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Редкие сахара привлекают все больше внимания в качестве безопасных для здоровья низкокало-
рийных подсластителей и функциональных соединений в пищевой, фармацевтической и медицин-
ской промышленности. D-Аллюлоза, впервые обнаруженная в пшенице более 70 лет назад, облада-
ет значительным потенциалом применения, однако ее широкое использование лимитируется высо-
кой стоимостью получения. Реакции эпимеризации доступных сахаров, приводящие к получению
D-аллюлозы, катализируют ферменты группы эпимераз, а именно кетозо-3-эпимеразы. Ключевы-
ми задачами исследований ферментов семейства кетозо-3-эпимераз выступают установление точ-
ных механизмов их работы, повышение ферментативной активности и стабильности для достиже-
ния высокой эффективности ферментативного производства D-аллюлозы. В обзоре обобщены и
представлены последние инновационные разработки по использованию кетозо-3-эпимераз, а так-
же оптимизации процессов для получения D-аллюлозы; рассмотрены структурные особенности ос-
новных ферментов, используемых в производстве редкого сахара, варианты молекулярных моди-
фикаций биокатализаторов и перспективы практического использования обсуждаемых в работе
ферментных путей.
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ВВЕДЕНИЕ
К редким сахарам относятся моносахариды с

ограниченной доступностью в природе и, как
правило, c почти неизвестными или плохо изу-
ченными биологическими функциями. Однако
некоторые из них, в частности D-аллюлоза, заре-
комендовали себя как безопасные для здоровья
человека соединения и уже используются в каче-
стве альтернативы обычному сахару в виде пищевой
добавки, обладая подходящими для этих целей вку-
совыми качествами, низкой калорийностью и ря-
дом других характеристик. Возрастающий интерес
пищевых производств к редким сахарам как потен-
циальным подсластителям или новым функцио-
нальным соединениям стимулирует поиск и разра-
ботку доступных и экономически выгодных спо-
собов их получения.

Один из подходов к получению редких сахаров –
разработка индивидуальных ферментов, ком-
плексных ферментных препаратов, а также мик-

Сокращения: CEP2 – семейство углевод-эпимераз 2 (car-
bohydrate epimerases); DAE – D-аллюлозо-3-эпимераза;
DFE – D-фруктозо-3-эпимераза; DTE – D-тагатозо-3-
эпимераза.
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робных цельноклеточных систем. Для получения
D-аллюлозы используют ферменты семейства ке-
тозо-3-эпимераз, которые катализируют реакции
эпимеризации различных сахаров (в основном
D-фруктозы). Актуальность исследований этих
ферментов обусловлена потребностью в высокоак-
тивных, стабильных ферментных препаратах с уз-
кой субстратной специфичностью. Детализирован-
ная информация о субстратной специфичности и
особенностях ферментов семейства кетозо-3-эпи-
мераз позволяет совершенствовать методики про-
изводства функциональных редких сахаров для эф-
фективного и экологически чистого производства.
Структурные исследования этих ферментов необ-
ходимы для понимания взаимосвязи между их
структурной организацией и каталитическим ме-
ханизмом, дают неоценимую информацию для
разработки дальнейших стратегий модификации
ферментов с целью улучшения их каталитической
эффективности, а также позволяют понять точ-
ные механизмы синтеза редких сахаров.

В представленной обзорной статье суммиро-
ваны современные достижения в области иссле-
дований структурно-функциональных особенно-
стей кетозо-3-эпимераз для получения редкого
сахара D-аллюлозы, проведена оценка актуаль-
ности развития исследовательских и промыш-
ленных процессов производства и внедрения это-
го редкого сахара в широкое потребление.

D-АЛЛЮЛОЗА: СТРУКТУРА, 
ФУНКЦИИ И СВОЙСТВА

D-Аллюлоза (синоним – D-псикоза) пред-
ставляет собой моносахарид, кетогексозу, эпимер
D-фруктозы, химическая структура которого от-
личается от структуры D-фруктозы положением
гидроксильной группы при С3 [1]. Международ-
ное общество редких сахаров на симпозиуме в
2014 г. постановило отменить использование тер-
мина “псикоза” в отношении D-аллюлозы, по-
скольку D-аллюлоза служит изомеризованным и
окисленным продуктом D-аллозы и D-аллита.
Многие исследователи называют D-аллюлозу
идеальным заменителем сахарозы из-за ее уни-
кальных свойств: сладости, высокой растворимо-
сти, чрезвычайно низкой калорийности, а также
способности вызывать низкий гликемический
ответ [2, 3]. Добавление D-аллюлозы к продуктам
питания улучшает желирующие свойства ингре-
диентов пищевых продуктов, их цвет и текстуру, а
также усиливает антиоксидантные свойства [4]. В
2016 г. D-аллюлоза была одобрена в качестве без-
опасной пищевой добавки и пищевого ингреди-
ента [5]. Согласно рейтингу токсичности, этот са-
хар занимает категорию “относительно безвред-
ных”, что соотносится с самой низкой степенью
токсичности [6]. В результате проведенных ток-
сикологических исследований на животных не

было обнаружено каких-либо токсических эф-
фектов D-аллюлозы, которые можно было бы
противопоставить ее преимуществам [7, 8]. Кро-
ме того, в 2012 г. Harada et al. продемонстрирова-
ли усиление действия известного антибактери-
ального препарата метронидазола при совмест-
ном приеме с D-аллюлозой [9]. В обзоре Chung
et al., посвященном гипогликемическим эффек-
там D-аллюлозы, рассмотрены эксперименты,
демонстрирующие повышение уровня поглоще-
ния активных форм кислорода и внутриклеточ-
ного глутатиона in vitro [10, 11].

Наиболее хорошо изученная биологическая
функция D-аллюлозы – ее способность подав-
лять гипергликемию. Проведенные клинические
исследования показали, что употребление в день
более 5 г D-аллюлозы при одновременном прие-
ме 75 г мальтодекстрина снижает уровень глюко-
зы и инсулина в плазме крови у здоровых людей
[12]. Hayashi et al. [13] продемонстрировали, что
при длительном употреблении D-аллюлозы уро-
вень глюкозы после стандартного приема пищи у
пациентов с пограничным диабетом значительно
снижался. Влияние D-аллюлозы на снижение
уровней глюкозы и инсулина в крови, приводя-
щее к замедлению увеличения массы тела, было
подтверждено на животных моделях диабета 2-го
типа [14, 15]. Так, было установлено, что 5%-ный
раствор D-аллюлозы (в виде напитка) способен
защищать от хронической недостаточности β-кле-
ток поджелудочной железы, вызванной гипер-
гликемией страдающих ожирением животных с
диабетом 2-го типа [14]. Itoh et al. обнаружили,
что добавление 5% аллюлозы в рацион мышам с
дефицитом лептина в течение 15 недель снижало
массу тела на 20%, а печени – на 15% [16]. Chen
et al. сравнили эффект 4-недельного употребле-
ния крысами линии Wistar 5%-ного раствора
D-аллюлозы с эффектом приема 5%-ных раство-
ров глюкозы, фруктозы и целлюлозы. При упо-
треблении D-аллюлозы профиль липидов в крови
улучшился, а уровень антиоксидантов увеличил-
ся [17]. На уровне экспрессии генов D-аллюлоза
ингибировала гены липогенеза и увеличивала экс-
прессию генов, участвующих в окислении жиров
[17–19]. Тем не менее точный механизм, лежащий в
основе антигиперлипидемии, до сих пор не ясен и
требует дальнейших клинических исследований.

В 2002 г. Matsuo et al. выявили низкую кало-
рийность D-аллюлозы в сравнительном исследо-
вании, в котором самцы крыс Wistar в течение
20 дней получали с пищей по 0.5–2.0 г сахарозы,
фруктозы или D-аллюлозы. Крысы набирали вес
при приеме сахарозы и фруктозы, но не D-аллю-
лозы [20]. В последующих экспериментах Matsuo
et al. [21] исследовали метаболизм и секрецию
D-аллюлозы. Было обнаружено, что D-аллюлоза
частично абсорбируется и обнаруживается в моче
и кале крыс через 24 ч после приема, а ее деструк-
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ция происходит в толстой кишке. Диеты, содержа-
щие 0–30% D-аллюлозы, приводили к зависимому
от концентрации снижению прироста массы тела и
увеличению уровней уксусной, пропионовой и
масляной кислот [21]. Iida et al. представили доказа-
тельства очень низкой калорийности D-аллюлозы,
измеряя расход энергии при переваривании угле-
водов у людей. Было показано, что расход энер-
гии на углеводы не увеличивался при приеме
D-аллюлозы в дозе 0.35 г/кг массы тела, а сбражи-
ваемость сахара составляла лишь часть сбражива-
емости фруктозоолигосахаридов [22].

Присутствие D-аллюлозы в ежедневном раци-
оне оказывает положительное влияние на здоро-
вье как животных, так и людей [12, 14, 17, 23]. Вы-
явлены многочисленные преимущества D-аллю-
лозы по сравнению с обычными сахарами,
сахарными спиртами и искусственными под-
сластителями [2–5]. Был опубликован ряд все-
объемлющих обзоров, посвященных безопасности
D-аллюлозы [23–26]. Таким образом, учитывая раз-
нообразие полезного действия D-аллюлозы, как in
vitro, так и in vivo, и отсутствие негативных эффектов
в метаболических и токсикологических исследова-
ниях, D-аллюлоза в настоящее время по праву счи-
тается наиболее перспективным редким сахаром.
Однако из-за высоких отпускных цен на D-аллюло-
зу ее использование в качестве подсластителя
ограничено.

ФЕРМЕНТЫ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ 
D-АЛЛЮЛОЗЫ

В связи с неоспоримыми преимуществами
D-аллюлозы в качестве подсластителя, разработ-
ка эффективного промышленного способа про-
изводства этого редкого сахара – весьма важная
задача. Известно несколько химических способов
получения D-аллюлозы: первый заключается в
эпимеризации глюкозы или 1,2:4,5-ди-O-изопро-
пилиден-β-D-фруктопиранозы с использовани-
ем молибдата в качестве катализатора в высоко-
температурных условиях [27, 28]; второй метод –
это изомеризация фруктозы в ходе многостадий-
ных химических превращений [29]. Недавно
был описан способ изомеризации D-глюкозы в
D-фруктозу с использованием спермина, где в
качестве побочного продукта получали D-аллю-
лозу  [30]. Существенными недостатками упомя-
нутых способов считаются многостадийность
процессов очистки целевого продукта D-аллюло-
зы, синтез множества побочных токсичных продук-
тов, загрязняющих окружающую среду, высокая
итоговая стоимость процессов, что затрудняет их
использование в промышленных масштабах.

В качестве альтернативы химическим методам
получения D-аллюлозы в настоящее время рас-
сматривается использование ферментов, катали-
зирующих реакции эпимеризации различных са-

харов, приводящих к получению D-аллюлозы
(рис. 1). Эти ферменты составляют группу эпиме-
раз под общим названием кетозо-3-эпимеразы.

Первая такая кетозо-3-эпимераза была обна-
ружена и охарактеризована в 1993 г. у грамотри-
цательной почвенной бактерии Pseudomonas
cichorii [31]. Отметим, что названия кетозо-3-эпи-
мераз отражают тот субстрат, к которому фермент
демонстрирует оптимальную специфичность.
Поскольку оптимальным субстратом для кетозо-
3-эпимеразы из P. cichorii была D-тагатоза, она
была названа D-тагатозо-3-эпимераза (DTE,
К.Ф. 5.1.3.31) [32]. В 2006 г. появилась публика-
ция о второй кетозо-3-эпимеразе, D-аллюлозо-3-
эпимеразе, из Agrobacterium tumefaciens (DAE,
К.Ф. 5.1.3.30), для которой наиболее предпочти-
тельным субстратом была D-аллюлоза [33], а в
2009 г. была охарактеризована третья кетозо-3-
эпимераза, из Rhodobacter sphaeroides, продемон-
стрировавшая наивысшую активность по отно-
шению к D-фруктозе и, соответственно, назван-
ная D-фруктозо-3-эпимеразой (DFE, К.Ф. 5.1.3.-)
[34]. Позднее были обнаружены и охарактеризо-
ваны другие кетозо-3-эпимеразы из различных
микроорганизмов, большинство из которых были
D-аллюлозо-3-эпимеразами, за исключением
L-рибулозо-3-эпимеразы (LRE, К.Ф. 5.1.3.-) из
Mesorhizobium loti, для которой оптимальным суб-
стратом была L-рибулоза [35].

ОБЩИЕ СВОЙСТВА ФЕРМЕНТОВ 
СЕМЕЙСТВА D-КЕТОЗО-3-ЭПИМЕРАЗ
В настоящее время исследовано значительное

количество ферментов, принадлежащих к семей-
ству D-кетозо-3-эпимераз. Большинство фер-
ментов этого семейства – бактериальные белки.
Доступные данные об основных физико-химиче-
ских и биохимических свойствах ферментов
обобщены в табл. 1.

Ферменты семейства D-кетозо-3-эпимераз
представляют собой, в большинстве случаев, тет-
рамеры, реже это димеры, молекулярная масса
мономера которых составляет ~33–35 кДа. Боль-
шинству представленных в табл. 1 ферментов для
проявления каталитической активности необхо-
димы двухвалентные ионы Co2+, Mn2+ и Mg2+.
Стоит отметить, что единственный фермент, не

Рис. 1. Реакция эпимеризации, катализируемая кето-
зо-3-эпимеразой: обращение гидроксильной группы
в хиральном центре (при С3). Гидроксильные группы
в других положениях не показаны для ясности.
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ИВАНОВА и др.

требующий кофактора для проявления активно-
сти – это D-тагатозо-3-эпимераза из Pseudomonas
sp. ST-24 [32]. В основном pH-оптимум лежит в
нейтрально-слабощелочной области – pH 7.0–
9.0. Однако pH-оптимум у D-аллюлозо-3-эпиме-
разы из Dorea sp. CAG317 находится в слабокис-
лой области (pH 6.0), что способствует подавле-
нию неферментативных реакций, приводящих к
образованию побочных продуктов [36].

В основном эти ферменты действуют в доста-
точно широком диапазоне температур 40–80°C,
но высокой температурной стабильностью отли-
чается ограниченное число ферментов: D-тагато-
зо-3-эпимеразы из Clostridium cellulolyticum H10
(время полужизни 408 мин при 60°C, оптимум
55°C) [37], Pirellula sp. (360 мин при 60°C, опти-
мум 60°C) [38], Sinorhizobium sp. (934 мин при
40°C, оптимум 50°C) [39], Thermoclostridium caeni-
cola (816 мин при 50°C, оптимум 65°C) [40], а так-
же ферменты D-аллюлозо-3-эпимеразa из Bacillus
sp. (600 ч при 50°C, оптимум 55°C) [41] и D-аллю-
лозо-3-эпимеразa из метагенома горячего источ-
ника в Татапани (DaeM, 165 ч при 60°C, оптимум
80°C) [42]. Для остальных ферментов время полу-
жизни находится в диапазоне 15–267 мин; для 12
из 16 ферментов внутри диапазона этот показа-
тель не превышает 120 мин.

Поскольку реакции эпимеризации, катализи-
руемые кетозо-3-эпимеразами, обратимы, для
преимущественного получения конечного про-
дукта необходимо учитывать равновесные кон-
центрации исходного субстрата и продукта. Так,
оптимальное соотношение равновесных концен-
траций D-аллюлозы к D-фруктозе у ферментов из
A. tumefaciens составляет 33 : 67 [33], Halanaerobium
congolense – 33 : 67 [43], Clostridium bolteae – 32 : 68
[44], C. cellulolyticum – 32 : 68 [37], DaeM – 31 : 69
[42] и Flavonifractor plautii – 31 : 69 [45]. В целом
равновесные концентрации D-аллюлозы к
D-фруктозе для D-алллюлозо-3-эпимераз нахо-
дятся в диапазоне 20–33%, примерно в половине
представленных в табл. 1 случаев – менее 30%.

МОЛЕКУЛЯРНЫЙ МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ 
КЕТОЗО-3-ЭПИМЕРАЗ

Согласно классификации углевод-эпимераз,
предложенной в 2015 г. Van Overtveldt et al. [61] на
основе анализа свойств, гомологий первичных
последовательностей, идентичности третичных
структур и механизмов действия, кетозо-3-эпи-
меразы относятся к семейству CEP2 (carbohydrate
epimerases, К.Ф. 5.1.3), которые действуют по ме-
ханизму протонирования/депротонирования.
Семейство СЕР2 включает такие ферменты, как
D-тагатозо-3-эпимераза (К.Ф. 5.1.3.31), D-псико-
зо-3-эпимераза (К.Ф. 5.1.3.30), L-рибулозо-5-
фосфат-3-эпимераза (К.Ф. 5.1.3.22), L-рибулозо-
3-эпимераза, D-тагатуронат-3-эпимераза.

На сегодняшний день существуют убедитель-
ные структурные доказательства того, что кетозо-
3-эпимеразы действуют по механизму депрото-
нирования/репротонирования в положении C3,
что подразумевает наличие кетогруппы в положе-
нии C2 после раскрытия кольца кетозы и иона
двухвалентного металла в активном центре фер-
мента для стабилизации промежуточного соеди-
нения цис-ендиолата. Решены кристаллические
структуры L-рибулозо-3-эпимеразы из Mesorhizo-
bium loti (PDB: 3VYL) [62], D-тагатозо-3-эпимера-
зы из Pseudomonas cichorii (PcDTE; PDB: 2QUL)
[63], D-аллюлозо-3-эпимеразы из Agrobacterium
tumefaciens (PDB: 2HK0, 2HK1) [64], D-аллюлозо-
3-эпимеразы из Clostridium cellulolyticum (PDB:
3VNI, 3VNJ, 3VNK, 3VNL, 3VNM) [60], D-тагато-
зо-3-эпимеразы из Rhodobacter sphaeroides (RsDTE)
[65], D-аллюлозо-3-эпимеразы из Arthrobacter glo-
biformis [66] и др. В деталях возможный механизм
реакции депротонирования/репротонирования,
катализируемой углевод-эпимеразами семейства
CEP2, представлен на рис. 2 и обсуждается ниже.
Депротонирование и репротонирование проис-
ходят при участии двух консервативных катали-
тических остатков глутаминовой кислоты. Рент-
геновские структуры других углевод-эпимераз в
комплексах с моносахаридами в кольцевой фор-
ме способствовали уточнению механизмов рас-
крытия сахарных колец, катализируемых фер-
ментами [67–78].

Наиболее подробно молекулярный механизм
катализа эпимеризации D-фруктозы в D-аллюлозу
исследован для используемой в промышленности
D-тагатозо-3-эпимеразы из P. cichorii (PcDTE, PDB:
2QUL) [63, 79] (рис. 2). D-Тагатозо-3-эпимераза из
P. cichorii (PcDTE), обладающая широкой субстрат-
ной специфичностью, эффективно катализирует
эпимеризацию не только D-тагатозы до D-сорбозы,
но и D-фруктозы до D-аллюлозы. Субстрат
(D-фруктоза) располагается в каталитическом цен-
тре фермента, который содержит ион металла, ко-
ординируемый четырьмя аминокислотными
остатками (Glu152, Asp185, His211 и Glu246) [63,
79] (рис. 2а и 2б). Еще три остатка (Glu158, His188
и Arg217) образуют водородные связи с молекула-
ми воды вблизи сайта связывания металла. В про-
цессе связывания D-фруктозы субстрат заменяет
молекулу воды в активном центре фермента, при
этом остаток His188 отдает протон атому O2, а
остатки Glu152 и Glu256 удаляют протоны из O3 и
C3 соответственно с образованием промежуточ-
ного энедиола-цис-эндиолата, имеющего плос-
кую структуру O2–C2–C3–O3, стабилизирован-
ную остатками His188, Arg217 и ионом металла
(рис. 2а и 2б). Затем происходит перенос протона
от остатка Glu246 к кислородному атому O3 и от
Glu152 к C3 с образованием D-аллюлозы (рис. 2а
и 2б).
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Рис. 2. Молекулярный механизм катализа реакции эпимеризации и структурные особенности D-тагатозо-3-эпимера-
зы из P. cichorii. (а) – Схема молекулярного механизма катализа реакции эпимеризации D-фруктозы в D-аллюлозу;
(б) – структура D-тагатозо-3-эпимеразы из P. cichorii (PDB ID: 2qun), визуализированная в программе PyMol. Катали-
тические остатки и остатки, координирующие ион Mn2+ (Glu152, Glu158, Asp185, His188, His211, Arg217, Glu246), по-
казаны в скелетном отображении (серый цвет); ион металла, Mn2+, изображен в виде сиреневой сферы; субстрат
(D-фруктоза) обозначен фиолетовым цветом. Взаимодействие атомов аминокислотных остатков с ионом металла
указано желтой пунктирной линией; (в) – D-тагатозо-3-эпимераза из P. cichorii (PDB ID: 2qun), димерная структура,
образованная цепью A (красный цвет) и цепью B (черный цвет). Аминокислотные остатки, составляющие гидрофоб-
ную бороздку на доступной растворителю поверхности в интерфейсе субъединиц, выделены серым (Trp15, Ile67,
Trp113, Pro114, Pro117, Leu119, Phe157, Trp160, Ala258 и Trp262 обеих цепей).
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Более поздние структурные исследования это-
го же фермента с различными лигандами [80] вы-
явили дополнительные особенности молекуляр-
ного механизма, а именно катализ кетозо-3-эпиме-
разой раскрытия фуранозного и/или пиранозного
кольца исходного сахарного остатка для прохожде-
ния последующей реакции эпимеризации. Иссле-
дователи предположили, что субстрат в кольце-
вой форме связывается с каталитическим цен-
тром фермента, в котором аминокислотные
остатки или молекула воды действуют как кис-
лотно-основный катализатор раскрытия кольца.
Субстрат в форме фуранозного кольца приближа-
ется к гидрофобной бороздке димерного фермен-
та, образованной остатками Trp15, Ser37, Ile67,
Gly68, Trp113 и Ala258 (рис. 2а и 2в). Молекула во-
ды в ней переносит протон от О3 к О6, способ-
ствуя раскрытию фуранозного кольца и смещая
положение равновесия между линейной и коль-
цевой формами к линейной, после чего молекула
сахара в линейной форме перемещается к актив-
ному центру (рис. 2а).

Ранее было показано, что ферменты D-тагато-
зо-3-эпимераза из P. cichorii и D-аллюлозо-3-эпи-
мераза из A. tumefaciens имеют похожую организа-

цию активного центра белка (рис. 3). Ферменты
представляют собой гомотетрамеры, каждая мо-
номерная субъединица которых характеризуется
α/β-бочкообразной структурой (TIM-barrel fold).
Активный центр белка расположен в гидрофоб-
ной бороздке между двумя субъединицами тетра-
мера. Оба фермента металлозависимы и содержат
в активном центре ион металла, который коорди-
нируется четырьмя аминокислотными остатками
(Glu152, Asp185, His211 и Glu246 в случае D-тага-
тозо-3-эпимеразы из P. cichorii; Glu150, Asp183,
His209 и Glu244 в случае D-аллюлозо-3-эпимера-
зы из A. tumefaciens) [63, 79]. Еще три остатка
(Glu158/156, His188/185 и Arg217/215) образуют
водородные связи с молекулами воды вблизи сай-
та связывания металла.

Другие известные кетозо-3-эпимеразы демон-
стрируют 25–80% гомологии аминокислотных
последовательностей между собой и обладают
очень похожими трехмерными структурами.
Остатки, расположенные в каталитических цен-
трах и взаимодействующие с O1, O2 и O3 кетозы,
строго консервативны, что указывает на один и
тот же каталитический механизм. Однако хорошо
заметно, что в структурах есть неконсервативные
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аминокислотные остатки, образующие гидро-
фобную полость, которая охватывает O4, О5 и О6
кетозы, что и указывает на различную субстрат-
ную специфичность [81].

БИОИНЖЕНЕРИЯ КЕТОЗО-3-ЭПИМЕРАЗ
Как было показано ранее, большинство фер-

ментов семейства кетозо-3-эпимераз отличается
сравнительно низким диапазоном температур-
ной стабильности, что наряду с относительно не-
высокими выходами целевого продукта препят-
ствует широкому использованию нативных форм
кетозо-3-эпимераз в промышленном производ-
стве D-аллюлозы. В поисках решения этих про-
блем исследователи активно ищут модификации,
которые, будучи введены в структуры ферментов,
смогут привести к улучшению их термостабиль-
ности и каталитической активности. Условно та-
кие изменения в структурах кетозо-3-эпимераз
можно разделить на две группы по локализации
вносимых замен: аминокислотные остатки, состав-
ляющие интерфейс, и остатки, находящиеся вблизи
активного центра. К первой группе чаще всего от-
носятся мутации, стабилизирующие структуру и
повышающие термостабильность ферментов за
счет образования новых водородных связей между
отдельными субъединицами; ко второй – мутации,
влияющие на каталитическую активность и аффин-
ность к субстрату. Обобщенные данные об извест-
ных модификациях ряда кетозо-3-эпимераз при-
ведены в табл. 2.

В 2013 г. Bosshart et al. предложили внесение
замен аминокислотных остатков, расположен-
ных в интерфейсе субъединиц мультимерных
ферментов, для повышения их термостабильно-
сти [82]. В дальнейшем эта стратегия часто ис-

пользовалась для улучшения свойств ферментов
семейства D-тагатозо-3-эпимераз. Bosshart et al. в
работе 2015 г. применили к D-тагатозо-3-эпиме-
разе из P. cichorii метод итеративного насыщаю-
щего мутагенеза: 50 а.о. в радиусе 10 Å от C3-ато-
ма D-фруктозы были отобраны для дальнейшего
скрининга и мутагенеза. Полученная мутантная
форма продемонстрировала в 8.6 раз более высо-
кую каталитическую активность. Однако такое
улучшение сопровождалось ухудшением термо-
стабильности фермента: снижение температуры,
при которой происходит 50%-ное падение актив-
ности, составило 11.8°C. Соотношение kcat/Km
осталось практически неизменным по сравнению с
таковым у нативной формы фермента, т.к. вместе с
ростом значения числа оборотов в секунду росло и
значение Km [83]. Zhang et al. в работе 2018 г. скон-
струировали мутантную форму F154Y/E191D/I193F
фермента из Dorea sp. схожим методом, заменив
остатки, находящиеся в интерфейсе субъединиц.
За счет появления новых водородных связей и по-
вышения стабильности структуры гидрофобной
полости на поверхности субъединиц время полу-
жизни фермента было увеличено в 5 раз, а темпе-
ратура плавления – на 17.5°C [84].

Другой рациональный подход к внесению за-
мен – отбор вблизи каталитического центра не-
консервативных аминокислотных остатков, по-
тенциально участвующих в распознавании суб-
страта. Так, в D-аллюлозо-3-эпимеразе из
Clostridium bolteae внесение замен Y68I/G109P
позволило сократить расстояние между актив-
ным центром и D-фруктозой, а также способ-
ствовало формированию новой водородной свя-
зи, что значительно увеличило время полужизни
фермента и его каталитическую активность. От-
метим, что по отдельности замены обладали про-

Рис. 3. Общий вид на тетрамерные структуры D-тагатозо-3-эпимераз: (а) – D-тагатозо-3-эпимераза из P. cichorii (PDB
ID: 2qun); (б) – D-тагатозо-3-эпимераза из A. tumefaciens (PDB ID: 2hk1). Цепь A выделена красным цветом, цепь B –
белым, цепь C – голубым, цепь D – черным.

(a) (б)



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 49  № 4  2023

КЕТОЗО-3-ЭПИМЕРАЗЫ ДЛЯ ПРОИЗВОДСТВА D-АЛЛЮЛОЗЫ 355
Та

бл
иц

а 
2.

 М
ут

ан
тн

ы
е 

ф
ор

м
ы

 ф
ер

м
ен

то
в 

се
м

ей
ст

ва
 к

ет
оз

о-
3-

эп
им

ер
аз

П
ри

м
еч

ан
ие

: н
.д

. –
 н

ет
 д

ан
ны

х.
 

*
В

ре
м

я 
до

ст
иж

ен
ия

 п
ла

то
 д

ля
 д

ик
ог

о 
ти

па
 с

ос
та

вл
яе

т 
5 

ч,
 д

ля
 м

ут
ан

тн
ой

 ф
ор

м
ы

 Y
7H

/C
66

L
/I

10
8A

/R
15

6C
/K

26
0C

 –
 3

 ч
.

О
рг

ан
из

м
В

не
се

нн
ы

е 
за

м
ен

ы
T

оп
т,

 
C

pH
оп

т
T

пл
, °

C
T

1/
2,

 м
ин

K
m

, м
М

k c
at

*,
 

м
ин

–
1

k c
at

/K
m

С
оо

тн
ош

ен
ие

 
ра

вн
ов

ес
ны

х 
ко

нц
ен

тр
ац

ий

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ая
 

ак
ти

вн
ос

ть
, %

С
сы

лк
а

St
ap

hy
lo

co
cc

us
 

au
re

us
Д

ик
ий

 т
ип

70
8.

0
67

12
0 

(7
0°

C
)

н.
д.

н.
д.

н.
д.

28
.3

 : 
71

.7
 (6

0°
C

)
10

0
 [5

7]

V
10

5A
70

8.
0

н.
д.

н.
д.

37
.8

32
96

87
.2

38
.9

 : 
61

.1
 (6

0°
C

)
16

8

S2
09

C
70

8.
0

70
19

5 
(7

0°
C

)
н.

д.
н.

д.
н.

д.
н.

д.
н.

д.

S1
88

D
/M

19
0F

70
8.

0
71

.5
22

2 
(7

0°
C

)
н.

д.
н.

д.
н.

д.
н.

д.
н.

д.

S2
09

C
/S

18
8D

/
M

19
0F

70
8.

0
74

.2
27

4 
(7

0°
C

)
н.

д.
н.

д.
н.

д.
н.

д.
н.

д.

V
10

5A
/S

20
9C

/
S1

88
D

/M
19

0F
70

8.
0

74
.6

28
0 

(7
0°

C
)

н.
д.

н.
д.

н.
д.

н.
д.

н.
д.

Ag
ro

ba
ct

er
iu

m
 

tu
m

ef
ac

ie
ns

Д
ик

ий
 т

ип
50

8.
0

60
.5

62
 (5

0°
C

)
44

43
00

99
н.

д.
10

0
 [8

6]

I3
3L

52
.5

8.
0

64
.8

20
2 

(5
0°

C
)

42
42

00
10

1
н.

д.
н.

д.

S2
13

C
55

8.
0

63
.6

44
5 

(5
0°

C
)

40
42

00
10

5
н.

д.
н.

д.

I3
3L

/S
21

3C
57

.5
8.

0
68

.1
18

53
 (5

0°
C

)
31

41
00

13
4

н.
д.

н.
д.

R
ho

do
pi

re
llu

la
 

ba
lti

ca
Д

ик
ий

 т
ип

60
8.

0
45

.7
52

.3
 (6

0°
C

)
78

.1
89

4.
3

11
.4

5
23

.1
 : 

76
.9

10
0

 [5
4]

L
14

4F
60

8.
0

58
.3

10
2.

7 
(6

0°
C

)
72

.1
12

51
.7

17
.3

6
28

.6
 : 

71
.4

15
6

D
or

ea
 sp

. C
A

G
31

7
Д

ик
ий

 т
ип

70
6.

0
56

.6
4

36
 (6

0°
C

)
н.

д.
н.

д.
н.

д.
22

.8
 : 

77
.2

10
0

 [8
4]

F
15

4Y
/E

19
1D

/
I1

93
F

75
6.

0
74

.1
8

18
5.

4 
(6

0°
C

)
16

4.
4–

18
6.

5
н.

д.
13

4.
2–

17
2.

1
29

.6
 : 

70
.4

98
.3

H
al

an
ae

ro
bi

um
 

co
ng

ol
en

se
Д

ик
ий

 т
ип

70
8.

0
73

66
 (7

0°
C

)
н.

д.
н.

д.
н.

д.
33

 : 
67

*
10

0
 [4

3]

Y
7H

/C
66

L
/I

10
8A

70
8.

0
74

.5
22

8 
(7

0°
C

)
н.

д.
н.

д.
н.

д.
н.

д.
34

5

Y
7H

/C
66

L
/I

10
8A

/
R

15
6C

/K
26

0C
70

8.
0

79
.5

31
2 

(7
0°

C
)

н.
д.

н.
д.

н.
д.

33
 : 

67
*

н.
д.

C
lo

st
ri

di
um

 b
ol

te
ae

Д
ик

ий
 т

ип
55

7.
0

61
.1

15
6 

(5
5°

C
)

59
.8

35
43

59
.2

н.
д.

10
0

 [8
5]

Y
68

I
60

7.
0

60
.3

12
2.

8 
(5

5°
C

)
46

37
64

81
.7

н.
д.

15
3.

8

G
10

9P
60

7.
0

66
.7

32
7.

4 
(5

5°
C

)
86

.1
26

56
30

.9
н.

д.
72

.8

Y
68

I/
G

10
9P

60
7.

0
63

.5
26

4 
(5

5°
C

)
49

.1
36

20
73

.7
н.

д.
10

0



356

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 49  № 4  2023

ИВАНОВА и др.

тивоположным эффектом: активность мутантной
формы Y68I составляла 168% от нативной, но и
время ее полужизни в сравнении с диким типом
уменьшалось почти в 1.3 раза; активность G109P
составляла лишь ~73% от активности нативного
фермента, а время полужизни возрастало более
чем в 2 раза. Одновременное внесение этих замен
позволило компенсировать нежелательные эф-
фекты и получить мутантную форму, улучшен-
ную по обоим показателям [85]. При проведении
структурного анализа фермента из Staphylococcus
aureus было установлено, что остаток V105 входит
в группу остатков, составляющих гидрофобное
окружение субстрата и отвечающих за его распо-
знавание. Исследователи выбрали этот остаток в
качестве стартовой точки для рационального ре-
дизайна белка. Одна из полученных мутантных
форм, V105A, проявила каталитическую актив-
ность по отношению к D-фруктозе, превышаю-
щую активность фермента дикого типа на 68%.
Далее были внесены группы замен S209C,
S188D/M190F и S188D/M190F/S209C – все эти
остатки располагаются у поверхности активного
центра фермента. Внесение этих замен улучшило
термостабильность фермента [57].

Некоторые исследователи скомбинировали
два подхода, выбрав в качестве мишеней для му-
таций остатки, как входящие в интерфейс (либо
служащие повышению структурной стабильности
иным образом), так и приближенные к активному
центру. Zhu et al. внесли в D-аллюлозо-3-эпимеразу
из Halanaerobium congolense одновременно две группы
замен: Y7H/C66L/I108A – остатки, отвечающие за
распознавание субстрата, и R156C/K260C –
остатки, способные формировать дисульфидный
мостик. Замены первой группы позволили увели-
чить активность фермента на 245%, а замены вто-
рой группы повысили время его полужизни в 5.7 раз
по сравнению с диким типом (в ~1.7 раз в сравне-
нии с мутантной формой Y7H/C66L/I108A) [43].

Кроме того, для изменения свойств кетозо-3-
эпимераз были применены такие методы, как
случайный мутагенез и анализ B-факторов.
В 2020 г. Mao et al. выделили группу подвижных
остатков с высоким значением B-фактора. Не-
смотря на то что многие полученные мутантные
формы продемонстрировали более высокое вре-
мя полужизни по сравнению с диким типом, при-
рост в каталитической активности большинства
из них был достаточно скромен; форма L144F, од-
нако, продемонстрировала улучшение и термо-
стабильности, и активности фермента за счет уве-
личения интенсивности гидрофобных взаимо-
действий [54]. Choi et al. в результате случайного
мутагенеза A. tumefaciens выявили мутантные
формы S213C и I33L с повышенной термоста-
бильностью. Этот эффект они объяснили увели-
чением количества водородных связей и появле-

нием стэкинг-взаимодействий в молекулярном
окружении внесенных замен [86].

Известно, что в слабощелочной среде помехой
производству D-аллюлозы могут служить побоч-
ные неферментативные реакции, продукты кото-
рых необходимо удалять по окончании процесса
[36]. Однако в литературе мы не нашли задоку-
ментированных попыток изменить оптимальный
pH для проведения реакций катализа фермента-
ми данного семейства.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на то что промышленные производ-
ства D-аллюлозы уже существуют в разных стра-
нах, описано и используется немало ферментов
для синтеза этого редкого сахара, вопросы по по-
вышению эффективности этих производств, уве-
личению выходов, стабильности и каталитической
активности кетозо-3-эпимераз по-прежнему оста-
ются открытыми и требующими неординарных ре-
шений. С одной стороны, существующая детализи-
рованная информация о структуре и молекулярном
механизме действия кетозо-3-эпимераз активно
используется при попытках повысить термоста-
бильность и каталитическую активность этих
ферментов. С другой стороны, все еще не преодо-
лена проблема высокой себестоимости фермен-
тативного производства целевой D-аллюлозы,
которую пытаются решать путем иммобилизации
ферментов, использования микробных цельно-
клеточных систем синтеза, а также дешевых ис-
точников доступных сахаров, подвергающихся
эпимеризации. Расширение потенциала кетозо-
3-эпимераз для производства D-аллюлозы на
коммерческом уровне требует дополнительных
усилий, касающихся как разработки методов ко-
нечной очистки целевого моносахарида, так и
способов улучшения ферментов на молекуляр-
ном уровне. Для успешной модификации кетозо-
3-эпимераз необходимо применение передовых
научных методов на стыке биофизики, биохи-
мии, молекулярной биологии, химии и генетики.
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Rare sugars attract more and more attention as safe, low-calorie sweeteners and functional compounds in the
food, pharmaceutical and medical industries. The potential of the rare sugar D-allulose has been proven in a
large number of theoretical and applied works but the high cost of its production is a limitation factor for its
large-scall production. Epimerization reactions of available sugars leading to the production of D-allulose are
catalyzed by enzymes consisting the epimerase group, namely, ketose-3-epimerases. The key goals of ongoing
studies on the ketose-3-epimerase family enzymes are focused on the exact mechanisms of their work, im-
provement of the enzymatic activity and stability in order to achieve high efficiency in the production of D-al-
lulose. The present review summarizes the latest innovative developments in use of ketose-3-epimerases, as
well as optimization of the enzymatic processes of D-allulose production. The structural features of the main
enzymes used in the production of this rare sugar, variants of molecular modifications of biocatalysts and
prospects for the practical use of the enzyme pathways discussed in this work are considered.
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