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Аннотация. Инулиназа (КФ 3.2.1.7) расщепляет инулин и другие фруктозосодержащие полиме-
ры до фруктозы. Она широко распространена среди высших растений и микроорганизмов и может 
использоваться для получения фруктозы из растительного сырья, в особенности из топинамбура, 
цикория, якона.

Известно, что все биохимические процессы в клетке, в частности, белок-белковые взаимодей-
ствия, конформационные переходы биомакромолекул, фолдинг и агрегация белка, а также возник-
новение мультиферментных комплексов и надмолекулярных структур, протекают в высоко концен-
трированной среде – в условиях молекулярного краудинга.

В связи с этим целью нашей работы было создать мультиферментные комплексы инулиназы как 
модель ее функционирования в условиях краудинга путем поперечной сшивки молекул энзима.

Для расчетов in silico методом молекулярного докинга мы использовали две структуры инулина-
зы – из Aspergillus ficuum и из Kluyveromyces marxianus. Объектом исследования in vitro методом ИК-
спектроскопии была инулиназа, выделенная из культуры дрожжей Kluyveromyces marxianus Y-303.

В первой серии экспериментов мы тестировали глутаровый альдегид в качестве сшивающего 
агента для сополимеризации молекул инулиназы. Вероятно, отсутствие большого количества во-
дородных связей, или ван-дер-ваальсовых взаимодействий, которые характерны для макромоле-
кулярных лигандов, и явилось причиной наблюдаемых невысоких величин энергий связывания. 
Представлена суперпозиция сайтов связывания молекулы инулиназы из Kluyveromyces marxianus и 
глутарового альдегида. Выявлена тенденция к отсутствию единого предпочтительного местополо-
жения низкомолекулярного лиганда на поверхности белковой глобулы.

При сополимеризации молекул инулиназы глутаровым альдегидом в различных концентрациях 
нам не удалось сохранить более 20 % каталитической активности нативного ферментного препа-
рата, поэтому мы предположили, что для инулиназы функционирование в условиях краудинга не 
является оптимальным, поэтому его стоит избегать в промышленных процессах.

Для объяснения факта резкого снижения активности инулиназы при ее сополимеризации с 
применением глутарового альдегида в качестве сшивающего агента мы использовали данные ИК-
спектроскопии. Исходя из полученных данных, можно предположить, что существенное снижение 
каталитической активности инулиназы после сополимеризации ее молекул глутаровым альдегидом 
обусловлено значительными структурными перестройками и формированием более плотно упако-
ванного гидрофобного ядра по сравнению с нативной формой фермента. 
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Инулиназа (инулаза, 2,1-β-D-фруктан-
фруктаногидролаза, КФ 3.2.1.7) играет важную 
роль в превращении резервных полифруктанов 

типа инулина или левана в моносахарид фрукто-
зу [1-4], которая является источником углерода и 
энергии для растений и микроорганизмов [5, 6]. 
Известно более 36 тыс. видов растений, содержа-
щих инулин, поэтому инулиназа может использо-
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ваться для получения фруктозы из растительного 
сырья, в особенности из экстрактов топинамбура, 
цикория, якона [7-9]. В случае применения инули-
назы для расщепления инулинсодержащего сырья 
можно получить 95 %-ный фруктозный сироп, 
другое применение инулиназы – прямая фермен-
тация инулина в этанол. В литературе обсуждают-
ся проблемы получения этанола путем сбражи-
вания сока топинамбура с помощью Zymomonas 
mobilis [10, 11] или сока георгина с помощью 
Clostridium pasterianum [12].

Инулиназа – перспективный биокатализатор 
в производстве диетических продуктов питания, 
поэтому особого внимания заслуживает подбор 
эффективных продуцентов этого фермента. Она 
достаточно широко распространена в микромице-
тах, бактериях, дрожжах (Aspergillus, Penicillum, 
Rhizopus Fusarium, Kluyveromyces, Cryptococcus, 
Bacillus, Clostridium и др.) и высших растениях 
(топинамбур, подсолнечник, одуванчик, цикорий, 
георгин и др.) [13-16].

Известно, что все биохимические процес-
сы в клетке протекают в высоко концентриро-
ванной среде. К таким процессам относятся 
белок-белковые взаимодействия, конформаци-
онные переходы биомакромолекул, фолдинг и 
агрегация белка, а также возникновение муль-
тиферментных комплексов и надмолекулярных 
структур [17]. В совокупности концентрация 
макромолекул в цитоплазме достигает величи-
ны 50–400 мг/мл, при этом молекулы занимают 
значительную часть объема среды – до 40 % 
[18]. Подобные условия в клетке обозначают-
ся как «молекулярный краудинг» (crowding – 
столпотвотрение). Согласно современной точке 
зрения, цитоплазма скорее заполнена крупны-
ми ансамблями макромолекул, образующими 
функциональные комплексы, чем свободно 
диффундирующими и сталкивающимися ма-
кромолекулами [19].

Для понимания сущности биохимических 
процессов, происходящих в живой клетке, необ-
ходимо имитировать условия краудинга в экспе-
риментах in silico и in vitro. В связи с этим целью 
нашей работы было создать мультиферментные 
комплексы инулиназы как модель ее функциони-
рования в условиях краудинга путем поперечной 
сшивки молекул энзима.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Объект исследования. Для расчетов in sil-

ico мы использовали два типа структур ину-

линазы – из Aspergillus ficuum (PDB ID: 3SC7, 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/pdb/3SC7) 
и из Kluyveromyces marxianus (5KLU), которая 
была получена путем реконструкции метода-
ми выcокопpоизводительного компьютеpного 
моделиpования на основе молекулы инвеpтазы 
из дpожжей Saccharomyces cerevisiae (PDB ID: 
4EQV) [20].

Объектом исследования in vitro была ину-
линаза, выделенная из культуры дрожжей 
Kluyveromyces marxianus Y-303 и очищенная до 
гомогенного состояния, которое было доказано 
методом электрофореза [21, 22].

Подготовка и анализ образцов методом ин-
фракрасной спектроскопии. Регистрацию ИК-
спектров неориентированных порошкообразных 
образцов осуществляли в ЦКПНО ВГУ с помо-
щью спектрометра Bruker Vertex-70 (Германия).

Молекулярный докинг. Подготовка структу-
ры фермента для докинга выполнялась по стан-
дартной для Autodock Vina (https://sourceforge.net/
projects/autodock-vina-1-1-2-64-bit/) схеме, описан-
ной авторами пакета на сайте: из входного файла 
PDB были удалены координаты атомов (и сами ато-
мы) молекул растворителя, буфера и лигандов.

Модель структуры глутарового альдегида 
была нарисована в молекулярном конструкторе 
HyperChem (https://hyperchem.software.informer.
com/), последовательно оптимизирована сначала 
в силовом поле AMBER, а потом квантово-хи-
мически в PM3 (Parametric Method 3). Лиганд в 
расчетах докинга имел максимальную конформа-
ционную свободу: допускалось вращение функ-
циональных групп вокруг всех одинарных связей.

Перед проведением численных расчетов была 
выполнена расстановка зарядов на поверхности 
белка и лиганда c помощью MGLTools (https://
ccsb.scripps.edu/mgltools/1-5-6/), а также выбрана 
ячейка для расчета докинга, размеры которой со-
ставили 68×58×60Å. Центр молекулы белка на-
ходился в точке с координатами (x = 37.044; y = 
–36.997; z = –5.365). Центр молекулы и параметры 
бокса («ячейки») мы задавали вручную, добива-
ясь того, чтобы молекула инулиназы полностью 
была внутри расчетной области пространства. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для достижения поставленной цели мы из-

учили условия поперечной сшивки молекул ину-
линазы. Получаемые нами мультиферментные 
комплексы можно представить схематично следу-
ющим образом (рис. 1).

Мультиферментные комплексы инулиназы
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Рис. 1. Поперечная сшивка молекул инули-
назы: 1 – молекулы фермента,  2 – сшивающий 
агент, 3 – ковалентная связь

В первой серии экспериментов мы тестирова-
ли глутаровый альдегид в качестве сшивающего 
агента для сополимеризации молекул инулиназы 
(рис. 2). С помощью каскадного молекулярного 
докинга нами были получены значения аффинно-
стей для пяти последовательных точек связыва-
ния инулиназы и глутарового альдегида (табл. 1). 

Вероятно, отсутствие большого количества 
водородных связей и ван-дер-ваальсовых взаимо-
действий (рис. 3), которые столь характерны для 
макромолекулярных лигандов [23, 24], в случае 
глутарового альдегида и явилось причиной наблю-
даемых невысоких величин энергий связывания. 
Суперпозиция сайтов взаимодействия молекулы 
инулиназы из Kluyveromyces marxianus и глутаро-
вого альдегида представлена на рис. 4. Стоит от-
метить тенденцию к отсутствию единого предпо-
чтительного местоположения низкомолекулярного 
лиганда на поверхности белковой глобулы.

При получении мультиферментных комплек-
сов путем сополимеризации молекул инулиназы 
глутаровым альдегидом в различных концентра-
циях нам не удалось сохранить более 20 % ката-
литической активности нативного ферментного 
препарата, поэтому мы предположили, что для 
инулиназы функционирование в условиях крау-
динга не является оптимальным, поэтому его сто-
ит избегать в промышленных процессах.

Таблица 1
Результаты расчетов каскадного молекулярного докинга для инулиназы и глутарового альдегида

Номер лиганда Аффинность, ккал/моль
Инулиназа из Aspergillus ficuum Инулиназа из  Kluyveromyces marxianus

1 -3,5 -4,4
2 -3,4 -4,1
3 -3,2 -3,1
4 -3,1 -3,4
5 -3,4 -3,2

Рис. 2. Локализация наиболее предпочти-
тельного места связывания глутарового альде-
гида на молекуле инулиназы (показана стрел-
кой) из Aspergillus ficuum (3SC7) и Kluyveromyces 
marxianus (5KLU)

Для объяснения резкого снижения актив-
ности инулиназы при ее сополимеризации с ис-
пользованием глутарового альдегида в качестве 
сшивающего агента мы использовали метод ИК-
спектроскопии (рис. 5, табл. 2).

Рис. 3. Связи и взаимодействия между глу-
таровым альдегидом и молекулой инулиназы из 
Aspergillus ficuum (А) и Kluyveromyces marxianus (Б)

Холявка М. Г., Кондратьев М. С., Артюхов В. Г.
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Рис. 4. Суперпозиция сайтов связывания мо-
лекулы инулиназы из Kluyveromyces marxianus с 
глутаровым альдегидом

Рис. 5. ИК-спектр поглощения инулиназы из 
Kluyveromyces marxianus до (1) и после (2) сопо-
лимеризации ее молекул с помощью глутарового 
альдегида: α – коэффициент поглощения изучае-
мого препарата

Таблица 2
Изменения в ИК-спектрах инулиназы из Kluyveromyces marxianus после сополимеризации 

с глутаровым альдегидом
Полоса 

поглощения Изменения Вероятная причина изменений после сополимеризации

3250 см-1 Смещение до 3400 см-1 и 
снижение интенсивности

Может свидетельствовать о перестройках в белковой глобуле, компактизации 
молекулы фермента, а также выходе на ее поверхность дополнительного числа 
боковых аминогрупп остатков аргинина, лизина и гистидина

2754 см-1 Расщепление на две по-
лосы: 2945 и 2866 см-1

Вероятно, указывает на наличие глутарового альдегида в полученном препарате, 
т.к. полосы в области 2880 см-1 являются характерными для альдегидных групп

1713 см-1
Смещение до 1717 см-1 и 
существенное увеличение 
интенсивности

Указывает на наличие глутарового альдегида в полученном препарате, т.к. по-
лосы в области 1720 см-1 являются характерными для алифатических альдеги-
дов

1678 см-1 Смещение до 1680 см-1 и 
снижение интенсивности Может быть связано с более плотной упаковкой гидрофобного ядра по сравне-

нию с нативной формой инулиназы, что, вероятно, является одной из основы-
ных причин снижения ее ферментативной активности после иммобилизации1601 см-1

Расщепление на две поло-
сы: 1636 и 1572 см-1, сни-
жение их интенсивности 

1400 см-1 Расщепление на три поло-
сы: 1393, 1377, 1350 см-1

Изменения могут свидетельствовать о взаимодействии молекулы инулиназы с 
глутаровым альдегидом через аминогруппы, т.к. полоса обусловлена плоскими 
и неплоскими деформационными колебаниями NH-групп

1244 см-1 Смещение до 1255 см-1 и 
снижение интенсивности

Вероятно, свидетельствуют о значительных структурных перестройках в моле-
куле фермента

1105 см-1 Смещение до 1099 см-1 и 
снижение интенсивности

1034 см-1
Расщепление на две поло-
сы: 1065 и 1015 см-1, сни-
жение их интенсивности

694 и 652 см-1 Смещение до 642 и 607 см-1 Может свидетельствовать о структурных перестройках белковой глобулы, т.к. 
полосы обусловлены колебаниями сульфогруппы

Исходя из полученных результатов, можно пред-
положить, что существенное снижение каталитиче-
ской активности инулиназы после сополимеризации 
ее молекул глутаровым альдегидом обусловлено зна-
чительными структурными перестройками и форми-
рованием более плотно упакованного гидрофобного 
ядра по сравнению с нативной формой фермента. 

Работа выполнена при поддержке Министерства науки и выс-
шего образования РФ в рамках государственного задания ВУЗам в 

сфере научной деятельности на 2020-2022 годы, проект № FZGU-
2020-0044.

Данные ИК-спектроскопии получены с использованием обору-
дования Центра коллективного пользования научным оборудовани-
ем Воронежского государственного университета.
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MULTI-ENZYME COMPLEXES OF INULINASE AS A MODEL 
OF ITS FUNCTIONING UNDER CROWDING CONDITIONS

M. G. Holyavka1,2*, M. S. Kondratiev1,3, V. G. Artyukhov1

1 Voronezh State University
2 Sevastopol State University

3 Institute of Cell Biophysics of the Russian Academy of Sciences – a separate 
subdivision of the Federal State Budgetary Institution of Science "Federal 

Research Center" Pushchino Scientific Center for Biological Research 
of the Russian Academy of Sciences "

Abstract. Inulinase (EC 3.2.1.7) breaks down inulin and other fructose-containing polymers into 
fructose. It is widely distributed among higher plants and microorganisms and can be used to obtain fructose 
from plant materials, especially from Jerusalem artichoke, chicory, and yacon.

It is known that all biochemical processes in the cell, in particular, protein-protein interactions, 
conformational transitions of biomacromolecules, protein folding and aggregation, as well as the formation 
of multienzyme complexes and supramolecular structures, proceed in a highly concentrated environment – 
under conditions of molecular crowding.

In this regard, the aim of our work was to create multienzyme complexes of inulinase as a model of its 
functioning under crowding conditions by cross-linking enzyme molecules.

For in silico calculations by the molecular docking method, we used two inulinase structures, 
from Aspergillus ficuum and from Kluyveromyces marxianus. Inulinase isolated from the yeast culture 
Kluyveromyces marxianus Y-303 was the object of the in vitro study by IR spectroscopy.

In the first series of experiments, we tested glutaraldehyde as a crosslinking agent for the copolymerization 
of inulinase molecules. Probably, the absence of a large number of hydrogen bonds, or van der Waals 
interactions, which are characteristic of macromolecular ligands, was the reason for the observed low binding 
energies. The superposition of binding sites of the inulinase molecule from Kluyveromyces marxianus and 
glutaraldehyde is presented. A tendency to the absence of a single preferred location of the low molecular 
weight ligand on the surface of the protein globule was revealed.

During the copolymerization of inulinase molecules with different concentrations of glutaraldehyde, we 
failed to retain more than 20 % of the catalytic activity of the native enzyme, so we assumed that the functioning 
of inulinase under crowding conditions is not optimal, so it should be avoided in industrial processes.

To explain the sharp decrease in the activity of inulinase during its copolymerization using glutaraldehyde 
as a crosslinking agent, we used IR spectroscopy data. Based on the data obtained, it can be assumed that 
a significant decrease in the catalytic activity of inulinase after the copolymerization of its molecules with 
glutaraldehyde is due to significant structural rearrangements and the formation of a more densely packed 
hydrophobic core compared to the native form of the enzyme.

Keywords: inulinase, glutaraldehyde, IR spectroscopy, molecular docking
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