы SH-, обна-

Таблица 2. Величины константы Михаэлиса (Кm) и максимальной скорости (Vmax) для реак-
ции гидролиза инулина  
Table 2. The values of the Michaelis constant (Кm) and maximum rate (Vmax) for the hydrolysis 
reaction of inulin 

рН Кm∙10-7, М Vmax, мкМ/(мг·мин) 
3.0 2.96±0.09 65.80±1.06 
3.5 2.19±0.1 120.18±0.07 
4.0 2.19±0.01 135.14±1.0 
4.5 2.01±0.1 135.45±1.36 
4.7 1.86±0.06 136.90±0.5 
5.0 3.00±0.06 135.30±1.1 
5.5 2.79±0.2 100.69±1.5 
6.0 3.47±0.2 42.30±4.08 

 

 
Рис. 2. Изучение рН-зависимостей ферментативной реакции гидролиза инулина: 

а – изменение lgVmax от рН; б – изменение рКm от рН; в – изменение lgVmax/Кm от рН. 
Fig. 3. Study of pH dependencies of the enzymatic reaction of inulin hydrolysis:  

a – change of lgVmax from pH; b – change of rKm from pH; c – change of lgVmax/TOm from pH. 
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руженные после обработки денатурирую-
щими агентами (8М мочевина+10%-й рас-
твор додецилсульфата натрия). На осно-
вании данных таблицы 3 можно полагать, 
что (как и в случае других тиолсодержа-
щих ферментов) [26, 29] в гидролизе ину-
лина участвуют совместно –SH, имида-
зольные нуклеофильные группы, а также 
карбоксильные группы остатков аспара-
гиновой и глутаминовой кислот.  

Следует заметить, что конформацион-
ные изменения в ферменте приводят к ва-
риациям его активности [26-28] и в ряде 
случаев помогают сделать выводы о 
структуре активного центра.  

При инкубации инулиназы с додецил-
сульфатом натрия (рис. 4) при концентра-
циях 3.5∙10-4-3.5∙10-3 М имеет место ее 
полная денатурация. Воздействие 3.5∙10-6М 
раствора додецилсульфата натрия приво-
дит к увеличению полосы поглощения 

при λ=280 нм по сравнению с контроль-
ным раствором инулиназы. Можно пола-
гать, что это вызвано разрывом или 
ослаблением водородных связей в пеп-
тидном остове фермента, и «спрятанные» 
радикалы ароматических аминокислот 
оказываются на внешней части молекулы 
инулиназы [26-28]. При использовании 
раствора додецилсульфата натрия с кон-
центрацией 3.5∙10-5 М происходит рас-
щепление полосы при 280 нм на 270 и 287 
нм, что может быть обусловлено димер-
ной конформацией инулиназы, а также 
влиянием различных хромофоров. Пред-
положение о наличии двух субъединиц в 
молекуле фермента подтверждается дан-
ными, полученными гель-хроматогра-
фией (рис. 5) и ИК-спектроскопией (рис. 6). 

Химизм процессов с участием фермен-
тов в большинстве случаев связан с при-
соединением или выделением молекул 

 

(2) 

Таблица 3. Влияние фотоокисления в присутствии метиленового синего (МС) и блокиро-
вания SH-групп n-хлормеркурибензоатом (n-ХМБ) на каталитическую активность инули-
назы 
Table 3. Effect of photooxidation in the presence of methylene blue (MB) and blocking of SH 
groups n-chloromercuribenzoate (n-CMB) on the catalytic activity of inulinase 

Концентрация ину-
лина, С∙10-7М 

Активность , ед/мг 
Без МС В присутствии МС В присутствии n-ХМБ 

1 48.50±1.2 0.04±0.001 0.02±0.001 
2 72.68±0.6 0.04±0.004 0.08±0.001 
3 87.50±0.9 0.04±0.005 0.1±0.003 
4 97.20±0.5 0.04±0.005 0.1±0.002 
5 102.00±0.7 0.06±0.001 0.1±0.003 
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воды и преобразованием оксосоедине-
ний. Ферменты, относящиеся к группе 
гидролаз, относятся к кислотно-основ-
ным катализаторам, которые ускоряют 
следующие процессы [25, 30]:  

а) расщепление гликозидной связи: 

 

 
б) гидролиз сложноэфирных связей 

карбоновых кислот: 

 

 
в) гидролиз пептидной связи: 

 

 
Следовательно, возможно расщепле-

ние связи , которая соеди-
няет пиранозное и фуранозное кольца ак-
тивного центра фермента (схема 1). Ха-
рактерной чертой рассматриваемого про-
цесса является участие в нём не только 
ионов Н+, но и ионов гидроксила ОН-. 
Присутствие последних в системе можно 
объяснить исключительно наличием мо-
лекул воды, диссоциирующих с образова-
нием Н+ и ОН--ионов [31]. Предложенная 
в работе схема 1 экспериментально под-
тверждается анализом ИК-спектров фер-
мента (рис. 6). 

Максимум в области 3468 см-1, соот-
ветствующий колебаниям ν Н2О…Н2О с 

 
  

Рис. 4. УФ- спектры поглощения инулиназы 
при воздействии додецилсульфата натрия: 

1, 2 – нативная инулиназа и 3.5∙10-4М 
раствор додецилсульфата натрия; 3, 4, 5, 6 – 
фермент после воздействия 3.5∙10-3, 3.5∙10-4, 
3.5∙10-5, 3.5∙10-6М раствора додецилсульфата 

натрия соответственно. 
Fig. 4. UV absorption spectra of inulinase when 
exposed to sodium dodecyl sulphate: 1, 2 – na-
tive inulinase and 3.5∙10-4M sodium dodecyl 

sulphate solution; 3, 4, 5, 6 – enzyme after ex-
posure to 3.5∙10-3, 3.5∙10-4, 3.5∙10-5, 3.5∙10-6M 

sodium dodecyl sulphate solution, respectively. 

Рис. 5. Выходные кривые десорбции 
инулиназы из Сефадекса G-200 после 

воздействия на фермент различных кон-
центраций додецилсульфата натрия: 

1 – фермент после воздействия 
3.5∙10-3М, 2 – 3.5∙10-4 М; 3 – 3.5∙10-5 М; 

4 – 3.5∙10-6 М соответственно. 
Fig. 5. Desorption curves of inulinase from 
Sephadex G-200 after exposure of the en-
zyme to various concentrations of sodium 
dodecyl sulphate: 1 – enzyme after expo-

sure to 3.5∙10-3 M, 2 – 3.5∙10-4 M; 
3 – 3.5∙10-5M; 4 – 3.5∙10-6 M accordingly. 
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2- и 3-мя водородными связями, смеща-
ется в длинноволновую область на 8 см-1  
(по сравнению с литературными дан-
ными – 3460 см-1) [30-32]. Полоса в ИК-
спектре при 3405 см-1, в отличии от лите-
ратурных данных на – 3400 см-1,  характе-
ризует валентные колебания ν Н2О…Н2О 
с 4-мя водородными связями [32-33]. По-
лоса поглощения 1657 см-1 (деформаци-
онные колебания σ Н2О), смещается к 
1654 см-1 [32-33]. Наблюдаемые смеще-
ния волновых чисел свидетельствуют об 
ослаблении водородных связей между 
молекулами воды.  

Наряду с этим, усиливаются водород-
ные связи между молекулами Н2О и  
СОО-: ν СОО-…Н2О (3272 см-1), что соот-
ветствует смещению в коротковолновую 
область на 10 см-1 по сравнению с литера-
турными источниками – 3282 см-1 [32-
34]. Аналогичный эффект проявляется и 

для связи ν  (3322 см-1), где имеет 
место коротковолновое смещение на 
4 см-1 по сравнению с литературными 
данными (3326 см-1) [30-33]. 

При воздействии 3.5∙10-6 М раствора 
додецилсульфата натрия (рис. 5) наблю-
дается выход фермента одним пиком. По-
явление двух максимумов на хромато-
грамме имеет место с 3.5∙10-5М раство-

ром додецилсульфата натрия. Следова-
тельно, для изучения четвертичной 
структуры инулиназы достаточной кон-
центрацией является 3.5∙10-5М раствор 
реагента. Установлено, что четвертичная 
структура (табл. 4) фермента представ-
лена двумя субъединицами с молекуляр-
ными массами 76900 и 10140, обладаю-
щими каталитической активностью мень-
шей, чем исходная инулиназа.  

Следует отметить, что полученные 
ИК-спектры рассматриваемых субъеди-
ниц в значительной степени отличаются 
от ИК-спектров нативного фермента 
(рис. 6). Во-первых, максимум 2586 см-1, 
характерный для водородных связей 
между атомом имидазольного цикла ги-
стидина и СООН аспарагинового (или 
глутаминокислого) радикала с участием 
молекул воды, четко проявляется в ИК-
спектре нативного фермента [30-31]. Од-
нако в ИК-спектрах субъединиц 1 и 2 этот 
пик отсутствует. Последнее может свиде-
тельствовать о том, что разрушение чет-
вертичной структуры инулиназы сопро-
вождается изменениями в ее вторичной и 
третичной структурах и, соответственно, 
приводит к нарушению активного центра 
(схема 3), в котором имидазольные и кар-
боксильные группы играют существен-
ную роль (табл. 3). Об изменениях в по-
липептидных цепях исходного фермента 

 
Рис. 6. ИК-спектры нативной инулиназы (1), субъединицы 1 (2) и субъединицы 2 (3). 

Fig. 6. IR spectra of native inulinase (1), subunit 1 (2) and subunit 2 (3). 
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можно судить также по полосам Амид-I 
(1654 см-1) и Амид-II (1558 см-1), харак-
терных для α-спирали в ферменте [30]. 
При переходе к субъединицам 1 и 2 
можно наблюдать, что интенсивность 
рассматриваемых полос (по сравнению с 
исходным ферментом) уменьшается, но 
при этом возрастает интенсивность мак-
симумов 1622 и 1526 см-1, характерных 
колебаниям Амид-I и Амид-II в полипеп-
тидных фрагментах β-формы (почти вы-
тянутые цепочки) [32]. Последнее соот-
ветствует конформационным измене-
ниям в активном центре инулиназы. 

Заключение 
Таким образом, обсуждая полученные 

результаты можно говорить о том, что в 

расщеплении гликозидных связей ину-
лина важную роль играет электрофильно-
нуклеофильная система карбоксил-ими-
дазол. При этом роль нуклеофильной 
группы выполняет азот кольца имида-
зола, а роль электрофильной группы – 
СООН-группа глутаминокислого или ас-
парагинокислого радикала.  

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. 
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