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В последние десятилетия в бентосных сообществах Баренцева моря существенно увеличился и изме-
нился состав хитинсодержащих организмов, главным образом, за счёт вселения крупных ракообраз-
ных — ​камчатского краба Paralithodes camtschaticus и краба-стригуна опилио Chionoecetes opilio. 
Для бентали всего Баренцева моря это означает увеличение биомассы хитина примерно в 2 раза. 
В районах, в которых образуются промысловые скопления камчатского краба и ведётся его актив-
ный промысел и переработка, биомасса хитина увеличивается в десятки раз. Экосистема Баренцева 
моря способна медленно утилизировать хитин, однако имеется опасность накопления значительных 
объёмов этого вещества на грунте, что может повлечь за собой кардинальные изменения в бентос-
ных сообществах и далее во всех биотопах. При интенсивном ответе системы (резком увеличении 
биомассы хитиноредуцирующих бактерий) возможны негативные последствия в виде всплесков 
бактериальных заболеваний ракообразных, что также влечёт за собой существенные экологические 
изменения. На основе модельных экспериментов было рассчитано, что сброшенный в Баренцево 
море панцирь ракообразных утилизируется примерно в течение 20–25 сут, а на утилизацию чистого 
хитина уходит около 200 сут, при условии сохранения видового и численного составов микроорганиз-
мов грунта. Определено, что основную роль в биотрансформации хитина играют микроорганизмы 
Rhodococcus sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp. и Acinetobacter sp. Культуры этих организмов были 
идентифицированы в грунтах из различных участков Баренцева моря. Из культуральной жидкости 
изученных бактерий выделены ферментные комплексы, обладающие эндохитиназной и экзохити-
назной активностями. Средняя молекулярная масса фракции белков, обладающих хитинолитической 
активностью, составляет 90–135 кДа.

Ключевые слова: хитиноредуцирующие бактерии, экзо- и эндохитиназы, крабы-вселенцы, баланс 
хитина в Баренцевом море.

ВВЕДЕНИЕ
В круговороте основных биогенных эле-

ментов в природе — ​углерода и азота — ​зна-
чимую роль играет хитин, благодаря своей 
широкой распространённости в живых орга-
низмах. Хитин является химически инертным 
соединением, нерастворимым в воде, что мо-
жет обуславливать его длительное сохране-

ние в природной среде. Несмотря на это, хи-
тин в большинстве случаев не накапливается 
в природных экосистемах, а подвергается раз-
рушению. По-видимому, основным путём де-
струкции хитина является его биодеградация 
под действием микроорганизмов, продуциру-
ющих хитинолитические ферменты [Yu et al., 
1991; Keyhani, Roseman, 1999]. При расще-
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плении хитина высвобождаются легкоусваи-
ваемые соединения азота и углерода, которые 
вновь включаются в круговорот веществ [Kang 
et al., 2005].

Вероятно, в природе существует некоторое 
равновесие между численностью ракообраз-
ных и хитинрасщепляющих бактерий. Рост 
последних не только ускоряет биологическую 
утилизацию хитина, но и способствует сни-
жению роста популяции ракообразных за счёт 
уменьшения их выживаемости при заболевани-
ях панциря [Рязанова, 2005; 2006; Стексова, 
2003].

В экосистемах холодных северных морей 
хитин, синтезируемый многочисленными ра-
кообразными и другими гидробионтами, ути-
лизируется медленнее, чем в более тёплых 
районах Мирового океана [Байтаз, 1990]. 
Следовательно, существует опасность нако-
пления значительных объёмов этого вещества 
на морском грунте.

Актуальность исследования хитина приме-
нительно к Баренцеву морю объясняется тем 
фактом, что, по нашему мнению, за послед-
ние десятилетия в этой акватории существен-
но изменился баланс хитина. Это произошло, 
главным образом, вследствие вселения новых 
хитиносодержащих организмов: камчатско-
го краба Paralithodes camtschaticus (Tilesius, 
1815) и краба-стригуна опилио Chionoecetes 
opilio (Frabricius, 1788). В результате возмож-
ны образования крупных скоплений хитина 
на морском дне, которые обусловлены хозяй-
ственной деятельностью человека, связанной 
с промышленным ловом ракообразных. Пе-
реработка крабов ведётся непосредственно 
на судах, а отходы от разделки сбрасываются 
в море. Существенные объёмы переработки ра-
кообразных в Баренцевом море (десятки тысяч 
тонн) [Состояние…, 2015] определяют мощ-
ный антропогенный фактор, который способен 
сдвинуть равновесное состояние экосистемы 
и привести к накоплению хитина в морских 
осадках, а, следовательно, к элиминации из ак-
тивного обмена больших масс азота и углерода.

Проблема усугубляется тем, что промысел 
и переработка крабов, а, следовательно, сброс 
отходов от разделки (до 50 % от массы живот-
ного) ведутся на весьма ограниченном ареале. 
Интенсивность его вылова составляет порядка 

4 т/км2. Следовательно масштабы «экологиче-
ского пресса» могут быть достаточно высоки.

Внесение в Баренцево море значительного 
количества хитина может привести к наруше-
нию сложившегося природного баланса этого 
вещества и спровоцировать изменения в бен-
тосных сообществах и далее во всех биотопах 
Баренцева моря.

Учитывая низкую температуру северных мо-
рей и малое по сравнению с южными морями 
содержание хитиноядных (как и других) бак-
терий, возможно накапливание хитина на дне.

Последствия акклиматизации крупных 
крабов в Баренцевом море достаточно широко 
обсуждались в научной литературе, но оценка 
осуществлялась, как правило, с «макроэколо-
гической» точки зрения. Подробно изучалось 
влияние вселенцев на состояние популяций 
различных промысловых объектов, главным 
образом, тресковых рыб, и, преимуществен-
но, с точки зрения трофологии [Галкин, 1962]. 
Мы попытались взглянуть на эту проблему 
с «микроэкологической», т. е. с эколого-био-
химической точки зрения.

Таким образом, изучение деструкции хи-
тина актуально как с научной, так и практиче-
ской стороны. Во-первых, это позволяет оце-
нить устойчивость экологического равновесия 
и вероятность отрицательного воздействия на 
экосистему Баренцева моря из-за внесения 
больших объёмов хитина, в частности, панци-
рей крабов, как отходов промысла и промпе-
реработки. Во-вторых, изучение хитинолити-
ческих ферментов открывает возможность их 
применения в различных отраслях народного 
хозяйства.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

В работе изучались микроорганизмы, вы-
деленные из грунта литоральной зоны бухты 
Белокаменная Кольского залива (участок 1, 
грунт илистый), губы Териберская Баренце-
ва моря (участок 2, грунт песчаный), а также 
открытых участков Баренцева моря (участок 
3, грунт песчаный), собранных в научно-
исследовательских рейсах в 2013–2015 гг. 
(рис. 1).

Пробы грунта отбирали с соблюдением 
правил асептики [Руководство .., 2003; Ла-
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бинска, 1978] на участках 1 и 2 с глубины не 
более 1 м, а на участке 3 — ​с глубины около 
150 м.

Десорбцию микроорганизмов с грунта осу-
ществляли ультразвуком в течение 15 с при по-
мощи ультразвуковой ванны Elmasonic S30H 
(«Elma», Германия) с частотой 37 кГц.

Для выделения и учёта эвтрофных и олиго-
трофных микроорганизмов использовали СПА 
и ММС, соответственно. Количество хитин 
разлагающих микроорганизмов данных трофи-
ческих групп определяли на тех же средах, но 
с добавлением хитина. Процентное содержание 
хитинолитических микроорганизмов вычисляли 
как отношение их количества к общему количе-
ству выделенных микроорганизмов.

Для культивирования микроорганиз-
мов использовали модифицированную пи-
тательную среду ММС (NaCl  — ​7,0 г; 
MgSO4×7H2O  — ​1,0 г; KCl  — ​0,7 г; 
K2HPO4  — 2,0 г; Na2HPO4  — 3,0 г; 
NH4NO3 — 1,0 г; вода дистиллированная — ​
1000 мл) с добавлением 2 % агар-агара и 1 % 
коллоидного хитина.

Для выделения чистой бактериальной куль-
туры с первичных посевов отбирали колонии, 

образующие зону лизиса. Отобранные коло-
нии пересевали на твёрдую хитинсодержащую 
среду для дальнейшего анализа.

Культивирование микроорганизмов осу-
ществляли в анаэробных условиях при темпе-
ратуре 5 °C.

Идентификацию микроорганизмов про-
водили по определителю бактерий Берджи 
[Определитель…, 1997].

Хитиноредуцирующую активность микро-
организмов определяли по отношению площа-
ди зоны лизиса к площади колонии [Логинов 
и др., 2006].

С целью обнаружения и очистки бактери-
альных хитиназ колонии с зоной лизиса были 
перенесены с чашек Петри во флаконы, со-
держащие ту же питательную среду, но без 
добавления агара. Бактериальные клетки от-
деляли на центрифуге Avanti J‑25 («Beckman 
Insrument», США) c фактором осаждения 
16000 g в течение 20 мин при 4 °C. Для оса-
ждения ферментов к надосадочной жидкости 
добавляли сульфат аммония до 60 % насыще-
ния раствора. Осадок отделяли центрифуги-
рованием и диализовали на мембранах против 
дистиллированной воды.

Рис. 1. Карта-схема с участками отбора проб
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Коллоидный хитин готовили переосаждени-
ем из раствора в холодной концентрированной 
HCl по методике [Decleire et al., 1996].

Скорость расщепления хитина микроорга-
низмами в лабораторных и природных усло-
виях определяли гравиметрическим методом. 
В лаборатории инкубацию хитина и панциря 
ракообразных с микроорганизмами, выделен-
ными из грунта литоральной зоны Баренцева 
моря, проводили во флаконах, установленных 
в термостате Модель 1024 («Tekator», Шве-
ция) с постоянным перемешиванием при тем-
пературах 6–8 °C, соответствующих при-
родным условиям, и комнатной (20–22 °C), 
моделирующей ускоренный гидролиз хитина. 
В природных условиях образцы хитина и пан-
циря помещали в мешки из капроновой сетки 
и закрепляли металлическими скобами на по-
верхности грунта на глубине около 1 м. После 
инкубирования частицы хитина промывали 2 % 
соляной кислотой, 12 % гидроксидом натрия, 
этанолом и высушивали при 105 °C в течение 
6 час. Количество разложившегося хитина 
было определено по разнице начальной мас-
сы хитина и его массы после инкубирования 
[Hood, Meyers, 1977].

Для определения массовой доли хитина 
образцы грунта обрабатывали 12 моль/л HCl 
в течение 1 ч при 90 °C для полной кислот-
ной деполимеризации хитина и образования 
D(+)-глюкозамина. Концентрацию D(+)-
глюкозамина в гидролизате определяли мето-
дом ВЭЖХ на обращённой фазе по методике 
[Studelska et al., 2006], с использованием хро-
матографа LC‑10A («Shimadzu Corp.», Япо-
ния), колонки Supelcosil LC‑18 (250 × 4 мм, 
5  мкм) («SUPELCO», США), скорость 
элюирования — ​0,8 мл/мин. Массовую долю 
хитина рассчитывали по количеству образовав-
шегося D(+)-глюкозамина.

Концентрацию белка в культуральной жид-
кости определяли по методу Лоури [Практи-
ческая химия…, 1989].

Молекулярно-массовое распределе-
ние белков в образцах определяли методом 
гель-хроматографии низкого давления с ис-
пользованием аппаратуры «Pharmacia LKB 
Biotechnology» (Швеция) и стандартов бел-
ков MWGF200 («Sigma-Aldrich», США), 
а также методом ДДС-ПААГ электрофо-

реза с использованием системы планарного 
электрофореза Multiphor II («Pharmacia LKB 
Biotechnology», Швеция) с применением в ка-
честве стандартов набора низкомолекулярных 
белков («Amersham. GE Healthcare», Вели-
кобритания).

Эндохитиназную активность измеряли 
в процентах уменьшения оптической плотности 
раствора коллоидного хитина до и после инку-
бации с культуральной жидкостью [Decleire et 
al., 1996].

Экзохитиназную активность определя-
ли по образованию окрашенного продукта 
N-ацетилглюкозамина (АцГлА) с 4-диметил
аминобензальдегидом [Decleire et al., 1996; 
Reissig et al., 1955].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Баланс хитина в Баренцевом море. Сре-

ди морских бактерий для крабов представ-
ляют реальную опасность те из них, которые 
обладают хитинолитическими свойствами, — ​
Vibrio sp., Pseudomonas sp., Aeromonas sp., 
Photobacterium sp. и другие. Эти бактерии 
способны лизировать хитин внешних покровов 
ракообразных, вызывая тяжёлое заболевание 
у животных. Хитинолитическая бактериальная 
болезнь панциря крабов приводит к пораже-
нию панцирных покровов ракообразных. Это 
наиболее широко распространённое бактери-
альное заболевание ракообразных [Рязанова, 
2005; 2006]. Патологические изменения ор-
ганов у ракообразных с сильной степенью по-
ражения панцирной болезнью, очевидно, ведут 
к гибели животных [Стексова, 2003].

Мы попытались оценить «масштаб бедст-
вия», т. е. объем дополнительного хитина, по-
ступающего в систему Баренцева моря в связи 
с вселением крабов.

По оценке, произведённой специалиста-
ми ПИНРО, биомасса P. camtschaticus со-
ставляет 250–260  тыс. т, C. opilio — ​око-
ло 300 тыс. т [Баканев, Павлов, 2010]. При 
этом следует учитывать, что камчатский краб 
сосредоточен главным образом в южной ча-
сти Баренцева моря на площади порядка 
120  тыс.  км2, а краб-стригун опилио рассе-
лён более равномерно на всей акватории Ба-
ренцева моря, на площади порядка 400 тыс. 
миль2. Рассчитав суммарную биомассу крабов 
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на площадь расселения, мы получаем значение 
порядка 2,4 т крабов-вселенцев на 1 км2 аква-
тории южной части Баренцева моря.

Была проведена оценка биомассы хитин-
содержащих организмов, традиционно на-
селяющих Баренцево море (общая площадь 
1,424 млн. км2). Известно, что биомасса зо-
опланктона в Баренцевом море, включая ми-
кро-, мезо- и макрозоопланктон перманентно 
составляет порядка 110 млн. т [Дробышева, 
1994; Жизнь и условия…, 1985].

Вероятно, сюда следует добавить 4 млн. т 
креветки Pandalus borealis и незначительное 
количество крабов-аборигенов родов Hyas 
и Lythodes, составляющих бентосное сооб-
щество. Дальнейший расчёт показывает, что 
среднегодовая биомасса всех хитинсодержа-
щих организмов в Баренцевом море составля-
ет около 81,7 т/км2, т. е. биомасса вселенцев 
не превышает даже 3 %. Даже учитывая тот 
факт, что содержание хитина в крупных рако-
образных (табл. 1) превосходит таковое в зоо-
планктоне, данной величиной можно было бы 
пренебречь.

С другой стороны, крабы-вселенцы явля-
ются членами бентосного сообщества. Бен-
тосные сообщества более замкнуты и консер-
вативны по видовому и численному составу 
организмов. Расчёт биомассы хитинсодержа-
щих организмов показал, что на долю вселен-
цев в бентали приходится около 50 %.

Кроме того, по данным ПИНРО в рай-
онах промысловых скоплений доля крупных 
промысловых крабов многократно возрастает 
(рис. 2).

Средняя биомасса хитинсодержащих так-
сонов с учётом камчатского краба и в пере-
счёте на живой вес в целом по району оцене-
на в 8,52±1,43 г/м2. Из десятиногих раков 

(Decapoda), доминирующих среди хитинсо-
держащих организмов по биомассе, более 90 % 
приходится на камчатского краба, и лишь не-
сколько процентов приходится на остальные 
виды [Anisimova et al., 2011].

Таким образом, ежегодно образуется не-
сколько тонн хитина. Принимая во внимание, 
что хитин является полисахаридом, устойчи-
вым к действию факторов окружающей среды, 
с трудом поддающемуся химическому расще-
плению, поэтому практически не усваивается 
большинством живых организмов. Следова-
тельно, есть опасность накопления значитель-
ных объёмов его на дне моря. В действитель-
ности количество хитина в донных осадках 
относительно невелико.

В наших экспериментах мы определили, 
что концентрация хитина в грунте бухты Бе-
локаменная Кольского залива составила 7,5–
8,1 мкг/г, в грунте губы Териберская — ​1,94 
мкг/г. В грунте открытой части Баренцева 
моря было обнаружено также очень низкое 
содержание хитина — ​от следов до 1,0 мкг/г.  

Таблица 1. Химический состав сырья (массовая доля, %)

Наименование компонента Краб-стригун опилио Северный криль Северная креветка Камчатский краб

Вода 82,15 73,49 76,2 78,4
Белок 14,65 14,13 15,94 11,60
Хитин 1,05 0,70 1,12 1,60
Минеральные вещества 1,65 1,98 3,40 3,70
Липиды 0,50 9,70 3,34 2,80

Рис. 2. Соотношение биомассы хитинсодержащих 
таксонов в районе промысловых скоплений 

камчатского краба (в районе Канинской банки, 
Мурманского мелководья и Восточного Прибрежного 

района) по данным ПИНРО
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В тоже время установлено, что концентра-
ция хитина в толще морской воды ещё ниже 
(0,13–0,24 мкг/г).

Очевидно, высокая концентрация хитина 
в пробах грунта, отобранных в литоральной 
зоне, может быть связана не только с хитин-
содержащими организмами населяющими дан-
ные районы, но может так же иметь и терри-
генную природу.

Определение скорости расщепления хи-
тина в морских условиях. Для оценки скоро-
сти биотрансформации хитина нами были про-
ведены эксперименты по расщеплению хитина 
под действием хитинолитических микроорга-
низмов в лабораторных (in vitro) и естествен-
ных (in vivo) условиях.

Гравиметрическим методом in vitro показа-
но уменьшение массы хитина под действием 
микроорганизмов, обитающих в грунте Барен-
цева моря. Эксперименты in vitro проводились 
при повышенной температуре для ускорения 
гидролиза хитина в лабораторных условиях. 
Масса хитина снижалась на 13–70 % (в сред-
нем около 45 %) за 45 сут инкубации при ком-
натной температуре (22 °С), что соответству-
ет примерно 1 %/сут. Колебания обусловлены, 
по-видимому, особенностями микрофлоры той 
или иной литеральной зоны

На литорали Баренцева моря в районе пос. 
Териберка (участок 2) была предпринята по-
пытка определить скорость разложения хити-
на in vivo. Для этого образцы чистого хитина 
и панциря краба были погружены в воду и за-
креплены на грунте.

Установлено, что скорость расщепления чи-
стого хитина составила от 0,32 до 0,59 %/сут. 
Скорость расщепления панцирей крабов зна-
чительно выше — ​в среднем 4,7 %/сут. Это 
объясняется тем, что, помимо хитина, карапакс 
ракообразных состоит из различных органиче-
ских веществ, в т. ч. белков, которые значи-
тельно легче гидролизуются.

Таким образом, экспериментально установ-
лено, что скорость расщепления хитина, как 
в лабораторных, так и в естественных условиях 
не превышает 1 %. Так же отметим, что в лабо-
раторном эксперименте для деструкции хитина 
использовались микроорганизмы, значит, в ес-
тественных условиях биотрансформация хити-

на в основном осуществляется микроорганиз-
мами. Следовательно, бактериобентос, являясь 
одним из компонентов экосистемы, принимает 
активное участие в деструкции хитина

С учётом вышеприведённых цифр и на ос-
новании расчётов мы предположили, что сбро-
шенный в Баренцевом море панцирь ракоо-
бразных утилизируется примерно в течение 
20–25 сут, а на утилизацию чистого хитина уй-
дёт около 200 сут, при условии сохранения ви-
дового и численного состава микроорганизмов. 
Однако следует учесть, что избыток субстрата 
будет провоцировать рост количества хитино-
редуцирующих бактерий, что может заметно 
уменьшить срок полного расщепления хитина.

Каждый вид микроорганизмов имеет опре-
делённый набор ферментов, однако под воз-
действием различных факторов спектр син-
тезируемых ферментов может изменяться. 
Отмечено, что образование микроорганизмами 
хитинолитических ферментов происходит при 
наличии в среде хитина [Шубаков, Кучеря-
вых, 2004].

Обнаружение хитиноредуцирующих 
бактерий. Микроорганизмам принадлежит 
важная роль, они участвуют в круговороте ор-
ганического вещества, обуславливая тем са-
мым уровень первичной продукции, а также 
в процессах самоочищения. Все эти функции 
осуществляются главным образом гетеротроф-
ной частью микробного сообщества, которое 
структурно представлено различными трофи-
ческими группами микроорганизмов.

Предварительные исследования по обнару-
жению микроорганизмов с хитинолитической 
активностью в донных осадках Мурманского 
берега и литорали Кольского залива показали 
наличие хитинолитической активности как сре-
ди олиготрофных, так и эвтрофных микроорга-
низмов. На рис. 3 показано, как при инкубации 
проб грунта из участка 1 (литораль Кольского 
залива) по мере роста колоний увеличивается 
зона гидролизованного хитина, представлен-
ная темными ареолами прозрачного раствора 
продуктов расщепления хитина на фоне агара, 
содержащего непрозрачную суспензию нераст-
ворённого хитина.

В пробах грунта, отобранного на литорали 
Кольского залива (участок 1), хитинолитиче-
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ские бактерии составляли в среднем 2,2 % от 
общего количества гетеротрофного бактери-
обентоса. В то время как в исследуемых про-
бах грунта со 2 участка численность хитино-
литических бактерий на порядок меньше, что 
может быть обусловлено гранулометрическим 
составом донных осадков. Так, известно, что 
в илистых грунтах численность бактерий боль-
ше, чем в песчаных [Зенкевич, 1956].

В пробах морского грунта, отобранного 
в открытой части моря (участок 3), микроор-
ганизмы, способные расщеплять хитин, не об-
наружены.

Отсутствие хитиноредуцирующих бактерий 
и очень низкая концентрация хитина в образ-
цах грунта Баренцева моря может быть объяс-
нено несколькими причинами.

Анализ распределения хитиноредуциру-
ющих бактерий позволяет предполагать, что 
в основном они концентрируются в местах 
скопления ракообразных или их останков. По-
сле расщепления хитинобелкового субстрата 
рост бактерий снижается, а затем они поги-
бают. В результате мы наблюдаем отсутствие 
как субстрата, так и утилизирующих его бак-
терий. В исследовании М. Пулисек и С. Жено  
[Poulicek, Jeauniaux, 1989] был проведён 
скрининг образцов грунта из различных аква-
торий Мирового океана, который показал по-
всеместно низкое содержание хитина. Авторы 
объясняют этот факт активным разложением 

хитина, при котором соблюдается баланс его 
синтеза и распада.

Можно предположить, что основным 
источником хитиноредуцирующих бактерий 
являются сами хитиносодержащие организмы. 
Большое количество хитиновых тканей, обра-
зующихся после их линьки или гибели, по-ви-
димому, индуцирует взрывной рост бактерий. 
Известно, что в местах интенсивного промы-
сла крабов отмечается рост заболеваний ра-
кообразных панцирной болезнью [Benhalima 
et al., 1998; Рязанова, 2006]. По мере исчер-
пания субстрата (хитина), численность хити-
норедуцирующих бактерий снова снижается. 
Таким образом, соблюдается баланс хитина 
в природе.

Численность хитиноредуцирующих бакте-
рий в пробах грунта литоральной зоны по срав-
нению с пробами грунта Баренцева моря выше, 
возможно за счет аллохтонных микроорганиз-
мов. Ранее было отмечено, что концентрация 
хитина больше в пробах грунта с литоральной 
зоны, чем с Баренцева моря. В свою очередь 
численность микроорганизмов так же может 
зависеть и от концентрации хитина в грунте.

Идентификация хитиноредуцирующих 
микроорганизмов. Из природных субстра-
тов участков 1 и 2 выделили 4 культуры ми-
кроорганизмов (Rhodococcus sp., Bacillus sp., 
Pseudomonas sp., Acinetobacter sp.), обладаю-

Рис. 3. Зоны гидролизованного хитина (темные ореолы) вокруг колоний микроорганизмов, выделенных из 
пробы грунта (участок 1) на сухом питательном агаре. 

1 — 7-е сутки после начала культивирования; 2 — 14-е сутки
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щих способностью к активному росту на пита-
тельных средах, содержащих хитин.

После 60 сут культивирования выделенных 
микроорганизмов в питательной среде, содер-
жащей 1 % хитина, визуально наблюдается 
уменьшение его содержания — ​суспензия кол-
лоидного хитина белого цвета (контрольный 
образец 1) постепенно становится прозрачной 
(рис. 4). Во флаконе с культурой Rhodococcus 
sp. в растворе коллоидный хитин полностью 
отсутствует.

Для микроорганизмов родов Rhodococcus 
sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp. отмече-
но большее снижение концентрации хити-
на по сравнению с микроорганизмами рода 
Acinetobacter sp. Секретируемый фермент по 
мере накопления в среде гидролизует колло-
идный хитин. По-видимому, образующиеся 

в ходе этого процесса хитоолигомеры усили-
вают индуцибельный эффект субстрата, что 
приводит к увеличению активности хитино-
литических ферментов. Полученные данные 
визуального наблюдения свидетельствуют 
о различной природе активности хитиназ вы-
деленных культур (рис. 4). Оценка хитиноре-
дуцирующей активности выделенных культур 
показала, что культура Rhodococcus sp. обла-
дает в два раза большей активность по сравне-
нию с Bacillus sp. и Pseudomonas sp. и в четы-
ре раза большей по сравнению с Acinetobacter 
sp. (табл. 2).

Характеристика хитинолитических фер-
ментов. По нашим данным, эндохитиназная 
активность фермента культуры микроорганиз-
мов рода Rhodococcus sp. выше по сравнению 
с таковой культур микроорганизмов родов 
Bacillus sp. и Acinetobacter sp. (рис. 6). Эндо-
хитиназную активность ферментов в культу-
ральной жидкости культуры микроорганизмов 
рода Pseudomonas sp. определить не удалось.

Экзохитиназная активность фермен-
тов культур микроорганизмов родов Bacillus 
sp. и Pseudomonas sp. выше в 2,5 раза, чем 
ферментов культур микроорганизмов родов 
Rhodococcus sp. и Acinetobacter sp. (рис. 6).

Можно предположить, что активность хи-
тиноредуцирующего комплекса может быть 
обусловлена формой бактериальных клеток. 
По данным В. А. Байтаза и коллег [Байтаз 
и др., 1996], для кокков свойственна более 
высокая интенсивность биохимических про-
цессов по сравнению с палочковидными фор-
мами бактерий в связи с большей (в среднем 
в 1,5 раза) удельной поверхностью клетки, что 
позволяет полнее использовать ресурсы среды. 
По результатам микроскопии определено, что 

Рис. 4. Питательная среда, содержащая 1 % 
коллоидного хитина с культурами исследуемых 

микроорганизмов (экспозиция 60 сут).
1 — ​культура без микроорганизмов; 2 — ​Rhodococcus 

sp.; 3 — ​Bacillus sp.; 4 — ​Pseudomonas sp.; 5 — ​
Acinetobacter sp.

Таблица 2. Хитиноредуцирующая активность микроорганизмов разных культур

№ 
п/п Культура Форма 

бактерии
Окраска по 

Граму

Площадь, мм2
Хитиноредуцирующая 
активность, мм2/мм2

Зона лизиса Колония

1 Rhodococcus sp.

па
ло

чк
и

+ 505 121 4,2
2 Bacillus sp. + 1208 542 2,2
3 Pseudomonas sp. - 1729 910 1,9
4 Acinetobacter sp. - 144 138 1,04
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выделенные культуры микроорганизмов пред-
ставлены палочками. Однако микроорганизмы 
рода Rhodococcus (культура 1) в начальном 
этапе морфогенетического цикла имеют форму 
кокков.

Следует отметить, что скорость гидролиза 
экзохитиназами будет зависеть от активности 
эндохитиназ, т. е. от скорости образования кон-
цевых участков молекул хитина. При началь-
ном взаимодействии эндохитиназ с субстратом 

Рис. 5. Морфология клеток бактерий родов Rhodococcus sp. (а), Bacillus sp. (б), Pseudomonas sp. (в) 
и Acinetobacter sp. (г)
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Рис. 6. Эндо- и экзохитиназная активность ферментов культуральной жидкости.
1 — ​эндохитиназная активность, %; 2 — ​экзохитиназная активность, мкмоль АцГлА×ч-1×г‑1
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образуются растворимые полисахариды, кото-
рые, в свою очередь, играют роль индукторов 
экзохитиназ [Логинов и др., 2006].

Вероятно, микроорганизмы родов Bacillus 
sp. и Rhodococcus sp. участвуют в начальных 
этапах биодеструкции хитина панциря ракоо-
бразных, а бактерии родов Pseudomonas sp. 
и Acinetobacter sp. включаются в последую-
щие этапы разрушения хитина. Таким обра-
зом, исследуемые микроорганизмы секре-
тируют ферменты с различной субстратной 
специфичностью.

При анализе состава белков культуральной 
жидкости выделенных культур методом гель-
хроматографии и электрофореза обнаружено 
две фракции с диапазоном молекулярной мас-
сы (ММ) от 92,5 до 134,5 кДа (фракция 1) 
и от 15 до 25 кДа (фракция 2). На основа-
нии анализа научных публикаций по свойст-
вам ферментов, было сделано предположение, 
что хитинолитические ферменты исследуемых 
микроорганизмов ассоциированы с фракцией 
1, что было подтверждено экспериментально: 
после накапливания фракций положительную 
реакцию на экзохитиназную активность пока-
зала только фракция 1.

Несмотря на различную природу хитиназ 
выделенных культур, диапазон ММ фрак-
ций, обладающих этой активностью, нахо-
дится в пределах одного порядка — ​от 90 до 
135 кДа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Вселение крабов в холодное Баренцево 

море равнозначно внесению значительного 
количества хитина. В частности, для бентали 
всего Баренцева моря это означает увеличение 
биомассы хитина примерно в 2 раза. В райо-
нах, в которых образуются промысловые ско-
пления камчатского краба и ведётся его актив-
ный промысел и переработка, биомасса хитина 
увеличивается в десятки раз.

На основании модельных эксперимен-
тов нами было рассчитано, что сброшенный 
в Баренцевом море панцирь ракообразных 
утилизируется примерно в течение 20–25 
сут, а на утилизацию чистого хитина уходит 
около 200 сут, при условии сохранения видо-
вого и численного состава микроорганизмов 
грунта.

Исходя из полученных результатов, мож-
но констатировать, что в экосистеме Барен-
цева моря происходит естественное развитие 
природных процессов. Гетеротрофный бакте-
риобентос вполне справляется с поступающим 
хитином и проявляет значительную активность 
в его деструкции. Бактериобентос играет важ-
ную роль в поддержании баланса хитина в Ба-
ренцевом море.

Проведенные исследования показали нали-
чие хитин-расщепляющих бактерий в экосис-
теме Баренцева моря. Выделены микроорга-
низмы 4 родов Rhodococcus sp., Bacillus sp., 
Pseudomonas sp. и Acinetobacter sp., изучены 
хитинолитическая активность и фракционный 
состав белков культуральной жидкости этих 
микроорганизмов. Средняя ММ фракции 
белков, обладающих хитинолитической актив-
ностью, определённая методами хроматогра-
фии и электрофореза составляет 90–135 кДа. 
Максимальная эндохитиназная активность на-
блюдалась у ферментов культуры микроорга-
низмов Rhodococcus sp. и практически отсут-
ствовала у ферментов бактерий Pseudomonas 
sp. Наибольшая экзохитиназная активность 
отмечена у ферментов микроорганизмов 
Bacillus sp. и Pseudomonas sp.
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Ecological and biochemical aspects of 
biotransformation of chitin in the Barents Sea

N. V. Shumskaya, O. R. Uzbekova, V. YU. Novikov, V. A. Mukhin

Knipovich Polar Research Institute of Marine Fisheries and Oceanography (FSBSI “PINRO”), 
Murmansk

The composition of chitin-containing organisms in the Barents Sea benthic communities expanded and 
changed considerably in the last decades, mainly, due to introduced large crustaceans — ​red king crab 
Paralithodes camtschaticus and snow crab Chionoecetes opilio. For the whole Barents Sea benthal this 
means an almost two-fold increase of the chitin biomass. The biomass of chitin increases by tens of times 
in areas where commercial concentrations of red king crab are present and its intense fishery and processing 
take place. The ecosystem of the Barents Sea is capable of utilizing chitin slowly, however, danger exists that 
a considerable amount of this substance is accumulated in the substrate of the Barents Sea and this could 
cause dramatic changes in benthos communities and then in all biotopes of the Barents Sea. If the system 
responds intensely (rapid growth of chitin-reducing bacteria biomass), adverse effects are possible in the 
form of outbreaks of bacterial diseases in crustaceans, which could also lead to significant ecological changes. 
Simulation exercises have suggested that crustacea carapace discarded into the Barents Sea is utilized over 
about 20–25 days, and about 200 days are required for utilization of pure chitin provided, that species 
composition and abundance of microorganisms in the substrate remain unchanged. Microorganisms such as 
Rhodococcus sp, Bacillus sp., Pseudomonas sp. and Acinetobacter sp. play a key role in biotransformation 
of chitin. Cultures of these organisms were identified in substrate in different areas of the Barents Sea. 
From the cultural liquid of analyzed bacteria fermental complexes showing endochitinase and exochitinase 
activity were isolated. The average molecular weight of the protein fraction having chitinolytic activity was 
90–135 kDa.

Key words: chitin-reducing bacteria, exo- and endochitinase, introduced crabs, chitin balance in the 
Barents Sea.


