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Annotation. This study is devoted to the investigation of chitinolytic enzymes from the hepatopan-
creas of two commercially exploited crabs in the North-West region: the Red King crab (Paralitho- 
des camtschaticus) and the snow crab (Chionoecetes opilio). The results of the study demonstrate  
the presence of endo- and exochitinase activity in enzyme preparations, allowing for various types  
of chitin biotransformation. Using these enzymes, it is possible to depolymerize chitin into low-mo-
lecular-weight chitin and chitin oligomers, as well as to obtain the monomer N-acetylglucosamine. 
The authors have shown that crab hepatopancreas can be used as a raw material for obtaining 
chitinolytic enzymes, which allow for the enzymatic transformation of natural chitin into low-mo-
lecular-weight oligosaccharides and N-acetylglucosamine.
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Аннотация. Настоящее исследование посвящено изучению хитинолитических ферментов  
из гепатопанкреаса двух промысловых крабов в Северо-Западном регионе – камчатского краба 
(Paralithodes camtschaticus) и краба-стригуна опилио (Chionoecetes opilio). Результаты исследова-
ний демонстрируют присутствие эндо- и экзохитназной активности в ферментных препаратах, 
позволяющих осуществлять различные виды биотрансформации хитина. Используя данные 
ферменты, можно проводить как деполимеризацию хитина до низкомолекулярного хитина  
и олигомеров хитина, так и получать мономер – N-ацетилглюкозамин. Авторами показано, что 
гепатопанкреас крабов может являться сырьем для получения хитинолитических ферментов, 
позволяющих проводить ферментативную трансформацию природного хитина в низкомолеку-
лярные олигосахариды и N-ацетилглюкозамин.
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ВВЕДЕНИЕ 
Морские ракообразные представляют 

важный объект промысла во всем мире ради 
ценного пищевого продукта. В нашей стра-
не такими промысловыми видами являются 
камчатский краб, краб-стригун опилио, раз-
личные виды креветок, например, северная 
креветка. 

Продукция рыболовства и аквакультуры 
не полностью используется для потребле-
ния человеком. Фактически переработка 
рыбы, моллюсков и других морских живот-
ных приводит к образованию значительного 
количества отходов, которые, в зависимости 
от вида, могут достигать 50-70% от общего 
объема производства [1]. Отходы промпере-
работки крабов включают, в первую очередь, 
панцирь (карапакс и панцирь конечностей). 
Большую часть отходов составляют внутрен-
ности (гепатопанкреас, жабры, кишечник  
и т.д.). Переработка отходов рыболовства  
и аквакультуры не только снижает их серьез-
ное воздействие на окружающую среду, но 
и повышает их экономическую ценность [2; 
3]. В рамках концепции «голубой биоэконо-
мики», в которой устойчивое использование 
океана и его ресурсов является приорите-
том, крайне важно минимизировать и/или 
исключить образование отходов [4]. Благо-
даря обилию ценных биомолекул (фермен-
тов, белков/пептидов, полиненасыщенных 
жирных кислот, каротиноидов, минералов  
и гидроксиапатита, а также – полисахари-
дов, включая хитин и гликозаминогликаны), 
отходы переработки морских гидробионтов 
представляют ценное сырье [1; 5; 6].

Обычно при переработке в морских усло-
виях отходы сбрасывают в море. Несмотря на 
биологический характер отходов, обеспечи-
вающий их полную утилизацию в природной 
среде, постоянно возникают вопросы со сторо-
ны экологов в отношении допустимости таких 
действий. При береговой переработке отходы 
крабов и креветок требуют необходимой ути-
лизации. 

В настоящее время основным рациональ-
ным направлением утилизации панцирей 
ракообразных считается получение хитина, 
хитозана и их производных. Переработка хи-
тинсодержащих отходов осуществляется пре-
имущественно химическими способами. Хи-
тин извлекают щелочной депротеинизацией  
и кислотной деминерализацией. Хитин пере-
рабатывают с получением хитозана щелоч-
ным деацетилированием хитина и D(+)-глю-
козамина гидролизом в концентрированных 
кислотах. Но содержащие панцирь отходы ра-
кообразных – не единственное потенциально 

полезное сырье. Внутренности также могут 
использоваться для получения ферментных 
препаратов и хитина.

Главный источник ферментных препаратов –  
гепатопанкреас, содержащий различные 
биологически активные белки, в том числе 
ферменты с разной субстратной специфич-
ностью [7]. Дополнительный источник хитина –  
жабры крабов [8].

В последние годы все больше внимания 
уделяется возможности замены химических 
способов ферментативными или биотехноло-
гическими. Уникальность комплексной пере-
работки отходов ракообразных заключается 
в том, что можно выделять хитин и перера-
батывать его в хитозан, олигосахариды и мо-
номеры, используя ферментные препараты, 
также полученные из отходов переработки 
крабов. 

Протеолитические ферменты гепатопан-
креса камчатского краба подходят для прак-
тически полной депротеинизации отходов, 
содержащих панцирь, при получении хити-
на [9].

Одна из актуальных проблем переработки 
хитина в водорастворимые производные и мо-
номеры, имеющие широкие возможности при-
менения, может быть решена использованием 
различных хитинолитических ферментов, по-
зволяющих деполимеризовать хитин до низко-
молекулярного хитина, олигомеров и мономе-
ра хитина – N-ацетилглюкозамина. 

В настоящее время, в соответствии с тради-
ционной номенклатурой, ферментами, при-
нимающими участие в деградации хитина  
и хитозана, считают следующие: эндо-хитиназа  
(КФ 3.2.1.14), N-ацетил-β-D-гексозаминида-
за (КФ 3.2.1.52), хитозаназа (КФ 3.2.1.132)  
и экзо-хитиназа (КФ 3.2.1.165) [10]. 

Хитиназы – важнейшие ферменты для ра-
кообразных. Многочисленные исследования 
показали, что хитиназа играет важную роль  
в физиологических процессах у ракообраз-
ных, таких как линька, переваривание хитина 
в пище и иммунная защита [11; 12]. Хитино-
литические ферменты играют важную роль  
в защите ракообразных от патогенных грибов 
[13]. Некоторые данные говорят о том, что 
хитиназы могут участвовать в осморегуляции 
при изменении солености воды, или реагиро-
вать на это изменение [14].

В настоящее время опубликованы резуль-
таты изучения хитинолитических ферментов 
разных креветок и крабов. У ракообразных 
описано не менее четырех основных групп 
хитиназ [11; 15]. Хитиназы группы 1 способ-
ствуют перевариванию хитинсодержащих 
продуктов. Хитиназы группы 2 участвуют в де-
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градации экзоскелета. Хитиназы группы 3 вы-
полняют двойную роль: переваривание хити-
новой пищи и защита от патогенов. Хитиназы 
группы 4 наименее изучены, но они, по-види-
мому, могут играть роль в иммунной защите от 
патогенной инфекции.

Опубликованные данные показывают, 
что крабы содержат также деацетилазы хи-
тина, что открывает возможность получе-
ния из хитина крабов хитозана, хитоолиго-
сахаридов (или олигосахаридов хитозана)  
и D (+)-глюкозамина. Деацетилазы рако-
образных изучены меньше хитиназ, и в лите-
ратуре встречаются редко. Есть несколько ра-
бот по деацетилазам двух крабов red snow crab 
Chionoecetes japonicas [16] и Chinese mitten crab 
Eriocheir sinensis [17].

Основное внимание в последние годы уделяет-
ся изучению структуры хитиназ, хитозаназ, деаце-
тилаз, их специфической активности, а главное –  
выделению генов для последующего получение 
рекомбинантных ферментов с помощью различ-
ных бактерий или грибов. О промышленном при-
менении упоминается как о потенциально воз-
можном. При этом акцент делается на хитиназах, 
хитозаназах и деацетилазах бактериального или 
грибного происхождения. 

Производство хитинолитических фермен-
тов из отходов ракообразных или рыб пока 
отсутствует, хотя идея потенциального выде-
ления готовых хитинолитических ферментов 
из внутренних органов этих гидробионтов 
и их практическое применение для получе-
ния хитоолигосахаридов присутствует в пу-
бликациях некоторых ученых [18-20]. Кроме 
того, сведения о свойствах хитиназ морских 
гидробионтов очень противоречивы. Обще-
известно, что активность хитиназ варьирует  
в зависимости от физиологического состо-
яния организма. Из-за недостаточности на-
учно-технической базы, отечественное про-
изводство ферментов отстает от мирового 
уровня. Данные, приводимые в статье, расши-
ряют знания о хитинолитических ферментах 
промысловых крабов Северо-Западного ре-
гиона России. Вышеперечисленные сведения 
свидетельствуют в пользу научной новизны 
настоящих исследований. 

Цель настоящей работы состояла в выделе-
нии и изучении хитинолитических ферментов 
из гепатопанкреаса двух промысловых в Се-
веро-Западном регионе крабов – камчатского 
краба (Paralithodes camtschaticus) и краба-стри-
гуна опилио (Chionoecetes opilio). 

Ранние исследования показали суще-
ствование хитинолитической активности 
в гепатопанкреасе камчатского краба [21].  
В настоящее время мы установили, что в ге-

патопанкреасе обоих крабов содержатся эндо-  
и экзохитинолитические ферменты. В перспек-
тиве мы рассматриваем возможность разра-
ботки самодостаточной технологии утилиза-
ции отходов промпереработки ракообразных 
с использованием ферментов этих ракообраз-
ных как для выделения хитина, так и для его 
биотрансформации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования исполь-

зовали ферментные препараты (ФП), по-
лученные из гепатопанкреаса двух крабов, 
обитающих в Баренцевом и Карском морях: 
камчатского краба (Paralithodes camtschaticus) 
и краба-стригуна опилио (Chionoecetes opilio). 

Фракционирование ФП ацетоном прово-
дили дробным добавлением охлажденного до 
2-5 °C ацетона к 10%-му раствору ферментно-
го препарата с температурой не выше 5 °C при 
объемных соотношениях раствора ФП и ацето-
на: 1:0,5, 1:1,0, 1:1,2, 1:1,4, 1:1,6, 1:1,8, 1:2,0, 
1:2,2 и 1:2,4.

Колоночную гельхроматографию ФП и их 
фракций осуществляли с использованием обо-
рудования «Pharmacia Biotech» (Швеция) на ко-
лонке, заполненной гелем Sephadex G-100 SF 
(«Pharmacia Biotech», Швеция). Элюент – физ-
раствор 0,15 моль/дм3 NaCl «х.ч.». В качестве 
стандартов белков использовали Gel Filtration 
Standard («Bio-Rad Laboratories, Inc.», США).

Планарный электрофорез белков в де-
натурирующих условиях с додецилсульфатом 
натрия (ДДС-Na2) проводили по методу Лэмм-
ли на оборудовании Multiphor II («Pharmacia 
Biotech», Швеция) [22]. Для электрофореза 
низкомолекулярных белков готовили гомоген-
ный 15%-ный полиакриламидный гель (ПААГ). 
Окрашивание ПААГ проводили кумасси брил-
лиантовым голубым G-250 [22]. В качестве 
стандартов белков для денатуририрующего 
электрофореза в ПААГ (СДС ПААГ) использова-
ли наборы белков Low Molecular Weight (LWM) 
Calibration Kit for SDS и High Molecular Weight 
(HML) Calibration Kit for SDS («Cytiva», США).

Экзохитиназную активность (A
exo

) опре-
деляли по реакции N-ацетилглюкозамина 
(GlcNAc) с 4-диметиламинобензальдегидом  
с образованием окрашенного комплекса. [23]. 
1 единица экзохитиназной активности соот-
ветствовала количеству мкмоль GlcNAc, обра-
зующегося при действии 1 г фермента на кол-
лоидный хитин за 1 минуту.

Эндохитиназную активность (A
endo

) из-
меряли в процентах уменьшения оптической 
плотности при 700 нм суспензии коллоидного 
хитина после инкубации в течение 30 мин при 
37°C [24].
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Протеолитическую  активность  (A
prot

)
определяли спектрофотометрически по погло-
щению растворимых пептидов на 280 нм по 
модифицированному методу Ансона [25]. 

Математическую  и  статистическую  об-
работку результатов проводили традицион-
ными методами в среде Microsoft Excel LTSC 
Pro 2021. Электрофореграммы обрабатывали 
в программе ImageJ Ver. 1.54g (Wayne Rasband 
and contributors National Institutes of Health, 
USA). Хроматограммы и оптические спек-
тры поглощения обрабатывали в программе 
MagicPlot Ver. 3.0.1 (Magicplot Systems, LLC).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
1.   Колоночная  гельхроматография  фер-

ментных препаратов
 Колоночная хроматография ФП из гепато-

панкреаса крабов показала присутствие 
в составе ФП высоко-, средне- и низкомоле-
кулярных фракций белков (рис. 1). Оценка 
молекулярных масс фракций ФП была про-
ведена по стандартам молекулярных масс 
(табл. 1).

2.  Результаты фракционирования ацетоном
 При фракционировании ФП добавлением 

ацетона было получено распределение бел-
ков по фракциям (рис. 2). 

 В каждой ацетоновой фракции были опре-
делены эндо-, экзохитинолитическая и про-
теолитическая активность. Результаты при-
ведены на рисунках 3 и 4.

 Для сравнения активности разных фермен-
тов для каждого краба вышеприведенные 
данные пересчитаны в относительные едини-
цы (%) и сведены в два следующих рисунка.

3.   Электрофорез  фракций  после  фракцио-
нирования ацетоном

 Все ацетоновые фракции были проанали-
зированы с помощью ПААГ электрофореза. 
Электрофореграммы представлены на ри-
сунках 5 и 6. 

Таблица 1. Фракции ферментных препаратов, полученные при гельхроматографии 
на Sephadex G100 SF («Pharmacia Biotech», Швеция) / Table 1. Fractions of enzyme 
preparations EP obtained by gel chromatography on Sephadex G100 SF (Pharmacia 
Biotech, Sweden)

ФП гепатопанкреаса камчатского краба ФП гепатопанкреаса камчатского краба

Время выхода, с MM**, кДа Описание Время выхода, с MM, кДа Описание

8420
10260

323
193

Высокомолекуляр-
ная фракция 8424 292 Высокомолекуляр-

ная фракция
19907 10-53 Средняя фракция 22000 7-38 Средняя фракция
33970 0.95 Короткие пептиды 33529 1.0 Короткие пептиды
37990 0.39 Аминокислоты 37073 0.47 Аминокислоты

Рисунок 1. Хроматограммы ФП гепатопанкреаса 
камчатского краба (1) и краба-стригуна 
опилио (2). Хроматограмма стандартов 
белков – 3, голубого декстрана – 4
Figure 1. Chromatograms of EP* 
of hepatopancreas of Red King crab (1) and snow 
crab (2). Chromatogram of protein standards – 3, 
blue dextran – 4. *EP – enzymatic preparation

Примечание: **ММ – молекулярная масса

Рисунок 2. Распределение массы белков 
по фракциям при дробном осаждении ацетоном 
с шагом 0,2
Figure 2. Distribution of protein mass 
by fractions during fractional precipitation 
with acetone in 0.2 steps
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
ФП из гепатопанкреаса камчатского краба 

ММ высокомолекулярной фракции была выше, 
чем у ФП из гепатопанкреаса краба-стригу-
на опилио (табл. 1). Этот факт объясняет на-
блюдавшееся отличие поведения этих ФП при 
ультрафильтрации на мембранах с пределом 
задержания 100 и 300 кДа [26].

В высокомолекулярной фракции от 100 до 
300 кДа при электрофорезе мы не обнаружили 
заметных белковых фракций с хитинолитиче-
ской активностью. В ранних исследованиях мы 
наблюдали хитинолитическую активность во 
фракции с ММ около 109 кДа [21]. По-видимо-

му, она соответствует ферментному комплексу, 
который при проведении СДС ПААГ электрофо-
реза диссоциирует на фрагменты с низкой ММ.

В области средних ММ мы регистрировали 
наличие высокой хитинолитической и протео-
литической активности. 

Экзо- и эндохитинолитическая активность 
оказалась сконцентрирована во фракции 1:1,2 
в ФП, полученных из обоих крабов. Во фракци-
ях 1:1,0 и 1:1,6 хитинолитическая активность 
резко уменьшается.

Оценка ММ хитинолитических ФП, прове-
денная сопоставлением распределения фер-
ментативной активности и положения окра-
шенных фракций на электрофорегаммах, 
дала следующие результаты: хитинолитиче-
ская активность сосредоточена во фракциях 
с ММ = 30,1±0,5 кДа для камчатского краба 
и ММ = 23,9±0,7 кДа для краба-стригуна 
опилио. Эти данные не противоречат извест-
ным исследованиям, в которых были полу-
чены ММ хитиназ различных ракообразных:  
от 17 до 70 кДа [18]. 

Протеолитическая активность в ФП из гепа-
топанкреаса камчатского краба соответство-
вала ММ = 18,6-21,4 кДа, а для ФП из гепато-
панкреса краба-стригуна опилио – ММ = 32,3- 
36,3 кДа, что также совпадает с известными 
данными для различных морских ракообраз-
ных (ММ лежит в широком диапазоне от 17  
до 40 кДа) [27; 28]. 

Экспериментально мы показали, что за хи-
тинолитическую и протеолитическую актив-
ность отвечают белки с разной молекулярной 
массой.

Измерение экзо- и эндо-хитинолитиче-
ской активности ферментов из гепатопанк-
реаса камчатского краба и краба-стригуна 
опилио показало присутствие обеих актив-
ностей. Это говорит о том, что в фермент-
ных препаратах содержались эндо-хитиназа, 
расщепляющая хитин на низкомолекулярные 
олигомеры и экзо-хитиназа, производящая 
N-ацетилглюкозамин. Таким образом, мож-
но рассчитывать на выделение из этих фер-
ментных препаратов отдельных ферментов, 
позволяющих осуществлять различные виды 
биотрансформации хитина. 

То есть, используя эти ферменты, мы мо-
жем проводить как деполимеризацию хитина  
до низкомолекулярного хитина и олигомеров 
хитина, так и получать мономер – N-ацетил-
глюкозамин.

То есть, можно утверждать, что в гепатопан-
креасе присутствуют разные ферменты: хити-
нолитические (экзо- и эндо-) и протеолитиче-
ские. Это отвергает существовавшее мнение, 
что у ракообразных существуют ферменты, 

Рисунок 3. Распределение экзо-  
(1), эндохитинолитической (2) и протео- 
литической (3) активностей по фракциям ФП  
из камчатского краба
Figure 3. Distribution of exo- (1), endochitinolytic 
(2), and proteolytic (3) activities by EP from Red 
King crab

Рисунок 4. Распределение экзо- (1), 
эндохитинолитической (2) и протеолитической 
(3) активностей по фракциям ФП из краба-
стригуна опилио
Figure 4. Distribution of exo- (1),  
endochitinolytic (2), and proteolytic (3)  
activities by EP fractions from the snow crab
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проявляющие активность сразу к нескольким 
субстратам.

Таким образом, можно считать, что ге-
патопанкреас крабов может являться сы-
рьем для получения хитинолитических 
ферментов, позволяющих проводить фер-
ментативную трансформацию природного 
хитина в низкомолекулярные олигосахариды 
и N-ацетилглюкозамин. Вопрос о существо-
вании деацетилаз, способных превращать 
ацетилированные производные хитина в де-
ацетилированные, пока остается открытым 
и ждет своего решения. 
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