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Хитин�глюкановые комплексы – основные
структурные полисахариды клеточных стенок
грибов – привлекают внимание ученых и техно�
логов как экологически безопасные природные
полимеры, получаемые из возобновляемых ис�
точников. Их высокая биологическая активность
и отсутствие токсичности препаратов на их осно�
ве определяют перспективы их использования в
медицине, биотехнологиях, косметической, пи�
щевой, текстильной и других отраслях промыш�
ленности [1]. Особенно широко хитин�глюкано�
вые комплексы используются в лечебно�профи�
лактических целях как пищевые добавки, т.к.
обладают высокой адсорбционной способностью
по отношению к ионам тяжелых металлов [2–4] и
являются эффективными энтеросорбентами [5].

Грибы, как сырье для получения хитин�глюка�
новых комплексов, имеют преимущество по
сравнению с другими организмами, продуцирую�
щими хитинсодержащие соединения, главные из
которых – их высокая скорость роста и низкое со�
держание в них минеральных веществ [6]. Извест�
но, что хитин�глюкановый комплекс грибов со�
стоит из хитина, глюканов и содержит следовые
количества белка [7], при этом структура ком�
плекса существенно зависит от состава среды,
температуры и других факторов [1, 7–10].

Хитин является неоднородным полисахари�
дом, т.к. в его структуре имеются звенья со сво�
бодными аминогруппами в составе D�глюкоза�
мина [1, 11–15]. В клеточной стенке грибов хитин
связан с глюканами β�1,3� и β�1,6�гликозидными
связями [16, 17], а с белками – пептидной связью,
образованной деацетилированными аминогруп�
пами и диаминомонокарбоновыми аминокисло�

тами неароматического строения [1, 18]. Уста�
новлено, что в хитин�глюкановых комплексах
ковалентно связанные пептидные цепочки вы�
полняют связующую роль между цепями хитина
и глюкана [19].

Содержание хитина в хитин�глюкановом ком�
плексе зависит от вида гриба и возраста таллома.
Показано, что у Armillariella mellea (класс Basidio�
mycetes) содержание хитина в комплексе состав�
ляло 70%, а у Morchella esculenta (класс Ascomycet�
es) – 50% [20]. У мицелиального гриба Coprinus
sterquilinus содержание хитина в хитин�глюкано�
вом комплексе было 1.54 и 5.85% в апексе и во
вторичной клеточной стенке соответственно [21].

В талломах симбиотических организмов – ли�
шайников, сформированных гифами гриба, клет�
ками микроводорослей и (или) цианобактерий,
клеточные стенки грибного компонента состав�
ляют основную долю (90–98%) клеточных стенок
таллома [22, 23]. В этой связи последние могут
рассматриваться, как альтернативные источники
для получения хитин�глюкановых комплексов. В
клеточных стенках грибов хитин�глюкановый
комплекс участвует в формировании лишайнико�
вого симбиоза, а также играет важную роль в про�
цессах поступления и накопления минеральных
веществ из атмосферных осадков [9]. Его состав
(соотношение компонентов) свидетельствует о
важнейших структурных изменениях в составе
клеточных стенок с возрастом таллома.

Таким образом, у лишайников хитин�глюка�
новый комплекс является важным структурным
компонентом клеточной стенки, которая выпол�
няет разнообразные физиологические функции в
клетках этих симбиотических организмов [23–
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26]. Однако до настоящего времени данных о
биохимическом составе хитин�глюкановых ком�
плексов в клеточной стенке лишайников, изме�
нении его содержания в оболочке и зависимости
биохимических показателей от возраста таллома
получено не было.

Цель работы – выделение и анализ состава хи�
тин�глюкановых комплексов из частей таллома
P. aphthosa разного возраста.

МЕТОДИКА

Объект, исследования. В работе использовали
трехкомпонентный листоватый лишайник Peltig#
era aphthosa (L.) Willd, который распространен по
всему миру в арктических, северных и умеренных
зонах и, в частности, в лесах и на лугах по всей
России. Сбор материала проводили в окрестно�
стях Беломорской биологической станции
им. Н.А. Перцова Биологического факультета
МГУ им. М.В. Ломоносова, расположенной в Ру�
гозерской губе Кандалакшского залива Белого
моря. Выбор этого вида обусловлен тем, что для
лишайника P. aphthosa характерны поверхност�
ные цефалодии – специализированные структу�
ры, в которых локализованы цианобактерии (ци�
анобионт), – которые возможно отделить от по�
верхности таллома, что позволяло получать из
трехкомпонентной системы двухкомпонентную
систему. Талломы лишайника предварительно
очищали от частичек почвы, отделяли цефалодии
(цианобионт) от поверхности таллома и послед�
ний разделяли на три зоны: апикальную (1 см от
края лопасти), медиальную (2–4 см до конца ло�
пасти, исключая апикальную зону) и базальную
(основная масса слоевища).

Выделение хитин�глюканового комплекса. Хи�
тин�глюкановый комплекс выделяли, как описа�
но [27]. Навеску воздушно сухого таллома (5 г) го�
могенизировали в ступке, помещали в круглодон�
ную колбу, добавляли 200 мл дистиллированной
воды и нагревали на кипящей водяной бане в 1 ч.
Затем осадок многократно промывали дистилли�
рованной водой на фильтре и выдерживали в
0.1%�ном растворе Na�ДДС в течение 1.5 ч при
нагревании (40°С) в колбе. Реакционную смесь
охлаждали, фильтровали, а осадок промывали до
нейтрального рН, переносили в коническую кол�
бу с 1%�ным раствором NaOH и перемешивали
при комнатной температуре. Через 30 мин колбу с
реакционной смесью нагревали и выдерживали
на кипящей водяной бане в течение 2 ч, постоян�
но перемешивая раствор. Полученный осадок по�
мещали на фильтр, промывали водой до ней�
трального рН, переносили в круглодонную колбу
и заливали 2%�ной НСl. Смесь нагревали на ки�
пящей водяной бане 1.5 ч, после чего осадок про�
мывали водой до нейтрального рН, добавляли к
нему 3%�ный раствор NaOH и снова нагревали на

кипящей водяной бане 2.5 ч. Конечный продукт
промывали водой до нейтрального рН, а затем
спиртом и водно�спиртовыми растворами пони�
жающейся концентрации (96, 70, 50, 35%).

Выделение клеточной стенки. В описанную ра�
нее для корней высших растений методику [28,
29] внесли некоторые изменения. Высушенный
материал (~4 г) помещали в стеклянную ионооб�
менную колонку (~200 мл), промывали последо�
вательно 1%�ным раствором NaOH (~0.5 л), ди�
стиллированной Н2O (~2 л), 1%�ным раствором
НСl (~0.5 л), далее дистиллированной водой до
отсутствия ионов Сl– в промывных водах. Опре�
деление хлорид�иона проводили титрометриче�
ским методом с азотнокислой ртутью [30]. На ко�
нечной стадии препараты обрабатывали спиртом
и ацетоном для удаления лишайниковых ве�
ществ, а затем высушивали в термостате с СаСl2

до постоянной массы при 55–60°С. Оценку сте�
пени очистки изолированных клеточных стенок
от внутриклеточных структур проводили описан�
ным ранее способом [29, 31], используя флуорес�
центную микроскопию (микроскоп Axioplan 2
imaging МОТ, “Carl Zeiss”, Германия). В выделен�
ных клеточных стенках отсутствовали внутрикле�
точные структуры, а в препаратах полностью со�
хранялась архитектура клеток таллома.

Содержание аминогрупп. Количество амино�
групп в полимерном матриксе клеточных стенок
определяли методом неводного титрования в ук�
сусной кислоте [32]. Навеску сухого растертого
препарата клеточных стенок (20 мг) заливали 7 мл
10 мМ раствора хлорной кислоты в ледяной ук�
сусной кислоте. По истечении 2 сут образцы отде�
ляли от раствора. До и после контакта с клеточ�
ными стенками раствор титровали 10 мМ раство�
ром бифталата калия в ледяной уксусной кислоте
в присутствии индикатора кристаллического фи�
олетового. Содержание свободных аминогрупп

 определяли по формуле [32]:

(1)

где Vисх и Vкон – количество бифталата калия, по�
шедшее на титрование исходного и конечного
(после контакта с препаратами) раствора, мл; К –
нормальность бифталата калия, мМ; Vа – количе�
ство раствора, взятого для титрования, мл; Voбщ –
общий объем раствора, которым заливали навес�
ку образца, мл; g – навеска образца, г.

Определение элементов. Элементный анализ
таллома лишайника и выделенных из него кле�
точных стенок и хитин�глюкановых комплексов
определяли на полуавтоматическом CHNS ана�
лизаторе (“Perkin Elmer” Швейцария).
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МЕЙЧИК, ВОРОБЬЁВ

Статистическая обработка. Использовали ре�
дактор Excel 7.0. Приведены средние значения из
3–5 повторностей и их стандартные отклонения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Лишайник P. aphthosa имеет толстую клеточ�
ную стенку, так как ее доля от сухой массы талло�
ма составляет от 44 до 55% при переходе от апи�

кальной зоны к базальной (табл. 1). С возрастом
увеличивалась и доля хитин�глюканового ком�
плекса в клеточных стенках: в базальной зоне
значение этого показателя более чем в 2 и 3 раза
выше по сравнению с медиальной и апикальной
зоной соответственно (табл. 1). Возрастание со�
держания хитин�глюканового комплекса от апи�
кальной к базальной зоне у P. aphthosa может быть
связано с функционированием цефалодиев, участ�
вующих в азотном обмене лишайников [22, 33].

В клеточных стенках и хитин�глюкановых
комплексах лишайника содержание азота зависит
от возраста таллома (табл. 2). Однако в базальной
и апикальной зонах клеточных стенок различие в
этом показателе не превышает 5–15%, тогда как в
этих же зонах хитин�глюкановых комплексов до�
стигает 65%. Разное содержание азота в комплек�
сах разновозрастных частей таллома указывает на
различное соотношение в них хитина и глюканов.
Расчеты показывают, что наибольшей массовой
долей хитина характеризуется хитин�глюкано�
вый комплекс апикальной зоны, где этот показа�
тель достигал 70% (рисунок). В базальной зоне
содержание хитина было почти вдвое меньше,
чем в молодых частях таллома. Таким образом, у
P. aphthosa с возрастом в хитин�глюкановом ком�
плексе клеточной стенки массовая доля хитина
уменьшалась, а глюканов увеличивалась. Следует
отметить, что у P. aphthosa во всех частях таллома
содержание хитине в комплексе более чем в 10 раз
выше, чем у мицелиального гриба Coprinus sterqui#
linus [21] и приблизительно соответствует таково�
му у Armillariella mellea (класс Basidiomycetes) и у
Morchella esculenta (класс Ascomycetes) [20].

Преобладание хитина в составе хитин�глюка�
нового комплекса апикальной зоны P. aphthosa,
возможно, связано с процессами роста и форми�
рования структуры таллома, ведущую роль в ко�
торых играет жесткость первичных клеточных
стенок, напрямую зависящая от содержания в них
хитина [1]. Большее содержание глюкана в хи�
тин�глюкановом комплексе базальной зоны, где
преобладают процессы структурной деградации
таллома, может свидетельствовать о разрыхлении
вторичной клеточной стенки и об ослаблении ее
структурных функций. Можно предположить,
что уменьшение доли хитина и увеличение доли
глюкана в хитин�глюкановом комплексе приво�
дит к формированию в базальной зоне более мас�
сивной клеточной стенки.

Важной характеристикой хитин�глюканового
комплекса является количество деацетилирован�
ных аминогрупп. Ранее для их определения ис�
пользовали ИК�спектроскопию [34], результаты
которой в значительной мере зависят от подготов�
ки пробы. Нами разработана методика функцио�
нального анализа хитин�глюкановых комплексов
на присутствие в них свободных аминогрупп, ос�

Таблица 1. Массовая доля клеточной стенки (КС, %) и
хитин�глюкановых комплексов (ХГК, %) в различных
зонах таллома лишайника P. aphthosa*

Зона таллома КС, % ХГК, %

Апикальная 44 ± 1 4.3 ± 0.1

Медиальная 49 ± 11 6.8 ± 0.6

Базальная 55 ± 2 15.1 ± 1.7

* Расчеты проведены на единицу сухой массы таллома.
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Содержание (%) хитина (1) и глюкана (2) в хитин�
глюкановых комплексах, выделенных из разных зон
таллома (I–III) лишайника P. aphthosa. I – апикаль�
ная, II – медиальная, III – базальная.

Таблица 2. Общее содержание азота (%) в разных ча�
стях таллома P. aphthosa (Т) и изолированных из него
препаратах клеточных стенок (КС) и хитин�глюкано�
вых комплексов (ХГК)*

Зона таллома Т КС ХГК

Апикальная 3.31 ± 0.3 3.43 ± 0.3 5.4 ± 0.1

Медиальная 3.03 ± 0.4 3.29 ± 0.1 4.9 ± 0.4

Базальная 2.81 ± 0.3 2.92 ± 0.2 3.5 ± 0.2

* Приведены средние значения 5 повторностей и их стан�
дартные отклонения.
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нованная на методе неводного титрования, прин�
цип которого для низкомолекулярных соединений
описан в работе [35].

Отработку методики с целью ее применения к
полученным высокомолекулярным препаратам
проводили на образцах хитина (“ICN”, США) и
хитозана (“ICN”) с известным содержанием азота
и свободных аминогрупп (табл. 3), а также альбу�
мина. Контрольные измерения количества ами�
ногрупп в образцах показали, что избранный ме�

тод анализа может быть применен к сшитым
структурам. Для хитозана данные, полученные
методом неводного титрования, и результаты эле�
ментного анализа полностью согласуются между
собой (табл. 3). Этот вывод также подтверждают
данные анализа хитина и альбумина. Установле�
но, что доля свободных аминогрупп в первом со�
ставляет 27, а во втором – 11% (табл. 3). Результа�
ты анализа хитина на содержание неацетилиро�
ванных аминогрупп полностью соответствуют
данным других исследователей [9], а результаты
анализа альбумина – представлениям о содержа�
нии свободных аминогрупп в белках (~10%), ко�
торые принадлежат заряженным остаткам арги�
нина и лизина [36, 37].

Результаты неводного титрования препаратов
клеточных стенок свидетельствуют о том, что они
содержат от 0.36 до 0.66 мМ аминогрупп на 1 г су�
хой массы клеточных стенок в зависимости от зо�
ны таллома, т.е. от 14 до 31% от общего количе�
ства азота в экстраклеточном компартменте

(  × 100, табл. 4) соответственно. Эти резуль�

таты показывают, что в полимерной структуре
клеточной стенки P. aphthosa, помимо структур�
ных белков, присутствуют и другие азотсодержа�
щие полимеры, имеющие свободные аминогруп�
пы. Известно, что содержание последних в белках
растительных организмов составляет не более
10% [36, 37]. В соответствие с данными литерату�
ры о составе клеточной стенки лишайников и на
основании полученных результатов можно пола�

NNH2

Nкс

����������

Таблица 3. Содержание свободных аминогрупп 

общего азота (N) и доля свободных аминогрупп

 в хитине, хитозане и альбумине*

Образец N  × 100

Хитин 1295 ± 84 5057 ± 50 27

Хитозан 680 ± 33 650 ± 25 104

Альбумин 1330 ± 100 11500 11

*  и N выражены в микромолях азота на 1 г сухой массы

образца,  × 100, %. N – рассчитано по данным элемент�

ного анализа в соответствии с формулой N =  Приве�

дены средние значения трех независимых опытов и их стан�
дартные отклонения.

NNH2
( ),

NNH2

N
����������� 100×⎝ ⎠
⎛ ⎞

NNH2

NNH2

N
�����������

NNH2

NNH2

N
�����������

N %( )

1.4
������������.

Таблица 4. Содержание свободных аминогрупп  общего азота (N) и доля свободных аминогрупп

 в препаратах клеточных стенок и хитин�глюкановых комплексов, выделенных из разных зон тал�

лома Р. aphthosa*

Зона таллома

Клеточная стенка Хитин�глюкановый комплекс

N N

Апикальная 355 ± 76 2450 14 1266 ± 41 3857 33

Медиальная 406 ± 58 2350 17 1307 ± 10 3500 37

Базальная 655 ± 92 2086 31 1354 ± 31 2500 54

*  и N выражены в микромолях азота на 1 г сухой массы образца,  %. N – рассчитано по данным элемент�

ного анализа в соответствии с формулой N =  Приведены средние значения трех независимых опытов и их стандарт�

ные отклонения.

NNH2
( ),

NNH2

N
����������� 100×⎝ ⎠
⎛ ⎞

NNH2

NNH2

N
����������� 100× NNH2

NNH2

N
����������� 100×

NNH2

NNH2

N
����������� 100,×

N %( )

1.4
������������.



344

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 48  № 3  2012

МЕЙЧИК, ВОРОБЬЁВ

гать, что у P. aphthosa отличные от белков полиме�
ры оболочки являются хитин�глюкановыми ком�
плексами.

В изолированных из таллома P. aphthosa хи�
тин�глюкановых комплексах содержание свобод�
ных аминогрупп незначительно увеличивалось от
апикальной к базальной зоне от 1.26 до 1.35 мМ
на 1 г сухой массы хитин�глюканового комплекса
соответственно, но степень деацетилирования
этих комплексов резко различалась (табл. 4). В
хитин�глюкановом комплексе апикальной зоны
степень деацетилирования составляла 33%, тогда
как комплекс базальной зоны содержал прибли�
зительно равное количество свободных и ацети�
лированных аминогрупп.

Предполагая, что изолированные хитин�глю�
кановые комплексы состоят только из хитина,
хитозана и глюкана, используя данные табл. 4,
рассчитано содержание углерода и водорода в
них. Сопоставление расчетных данных (данные
не приведены) с результатами элементного ана�
лиза показало, что показатели совпадают в преде�
лах 3–8% относительной погрешности. Оценка
дает основание предполагать, что в полученных
препаратах отсутствует внутриклеточное содер�
жимое и неструктурные компоненты клеточных
стенок.

Таким образом, нами был выделен хитин�глю�
кановый комплекс из клеточных стенок лишай�
ника P. aphthosa. Показано, что с возрастом доля
хитин�глюканового комплекса в клеточных стен�
ках увеличивалась, при этом массовая доля хити�
на больше в апикальной зоне, чем в базальной.
Хитин�глюкановые комплексы из разных частей
таллома отличались и по числу деацетилирован�
ных аминогрупп. В базальной зоне их количество
было почти в два раза больше, чем в апикальной.
Рассмотренные методы выделения и анализа хи�
тин�глюкановых комплексов могут быть исполь�
зованы при изучении других лихенизированных
грибов для установления возможности их исполь�
зования в качестве исходного сырья для получе�
ния хитинсодержащих комплексов.
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Российского фонда фундаментальных исследова�
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Chitin–Glucan Complex in Cell Walls 
of the Peltigera aphthosa Lichen
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Abstract—Cell walls and chitin–glucan complexes isolated from uneven�aged components of the thallus of
the Peltigera aphthosa lichen were studied. The mass fraction of the cell wall and chitin–glucan complexes
increased with age, but the content of nitrogen in these structures decreased with age. The basal area of the
thallus was characterized by the largest mass fraction of the chitin–glucan complex from the dry mass of the
thallus; the apical area, by the largest mass fraction of chitin in the complex. It was demonstrated that in
P. aphthosa, the degree of deacetylation of chitin in the complex (depending on the age) was 33 and 54% in
the apical and basal areas, respectively. The suggested method of functional analysis of chitin–glucan com�
plexes for the presence of free amino groups in them can be used for studying other lichenified fungi.
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