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Липаза – гидролитический фермент, получаемый из многих организмов, таких как животные, 
растения, грибы и бактерии. Она осуществляет расщепление триглицеридов до моноглицеридов и жир-
ных кислот, при этом обладает широкой субстратной специфичностью. Липазы применяются в пище-
вой промышленности и других сферах человеческой деятельности. Характерная особенность многих 
липаз – явление поверхностной активации, обуславливающее свойственную им зависимость скорости 
каталитической реакции от концентрации и агрегатного состояния субстрата. 

Доказано, что функционирование ферментов зависит от их структурных особенностей. Внут-
ренние полости, туннели и поры являются неотъемлемыми компонентами нативной конформации 
белка. Они играют важную роль в транспорте субстрата, кофакторов и ионов к активному и регулятор-
ным центрам фермента. Кроме того, их конфигурация может влиять на термостабильность энзимов, в 
связи с чем изучение вышеперечисленных структур является необходимым для понимания механизмов 
функционирования биокатализаторов. Также важным элементом структуры ферментов являются скоп-
ления заряженных и гидрофобных аминокислотных остатков на их поверхности. Данное свойство 
необходимо учитывать при планировании путей адсорбционной иммобилизации биокатализаторов на 
различных носителях для использования в промышленности и медицине. 

В работе исследованы состав, локализация и конфигурация внутренних полостей, туннелей, 
пор, а также поверхностных скоплений заряженных и гидрофобных аминокислотных остатков в моле-
кулах липаз из Rhizopus niveus (PDB ID: 1LGY), Rhizomucor miehei (PDB ID: 3TGL), Burkholderia 
cepacia (PDB ID: 1OIL), панкреатических липаз Homo sapiens (PDB ID: 1N8S) и Equus caballus (PDB 
ID: 1HPL). Для расчета параметров и визуализации данных структур использовались программы MOLE 
и Maestro. Показано наличие соответственно 2, 1, 5, 5 и 2 туннелей и отсутствие пор для данных фер-
ментов; а также наличие по 6 внутренних полостей для липаз из R. niveus и E. caballus, 5 внутренних 
полостей для молекулы из R. miehei и по 2 внутренних полости для энзимов из B. cepacia и H. sapiens. 
Приведены аминокислотный состав и профили туннелей изучаемых липаз. Выявлено, что данные 
структуры не сообщаются друг с другом общими пустотами. Установлено преобладание гидрофобных 
аминокислотных остатков в большинстве туннелей данных ферментов. Изучены структура, локализа-
ция и состав скоплений заряженных и гидрофобных аминокислотных остатков на поверхностях мак-
ромолекул. Выявлено возможное влияние расположения данных скоплений на связывание липаз с но-
сителем при их адсорбционной иммобилизации.  

Ключевые слова: липазы, пространственная структура, внутренние полости, туннели, поры, 
иммобилизация, адсорбция. 

Введение 
Липазы (КФ 3.1.1.3) – группа гидроли-

тических ферментов, получаемых из рас-

тений, животных, грибов и бактерий. Ли-
паза принадлежит к подклассу эстераз 
класса гидролаз. В живых организмах 
данный фермент осуществляет расщепле-
ние триглицеридов до моноглицеридов и 
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жирных кислот. При этом липазы обла-
дают широкой субстратной специфично-
стью и способны к гидролизу не только 
триглицеридов, но и, к примеру, алифати-
ческих, ациклических и ароматических 
эфиров [1]. 

Липаза используется в пищевой про-
мышленности при производстве сыров и 
в хлебопечении для осуществления пере-
этерификации триглицеридов и получе-
ния таким образом новых вкусовых 
свойств продуктов [2]. Другим направле-
нием применения липазы в промышлен-
ности является получение биотоплива [3-5]. 

Липазы являются перспективными 
агентами для включения в состав фарма-
цевтических препаратов. Было показано, 
что липаза C. rugosa снижает уровень хо-
лестерина в сыворотке крови. Липаза 
S. marcescens широко используется для 
асимметричного гидролиза эфира 3-фе-
нилглицидной кислоты, который явля-
ется жизненно важным промежуточным 
продуктом в синтезе гидрохлорида дил-
тиазема [6, 7]. 

Липаза проявляет низкую активность 
по отношению к мономерным субстра-
там, а в присутствии агрегатов молекул 
(мицеллы, ламеллы) активность фер-
мента существенно увеличивается. Дан-
ное свойство связано с такой особенно-
стью строения энзима, как наличие струк-
туры, называемой «крышкой». Эта струк-
тура представлена в виде амфифильной 
петли, прикрывающей активный центр 
фермента при отсутствии поверхности 
раздела фаз и препятствующей доступу к 
нему субстрата. В результате контакта 
фермента с поверхностью раздела липид-
вода происходит смещение петли, напо-
минающее «открывание крышки». Изме-
нение положения «крышки» делает до-
ступным активный центр и большую гид-
рофобную поверхность энзима, отвечаю-
щую за связывание липазы с гидрофоб-
ным субстратом. Вышеописанный меха-
низм называется поверхностной актива-
цией. Доказательством его существова-
ния может служить отсутствие эффекта 
поверхностной активации для липаз, в 

структуре которых не имеется «крышки», 
либо крышка которых содержит в себе 
недостаточное количество аминокислот-
ных остатков для того, чтобы закрывать 
активный центр [1, 8-10].  

Известно, что функционирование фер-
ментов во многом определяется их про-
странственной структурой. Строение 
биокатализаторов может оказывать зна-
чительное влияние на их каталитическую 
активность как непосредственно через 
механизм взаимодействия с субстратом, 
так и через изменение физико-химиче-
ских свойств белка. Доказано, что изме-
нения в составе и структуре внутренних 
полостей, туннелей и пор путем направ-
ленного мутагенеза приводят к измене-
нию термостабильности макромолекул. 
Кроме того, данные структуры участвуют 
в транспорте веществ к активному центру 
фермента, что также играет значитель-
ную роль в функционировании энзимов 
[11-13].  

Биотехнологическое использование 
ферментов в свободной форме наклады-
вает ряд ограничений на организацию 
процесса. Так, возникает потребность в 
очистке конечного продукта от молекул 
энзима. Кроме того, свободный биоката-
лизатор имеет низкую стабильность, в 
связи с чем он подвержен действию 
агрессивных факторов среды. Данная 
проблема может быть решена путем им-
мобилизации молекул фермента на мат-
рице нерастворимого носителя. 

Иммобилизация энзимов за счет сорб-
ции на природных и синтетических носи-
телях является наиболее предпочтитель-
ной с точки зрения сохранения их катали-
тической способности, поскольку реали-
зуется за счет слабых взаимодействий, а 
конформационная подвижность фер-
мента ограничивается в незначительной 
степени, что приводит к сохранению вы-
сокой доли его активности. Показано, что 
иммобилизация липазы из Rhizopus 
oryzae на неионогенном «Стиросорбе» 
позволяет получить гетерогенный препа-
рат с незначительной потерей активно-
сти: массовая доля продуктов гидролиза 
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составляет 7.5±0.39% для адсорбирован-
ного энзима при 9.84±0.49% для свобод-
ного фермента [14].  

Некоторые белки, в том числе липазы, 
можно использовать в качестве носите-
лей для иммобилизации других лигандов 
(т.е. в качестве сорбатов). Известно, что 
многие ферменты в клетке функциони-
руют в тесном контакте с липидами и 
белками. По этой причине полагают, что 
изучение поведения ферментов, иммоби-
лизованных на белковых матрицах, поз-
волит лучше понять закономерности их 
функционирования in vivo. С точки зре-
ния практической значимости важными 
свойствами этих носителей являются вы-
сокая адсорбционная ёмкость и способ-
ность к биодеградации, а также возмож-
ность применения большинства из них в 
виде тонкой пленки (толщиной 80 мкм). 
Иммобилизацию на белковых носителях 
можно проводить как в присутствии, так 
и отсутствии сшивающих агентов. К не-
достаткам белков как носителей, в част-
ности для медицинских препаратов, ис-
пользуемых in vivo, следует отнести вы-
сокую иммуногенность. При иммобили-
зации лигандов на носителях белковой 
природы необходимо учитывать диффу-
зионные ограничения, определяемые их 
макромолекулярной структурой [15]. 
Кроме того, сложность белка как адсор-
бата и адсорбента связана с неоднородно-
стью его свойств: присутствием на по-
верхности неодинаковых контактных 
участков, возможностью многоточечного 
связывания макромолекулы с носителем, 
для некоторых ферментов – с их олиго-
мерностью. Поэтому при контакте белка 
с различными типами лигандов необхо-
димо учитывать не только электростати-
ческие, но и возможные ион-дипольные и 
диполь-дипольные взаимодействия 
между ними [16]. 

Изучение распределения заряженных 
и гидрофобных аминокислотных остат-
ков на поверхности ферментов может 
быть полезным при разработке гетеро-
генных катализаторов для использования 

в промышленности, так как от этого зави-
сит, насколько сильно энзим может поте-
рять свою активность в ходе иммобилиза-
ции [17, 18]. 

Целью нашей работы было изучение 
состава, локализации и структуры внут-
ренних полостей, туннелей, пор в молеку-
лах липаз из различных продуцентов, а 
также скоплений заряженных и гидро-
фобных аминокислотных остатков на их 
поверхности для разработки методов им-
мобилизации данных ферментов. 

Экспериментальная часть 
В качестве объектов исследования вы-

ступали панкреатическая липаза лошади 
Equus caballus (PDB ID: 1HPL) [19], ли-
пазы из Rhizomucor miehei (PDB ID: 
3TGL) [20], Burkholderia cepacia (PDB ID: 
1OIL) [21], Rhizopus niveus (PDB ID: 
1LGY) [22], а также панкреатическая ли-
паза человека Homo sapiens (PDB ID: 
1N8S) [23]. 

Расчет определяемых параметров и ви-
зуализацию внутренних полостей, тунне-
лей и пор осуществляли в программе 
MOLE 2.5.17.4.24. Под «полостью» пони-
мали свободное замкнутое пространство 
внутри глобулы фермента, не сообщаю-
щееся с поверхностью молекулы. Под 
«порой» – свободное пространство 
внутри глобулы, сообщающееся с ее по-
верхностью только через одно отверстие, 
т.е. углубление на поверхности или в 
толще молекулы. Под «туннелем» подра-
зумевали сквозное отверстие в белковой 
глобуле, т.е. свободное пространство 
внутри молекулы, сообщающееся с ее по-
верхностью через два и более отверстий. 

Визуализацию скоплений заряженных 
и гидрофобных аминокислот произво-
дили в программе Maestro. Критерием 
группировки аминокислотных остатков в 
локальное скопление являлась степень их 
удаленности друг от друга. Остатки мы 
относили к одному скоплению, если рас-
стояния (r) между ближайшими атомами 
данных аминокислот не превышали 10 Å. 
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Обсуждение результатов 
Состав, локализация и структура внут-

ренних полостей и туннелей в молекулах 
липаз из различных продуцентов. В со-
ставе липаз из R. niveus и E. caballus об-
наружено 6 внутренних полостей. По 2 
внутренних полости наблюдалось в липа-
зах из B. cepacia и H. sapiens. В структуре 
липазы из R. miehei выявлено наличие 5 
внутренних полостей. Панкреатические 
липазы H. sapiens и E. caballus имеют 
сходную по локализации пару внутрен-
них полостей (рис. 1). Кроме того, 5 пар 
внутренних полостей, схожих по распо-
ложению, но несколько различающихся 
по структуре, имеют молекулы липаз из 
R. niveus и R. miehei (рис. 2). Липаза из B. 
cepacia отличается по своей структуре от 
других представленных в работе энзи-
мов. Вероятно, в связи с этим белок не 
имеет внутренних полостей и туннелей, 
схожих по расположению с остальными 

представленными в работе макромолеку-
лами (рис. 3). 

Анализ пространственных моделей ис-
следуемых липаз показал отсутствие пор 
в них. 

Только 1 туннель обнаружен в составе 
липазы из R. miehei. Ферменты из 
R. niveus и E. caballus имеют в своем со-
ставе по 2 туннеля. Панкреатическая ли-
паза H. sapiens и молекула из B. cepacia 
имеют в своем составе по 5 туннелей. 
Аминокислотный состав туннелей липаз 
различного происхождения представлен 
в таблице 1.  

Обнаружена сходная по расположе-
нию и аминокислотному составу пара 
туннелей в молекулах панкреатических 
липаз из H. sapiens и E. caballus (табл. 1, 
рис. 4). Также выявлены близкие по лока-
лизации и аминокислотному составу 
(табл. 1) туннели в ферментах из R. niveus 
и R. miehei (рис. 5). Молекула липазы из 

 
Рис. 1. Структура и расположение внутренних полостей (выделены серым цветом) 

в составе панкреатической липазы H. sapiens (слева) и E. caballus (справа) 
Fig. 1. The structure and location of interior cavities (highlighted in grey) in the composition 

of the pancreatic lipase H. sapiens (left) and E. caballus (right) 

 
Рис. 2. Структура и расположение внутренних полостей (выделены серым цветом) 

в составе липаз из R. niveus (слева) и R. miehei (справа) 
Fig. 2. The structure and location of interior cavities (highlighted in grey) in the compo-

sition of the lipases from R. niveus (left) and R. miehei (right) 
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B. cepacia не имеет в своем составе тун-
нелей, сходных по своему расположению 
с другими липазами, исследуемыми в 
данной работе (рис. 6).  

Профили туннелей, входящих в состав 
липаз различного происхождения, пред-

ставлены на рис. 7. Установлено, что тун-
нели, содержащиеся в макромолекулах 
липаз, не сообщаются общими пусто-
тами.  

Доля гидрофобных аминокислотных 
остатков в составе туннелей составляет: 
для панкреатической липазы из 

 
 

Рис. 3. Структура и расположение внут-
ренних полостей (выделены серым цве-

том) в составе липазы из B. cepacia 
Fig. 3. The structure and location of inte-

rior cavities (highlighted in grey) in the com-
position of the lipase from B. cepacia 

Рис. 4. Структура и расположение тун-
нелей (выделены серым цветом) в составе 
панкреатической липазы H. sapiens (слева) 

и E. caballus (справа) 
Fig. 4. The structure and location of tunnels 
(highlighted in grey) in the composition of 

pancreatic lipase H. sapiens (left) 
and E. caballus (right) 

 Таблица 1. Аминокислотный состав туннелей в молекулах липазы из различных продуцен-
тов 
Table 1. Amino acid composition of tunnels in lipase molecules from different producers 

Источник ли-
пазы 

№ 
 туннеля 

Аминокислоты 

E. caballus 1 Asp205, Ala207, Asn212, Lys232, Glu233, Lys239, Asn262 
2 Arg23, Pro24, Leu25, Ser115, Ser118, Gln119, Cys181 

R. niveus 1 Ala25, Val41, Gln42, Asn264, Cys268, Leu269 
2 Ile194, Pro195, Phe196, Gly220, Val221, Glu238 

R. miehei 1 Ala25, Asn26, Cys29, Ile41, His42, Asn264, Cys268, Thr269 

H. sapiens 

1 Ala207, Asn212, Gly233, Lys239, Asn240, Asn262 

2 Lys69, Thr70, Arg71, Ser144, Asn145, Val146, His147, 
Arg171, Asp312 

3 Tyr41, Pro46, Asn47, Ala87, Lys91 
4 Arg7, Phe38, Ala53, Ala54, Glu127, Tyr130, Phe131 
5 Ile59, Phe64, Thr66, Leu135, Phe139, Tyr141 

B. cepacia 

1 Asp55, Asp56, Leu91, Pro113, Gly116, Thr166, Leu167, 
Gln171, Ala172, Tyr175 

2 His15, Thr20, Asp21, Lys22, Glu28, Tyr29, Trp30, Val46 

3 Arg94, Tyr95, Ala98, Tyr175, Tyr179, Pro180, Ser181, 
Glu197, Val199 

4 Thr18, Gly19, Asn48, Leu49, Gly51, Gly147, Thr150, 
Ser151, Ser153, Asn155, Gln158 

5 Leu17, Ser87, Gln88, Leu167, Val266, His286 
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E. caballus – 21%, для липазы из R. niveus 
– 58%, для фермента из R. miehei – 25%, 
для панкреатической липазы H. sapiens – 
36%, для липазы из B. cepacia – 30%. 

Доля заряженных аминокислотных 
остатков в составе туннелей для липаз 
различного происхождения составляет: 
E. caballus – 36%, R. niveus – 8%, R. miehei 
– 12.5%, H. sapiens – 27%, B. cepacia – 
20%. 

Состав и локализация скоплений заря-
женных и гидрофобных аминокислотных 
остатков на поверхности липаз из различ-
ных продуцентов. Нами были исследо-
ваны поверхности представленных в ра-
боте липаз. Вычислены расстояния (r) 
между аминокислотными остатками на 

поверхности ферментов на основе коор-
динат атомов в их составе по формуле: 

𝑟𝑟 = �(𝑥𝑥2 − 𝑥𝑥1)2 + (𝑦𝑦2 − 𝑦𝑦1)2 + (𝑧𝑧2 − 𝑧𝑧1)2, 
где x1 и x2 – координаты атомов двух ами-
нокислот по оси абсцисс, y1 и y2 – коорди-
наты атомов аминокислот по оси орди-
нат, z1 и z2 – координаты по оси аппликат. 
В случае, если расстояние между ближай-
шими друг к другу атомами двух амино-
кислот не превышало 10 Å, они были от-
несены нами к одному скоплению. 

Обнаружено по 6 скоплений заряжен-
ных аминокислотных остатков на поверх-
ности панкреатических липаз из 
E. caballus и H. sapiens, 4 таких скопления 

  
Рис. 5. Структура и расположение 

туннелей (выделены серым цветом) 
в составе липаз из R. niveus (слева) 

и R. miehei (справа) 
Fig. 5. The structure and location of tunnels 

(highlighted in grey) in the composition of the 
lipases from R. niveus (left) and R. miehei 

(right) 

Рис. 6. Структура и расположение 
туннелей (выделены серым цветом) 

в составе липазы из B. cepacia 
Fig. 6. The structure and location 
of tunnels (highlighted in grey) 
in the composition of the lipase 

 from B. cepacia 

 

 
Рис. 7. Профили туннелей, входящих в состав липаз различного происхождения 

Fig. 7. Tunnel profiles present in lipases of various origins 
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на поверхности липазы из R. niveus, 3 для 
фермента из R. miehei и 2 для энзима из 
B. cepacia (рис. 8, табл. 2).  

В составе панкреатической липазы из 
E. caballus выявлено 2 скопления заря-
женных аминокислотных остатков, рас-
положенных близко к «крышке», при-
крывающей активный центр фермента. 
Данные скопления характеризуются пре-
обладанием отрицательно заряженных 
аминокислотных остатков. Поэтому при 
адсорбционной иммобилизации данного 
биокатализатора на положительно заря-
женных носителях значительное сниже-
ние активности в результате экранирова-
ния активного центра фермента, а также 
вследствие нарушения механизма по-
верхностной активации более вероятно, 
чем в случае использования отрица-
тельно заряженных полимеров в качестве 
матриц для иммобилизации. 

Для панкреатической липазы H. sapiens 
также обнаружено 2 скопления, располо-
женных в непосредственной близости к 
активному центру фермента. Данная осо-
бенность может указывать на то, что 
экранирование субстрата возможно при 
связывании как с положительно заряжен-
ными, так и с отрицательно заряженными 
носителями.  

На поверхности липазы из R. niveus не 
наблюдалось скоплений заряженных 
аминокислотных остатков, локализован-
ных в непосредственной близости к 
«крышке», прикрывающей активный 
центр. Такое распределение аминокис-
лотных остатков может говорить о веро-
ятном связывании молекулы энзима с лю-
бым заряженным носителем без значи-
тельной потери каталитической активно-
сти. 

В составе липазы из R. miehei также не 
обнаружено скоплений заряженных ами-
нокислотных остатков, связывание с ко-
торыми при адсорбционной иммобилиза-
ции на заряженных носителях могло бы 
значительно снизить активность липазы 
путем перекрывания ее активного центра. 

При адсорбционной иммобилизации 
липазы из B. cepacia на заряженных носи-
телях тоже маловероятно значительное 
снижение каталитической активности 
фермента в связи с экранированием его 
активного центра, так как скоплений за-
ряженных аминокислотных остатков, 
расположенных близко к активному цен-
тру, не обнаружено. 

Адсорбционная иммобилизация липаз 
на гидрофобных носителях представляет 
большой интерес, так как существуют 

 
Рис. 8. Скопления заряженных аминокислотных остатков на поверхности липаз 

различного происхождения (снизу изображена модель, повернутая на 90o относительно 
изображения сверху; черным выделены отрицательно заряженные аминокислотные 

остатки, серым – положительно заряженные остатки) 
Fig. 8. Accumulations of charged amino acid residues on the surface of lipases of various ori-

gins (the model shown below is rotated by 90o relative to the image above; negatively charged 
amino acid residues are highlighted in black, positively charged residues are highlighted in grey) 
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данные, согласно которым, благодаря яв-
лению поверхностной активации, ис-
пользование данного типа иммобилиза-
ции может не только не уменьшить, но и 
увеличить активность фермента, так как 
«крышка», прикрывающая активный 
центр, при связывании с гидрофобным 
носителем находится в «открытой» кон-
формации, что повышает доступность ка-
талитического центра для субстрата. Тем 
не менее, связывание носителя со скопле-
ниями, частично входящими в состав 
«крышки», может привести к потере ак-
тивности в связи с экранированием ак-

тивного центра, что необходимо учиты-
вать при разработке гетерогенных ката-
лизаторов на основе представленных в 
работе ферментов. 

На поверхностях молекул панкреати-
ческих липаз H. sapiens и E. caballus об-
наружено по 5 скоплений гидрофобных 
аминокислотных остатков. В составе ли-
паз из R. niveus, R. miehei и B. cepacia об-
наружено 5, 3 и 7 скоплений гидрофоб-
ных аминокислотных остатков соответ-
ственно (рис. 9, табл. 3). 

Скопления гидрофобных аминокис-
лотных остатков, находящиеся в непо-

Таблица 2. Состав скоплений заряженных аминокислотных остатков на поверхности липаз 
различного происхождения 
Table 2. Composition of accumulations of charged amino acid residues on the surface of lipases 
of various origins 

Equus caballus Homo sapiens Burkholderia cepacia 
Glu2, Asp14, Glu22, Lys26 Lys1, Glu2, Asp14, His26 Asp2, Lys22, Glu28, Glu35 

Glu6, Arg7, Glu32, Lys33, 
Arg37, Glu51, Asp55, 

Arg111, Arg163, Arg164 

Glu6, Arg7, Lys32, Asp33, 
Arg37, Glu51, Asp55, 
Lys107, Asp79, Lys80, 
Glu83, Arg111, Glu133, 

Arg163, Arg164, Asp249, 
Glu253, Arg256, Asp257, 

Lys268 

Lys283, Arg297, Glu302, 
Asp303 

Asp79, Lys80, Glu83, 
Asp247, Asp249, Arg256, 

Asp257 

Glu44, Lys65, Lys69, Lys91, 
Lys95  

Lys232, Glu233, Lys239, 
Asp331 

Glu233, Lys238, Lys239, 
Asp331  

Asp278, Glu302, Asp312, 
Arg313, Arg317, Lys319, 
Lys363, Arg367, Asp389, 
Asp394, Glu396, Lys397, 

Asp426 

Asp278, Arg313, Lys363, 
Lys367, Asp389, Asp394, 

Lys428 
 

Lys349, Lys350, Lys377, 
Asp379, Lys414, Lys419, 
Glu435, Glu436, Arg439, 

Glu440, Asp441 

Lys349, Lys350, Lys377, 
Asp379, Arg414, Glu436  

Rhizopus niveus Rhizomucor miehei  

Lys5, Glu190, Lys226, 
Glu238, Lys242, Asp243 

Arg30, Asp39, His42, Asp44, 
Glu47, Asp48, Lys50, Lys53, 
Asp70, Glu72, Lys73, Lys137 

 

Arg30, Lys37, Asp39, Asp62 Asp61, Lys109, Glu117, 
Glu121  

Lys51, Lys72, Lys74, 
Lys138, Arg164, Lys168 

Asp128, Lys131, Glu161, 
Arg160, Glu162  

Asp99, Lys101, Lys104, 
Lys107, Glu117   
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Рис. 9. Скопления гидрофобных аминокислотных остатков (выделены черным цветом) 

на поверхности липаз различного происхождения 
Fig. 9. Accumulations of hydrophobic amino acid residues (highlighted in black) 

on the surface of lipases of various origins 
 

Таблица 3. Состав скоплений гидрофобных аминокислотных остатков на поверхности ли-
паз различного происхождения 
Table 3. Composition of accumulations of hydrophobic amino acid residues on the surface of li-
pases of various origins 

Equus caballus Homo sapiens Burkholderia cepacia 

Val21, Pro24, Leu25, 
Gly184, Pro186, Leu188 Tyr130, Ala138, Phe139, Gly140 

Leu17, Ala24, Gly25, Val26, 
Phe122, Val126, Ala128, 
Tyr129, Pro131, Leu134, 
Val138, Ile139, Ala141, 

Phe142, Val145, Phe146, 
Leu149, Leu161 

Tyr5, Val53, Pro56, Tyr130 Gly184, Pro186, Leu188, Val220 Tyr45, Ala67, Ala74, Ala75, 
Gly77 

Pro208, Ile210, Val241, 
Leu242, Ile245 

Pro208, Val210, Val232, Ile241, 
Leu242, Ile245 

Ala98, Val99, Pro180, 
Ala182, Gly200, Gly201 

Ala286, Tyr288, Ala293, 
Leu324 

Pro284, Ala286, Pro300, Gly302, 
Gly303, Pro315, Val426 

Ala170, Ala173, Ala186, 
Pro187, Gly188 

Phe372, Tyr403, Val407, 
Ile408, Leu410, Leu412, 

Val442, Leu443 

Phe372, Tyr403, Val407, Ile408, 
Pro410, Leu412, Val442, Leu443 

Pro195, Val277, Leu278, 
Leu317, Ala318, Gly319 

  
Pro216, Ile218, Val220, 

Phe221, Gly222, Val223, 
Gly259 

  

Tyr31, Ile232, Pro233, 
Leu234, Val235, Pro237, 
Ala240, Leu241, Pro243, 
Leu246, Ala247, Leu294, 

Ala299 
Rhizopus niveus Rhizomucor miehei  

Val6, Val7, Ala8, Ile239 

Val95, Pro96, Pro100, Pro101, 
Gly104, Tyr158, Pro182, Ala183, 
Val189, Gly192, Pro210, Ala211, 
Ala212, Phe213, Val249, Pro250, 

Phe251 

 

Val94, Phe95, Phe97, 
Gly105, Pro183, Tyr187, 

Phe214 
Leu58, Ile59, Tyr60, Glu116  

Ile53, Pro125, Ala133, 
Pro135 Pro34, Gly35, Ala36, Ile52  

Pro102, Tyr159, Pro163, 
Pro167, Gly193, Pro195 
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средственной близости к «крышке», при-
крывающей активный центр, обнару-
жены по одному в составе панкреатиче-
ских липаз из E. caballus и H. sapiens, а 
также два скопления выявлено на поверх-
ности липазы из B. cepacia, что говорит о 
возможном сильном понижении активно-
сти из-за экранирования субстрата от ак-
тивного центра фермента после его им-
мобилизации на гидрофобных носителях. 
Для липаз из R. niveus и R. miehei скопле-
ний гидрофобных аминокислотных 
остатков, локализованных близко к ак-
тивному центру, нами не обнаружено. 

Особенности молекулярной организа-
ции липаз могут играть ключевую роль в 
появлении супрамолекулярных структур 
и мицеллярных микрореакторов [24], ко-
торые могут образовываться на твердых 
поверхностях, формируя гемимицеллы 
(полумицеллы) или адмицеллы (адсорбци-
онные бислои) на границе с раствором [25]. 

Заключение 
Липазы являются перспективными 

агентами для применения в промышлен-
ности и медицине. Ферменты данной 
группы способны снижать уровень холе-
стерина в крови, а также могут использо-
ваться при производстве лекарственных 
препаратов. 

Перспективным методом иммобили-
зации ферментов является сорбция на 
матрице нерастворимого носителя. Дан-
ный способ создания гетерогенного ката-
лизатора реализуется за счет слабых вза-
имодействий, что способствует сохране-
нию значительной степени конформаци-
онной подвижности молекулы биоката-
лизатора и, как следствие, низкой потере 
активности.  

Подробное изучение пространствен-
ной структуры липаз необходимо для по-
нимания особенностей их функциониро-
вания, а также является важным этапом 
разработки на их основе катализаторов 
для биотехнологического использования, 
например, путем адсорбционной иммо-
билизации. 

В данной работе установлено наличие 
6 внутренних полостей для панкреатиче-
ской липазы из E. caballus и липазы 
из R. niveus, 2 внутренних полостей для 
ферментов из H. sapiens и B. cepacia и 
5 структур названного типа для энзима, 
источником которого является R. miehei. 

Липаза из R. miehei содержит 1 тун-
нель. Ферменты из R. niveus и E. caballus 
включают по 2 туннеля. Панкреатическая 
липаза H. sapiens и молекула из B. cepacia 
содержат по 5 туннелей. 

Показано, что в составе туннелей этих 
ферментов количество гидрофобных 
аминокислотных остатков преобладает 
над числом полярных заряженных. Од-
нако исключением является панкреатиче-
ская липаза E. caballus, в составе тунне-
лей которой больше заряженных амино-
кислотных остатков, чем гидрофобных. 
Установлено, что туннели в данных липа-
зах не сообщаются друг с другом общими 
полостями. Кроме того, выявлено отсут-
ствие пор во всех молекулах липаз, иссле-
дованных в нашей работе. 

Помимо этого, изучены состав и лока-
лизация скоплений заряженных и гидро-
фобных аминокислотных остатков на по-
верхностях липаз различного происхож-
дения. Обнаружено по 6 скоплений заря-
женных аминокислотных остатков на по-
верхности панкреатических липаз из 
E. caballus и H. sapiens, 4 таких скопления 
на поверхности липазы из R. niveus, 3 для 
фермента из R. miehei и 2 для энзима из 
B. cepacia. Для иммобилизации фермента 
из E. caballus наиболее перспективными 
будут отрицательно заряженные носи-
тели, т.к. при связывании с ними наибо-
лее вероятно не будет экранирован актив-
ный центр биокатализатора. Для липаз из 
R. niveus, R. miehei и B. cepacia. не обна-
ружено скоплений заряженных амино-
кислотных остатков, при связывании с 
которыми носитель мог бы экранировать 
субстрат от активного центра фермента. 
Энзим из H. sapiens характеризуется 
наличием скоплений заряженных остат-
ков в непосредственной близости к ак-
тивному центру, что может приводить к 
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значительному снижению его активности 
при связывании с матрицами заряженных 
полимеров. 

На поверхностях панкреатических ли-
паз H. sapiens и E. caballus обнаружено по 
5 скоплений гидрофобных аминокислот-
ных остатков. В составе липаз из R. niveus, 
R. miehei и B. cepacia выявлено 5, 3 и 7 
скоплений гидрофобных аминокислот-
ных остатков соответственно. В составе 
всех ферментов наблюдаются скопления 
гидрофобных аминокислот, находящихся 

на «крышке», что может указывать на ве-
роятное перекрывание активного центра 
исследуемых липаз при их иммобилиза-
ции на гидрофобных носителях и значи-
тельное снижение каталитической актив-
ности образцов. 

Приведенные результаты необходимо 
учитывать при разработке промышлен-
ных биокатализаторов и медицинских 
препаратов путем адсорбционной иммо-
билизации исследуемых в работе липаз.  

 
Работа выполнена при поддержке Министерства науки и высшего образования РФ 

в рамках государственного задания ВУЗам в сфере научной деятельности на 2020-2022 
годы, проект № FZGU-2020-0044 
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In silico study of structural features of lipases 

from various producers as potential agents 
for immobilisation on charged and hydrophobic carriers 
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Lipase is a hydrolytic enzyme derived from many organisms such as animals, plants, fungi, and bac-
teria. It splits triglycerides to monoglycerides and fatty acids. Additionally, it has a broad substrate specificity.  

Lipases are used in the food industry and other areas of human activity. A characteristic feature of 
many lipases is the phenomenon of surface activation, which determines their characteristic dependence of the 
rate of the catalytic reaction on the concentration and the matter state of the substrate. 

It has been proven that the functioning of enzymes depends on their structural features. Interior cavi-
ties, tunnels, and pores are integral components of the native protein conformation. They play an important 
role in the transport of the substrate, cofactors, and ions to the active and allosteric sites of the enzyme. In 
addition, their configuration can affect the thermal stability of enzymes. Therefore, the study of the above-
mentioned structures is necessary to understand the mechanisms of biocatalysts’ functioning. Also, an im-
portant element of the enzyme structure is the accumulation of charged and hydrophobic amino acid residues 
on their surface. This property must be taken into account when planning routes for the adsorption immobili-
sation of biocatalysts on various carriers to be used in industry and medicine. 

The work investigated the composition, localisation, and configuration of interior cavities, tunnels, 
pores, and surface accumulations of charged and hydrophobic amino acid residues in lipase molecules from 
Rhizopus niveus (PDB ID: 1LGY), Rhizomucor miehei (PDB ID: 3TGL), Burkholderia cepacia (PDB ID: 
1OIL), pancreatic lipases Homo sapiens (PDB ID: 1N8S) and Equus caballus (PDB ID: 1HPL). The MOLE 
and Maestro software were used to calculate the parameters and to visualise the structures. It was shown that 
there are 2, 1, 5, 5, and 2 tunnels, respectively, and no pores for these enzymes; as well as there were 6 interior 
cavities for lipases from R. niveus and E. caballus, 5 interior cavities for a molecule from R. miehei and 
2 interior cavities for enzymes from B. cepacia and H. sapiens. The amino acid composition and profiles of 
the tunnels of the studied lipases were presented. It was revealed that these structures were not connected with 
each other via common voids. It was established that hydrophobic amino acid residues dominate in most of the 
tunnels of these enzymes. The structure, localisation, and composition of accumulations of charged and hydro-
phobic amino acid residues on the surfaces of macromolecules were studied. It was revealed that the location 
of these accumulations might influence the binding of lipases with the carrier during their adsorption immobi-
lisation.  

Keywords: lipases, spatial structure, interior cavities, tunnels, pores, immobilisation, adsorption. 
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