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蛋白酶对甲壳素制备的影响及不同甲壳素的性质比较  
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摘要：本文研究了发酵法和乙酸结合酸性蛋白酶（酶法）提取甲壳素过程中蛋白酶活力对灰分脱除的影响，并进一步比较了酶

法、发酵法和化学法提取的甲壳素的性质差别。研究结果表明：蛋白酶可促进甲壳素中灰分的脱除。酶法和发酵法甲壳素各项指标均

很接近，但与化学法甲壳素有一定差异。其中，酶法和发酵法甲壳素中蛋白质含量分别为 5.80%和 5.91%、灰分含量分别为 1.08%和

1.02%、结晶度分别为 85.8%和 86.4%及溶液黏度分别为 57 mPa·s 和 59 mPa·s 均明显高于化学法甲壳素，而化学法甲壳素中蛋白质含

量为 1.24%，灰分含量为 0.23%，结晶度为 79.8%及溶液黏度为 48 mPa·s；而前二种甲壳素的脱乙酰度低于化学法提取的甲壳素。以

上说明酶法和发酵法对甲壳素分子的降解和脱乙酰作用以及结晶结构的破坏均较小。 
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Abstract: In this study, the influence of protease activity on the removal of ash during chitin extraction by acetic acid in combination with 

protease (enzymatic method) and fermentation methods was investigated. The characteristics of the chitins extracted by chemical, enzymatic, 

and fermentation methods were further compared. The results indicated that protease activity could facilitate the removal of ash. The chitins 

extracted using the enzymatic and fermentation methods were very similar in all indices but showed obvious difference from the chitin extracted 

by the chemical method. The protein content, ash content, degree of crystallinity, and solution viscosity of the chemically extracted chitin were 

1.24%, 0.23%, 79.8%, and 48 mPa·s, respectively. In contrast, the corresponding data for the chitins obtained using enzymatic and fermentation 

methods were 5.80% and 5.91%, 1.08% and 1.02%, 85.8% and 86.4%, and 57 and 59 mPa·s, respectively. The parameters for the enzymatic and 

fermentation methods were obviously higher than those of the chemically extracted chitin. However, the deacetylation degree of the chemically 

extracted chitin was higher than that of the other two types of chitin. These facts indicate that the enzymatic and fermentat ion processes cause 

less degradation, deacetylation, and damage to crystallinity of chitin molecules than the chemical process. 
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虾头虾壳中主要含有甲壳素、灰分及蛋白质等。

甲壳素的传统生产方法是化学法，即以盐酸、氢氧化

钠交替处理虾头虾壳脱除其中的蛋白质和灰分得到甲

壳素；近年出现了乳酸菌等微生物发酵法和酶法提取

甲壳素的技术。化学法工艺简单，但污染极为严重，

蛋白质等成分无法回收，且甲壳素降解比较严重；发

酵法和酶法反应条件温和，避免了污染，且可以回收 
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蛋白质、钙、虾青素等成分。本课题组[1~2]曾针对乳酸

菌发酵法制备甲壳素的技术进行过系统研究，筛选到

一株嗜酸乳杆菌 SW01，以该菌发酵虾头虾壳可高效

脱除其中的蛋白质和灰分，获得甲壳素。本课题组在

前期研究中发现，在以乳酸菌发酵时，虾头虾壳中的

蛋白质和灰分的脱除呈现出同步变化的现象，因此曾

推测蛋白质的脱除有利于灰分的脱除,发酵体系中的

蛋白酶在脱除蛋白质的同时，也促进了灰分的脱除[2]，

本论文对此推测进行了验证研究。由于提取方法的不

同，得到的甲壳素的性质可能有一些区别。对于化学

法提取的甲壳素的性质已经研究得很充分，但对于酶

法和发酵法提取的甲壳素性质的研究还相对较少，尤
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其是关于不同提取的甲壳素的性质差异方面的研究就

更少，目前国际上仅见少量报道涉及上述问题。

M.Susana Cortizo[3]，Rodrigo L Lavall[4]等用化学法从

鱿鱼骨中提取 β 甲壳素，并对 β 甲壳素的性质作了比

较详细的研究。Sureerat Phuvasate[5]，Woo-Jin Jung[6]

等比较了乳酸菌发酵法和化学法得到的甲壳素中蛋白

质和灰分的含量，没有比较所得甲壳素的粘度、脱乙

酰度、分子质量及结晶度。Neith Pacheco[7]等比较了

化学法和乳酸菌发酵法得到的甲壳素的蛋白质和灰分

的含量，分子质量及结晶度，没有比较粘度及脱乙酰

度。因此本文从蛋白质和灰分残留量、溶液粘度、脱

乙酰度及结晶度等方面对化学法、发酵法以及酶法提

取的甲壳素进行了比较。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

汕头市侨丰集团有限公司提供的南美白对虾

（Litopenaeus vannamei，即凡纳对虾）的虾头虾壳，

经塑料袋密封包装后存放在温度为-20 ℃的冰箱内储

藏。 

1.2  试剂及仪器设备 

酸性蛋白酶，SUKAPro AC,由米曲霉发酵产生，

由苏柯汉（潍坊）生物工程有限公司专业生产的，酶

制剂， 100000 U/g ；嗜酸乳杆菌（Lactobacillus 

acidophilus SW01），本实验室从虾头虾壳中筛选；盐

酸，氢氧化钠，N-甲基-2-吡咯烷酮，N,N-二甲基乙酰

胺，氯化锂、吐温 80、葡萄糖、冰乙酸、七水硫酸镁、

硫酸锰、乙酸钠、磷酸氢二钾、柠檬酸二铵，均为 AR；

蛋白胨、牛肉膏、酵母膏，均为生化试剂。 

凯氏定氮仪，Foss公司；粘度计，SNB-1；傅里

叶红外光谱仪，BRUKER Vector 22；X 衍射仪，Philips 

SEM 505 

1.3  实验方法 

1.3.1  发酵法提取甲壳素中蛋白酶活力对灰分

含量的影响研究 

将虾头虾壳置于 45 ℃水浴中 3 h，令其自溶，离

心后分离上清液和残渣，上清液即为自溶液，此时自

溶液中只含有虾头虾壳内源性蛋白酶，以自溶液配制

下列（1）~（6）液体；残渣煮沸 5 min，以钝化所有

的酶，洗净晾干备用。 

（1）取100 mL分离出的自溶液，加入 5%葡萄

糖（m/m），并添加50 μL 10%的青霉素（体系中的青

霉素的浓度为 50 μg/mL），此时体系内只含有虾头虾

壳内源性蛋白酶，测定酸度。 

（2）另取 100 mL分离出的自溶液，加入 5%葡

萄糖（m/m），接种10%嗜酸乳杆菌 SW01 在40 ℃条

件下发酵 48 h，添加 50 μL 10%的青霉素，发酵液备

用，此时发酵液中含有虾头虾壳内源性蛋白酶和

SW01 蛋白酶，测定酸度。 

（3）再取 100 mL分离出的自溶液将其灭菌后，

加入 5%葡萄糖，接种 10%嗜酸乳杆菌SW01 在 40 ℃

条件下发酵 48 h，添加 50 μL 10%的青霉素，发酵液

备用，此时发酵液中只含有 SW01 蛋白酶，测定酸度。 

调整（1）、（2）、（3）的葡萄糖和乳酸量相同。 

（4）未加青霉素的（1）100 ℃灭酶 5 min，然后

加入抗生素，备用（已无蛋白酶）。 

（5）未加青霉素的（2）100 ℃灭酶 5 min，然后

加入抗生素，备用（已无蛋白酶）。 

（6）未加青霉素的（3）100 ℃灭酶 5 min，然后

加入抗生素，备用（已无蛋白酶）。 

分别取 20 mL上述（1）~（6）液体，与1 g上述

残渣混合，并模拟嗜酸乳杆菌SW01 发酵虾头虾壳时

酸度随时间的变化水平[2]，并分别于 0、12、24、36、

48 h 用乳酸将各反应体系的酸度调至 0.98、19.64、

44.63、33.52、46.54 mmol/100 mL，各体系加入乳酸

的时间和体积完全一致。然后于反应的 0、2、4、8、

12、24、48 h 取样测定残渣中的灰分含量。 

1.3.2  酶法制备甲壳素中灰分含量和蛋白质含

量相关性分析 

虾头虾壳解冻后，45 ℃摇床自溶3 h。然后用纱布

过滤，滤渣用蒸馏水清洗干净后，烘干备用。称取烘

干的虾头虾壳，先加入20%的乙酸溶液，当反应至无

气泡产生时，先调节pH至3.0左右，再加入SUKA酸性

蛋白酶，调节pH至3.5，然后45 ℃水浴中反应48 h，期

间定时调节pH维持在3.5，取出后用蒸馏水清洗滤渣，

直至洗涤液无色中性，即得甲壳素。以甲壳素中灰分

含量为横坐标，蛋白质含量为纵 

坐标，画出蛋白质含量关于灰分含量的函数图

像，根据函数图像，判断二者是否具有相关性。 

1.3.3  化学法制备甲壳素 

虾头虾壳解冻后用5%盐酸室温下反应1 h，纱布

过滤洗净后，加入4%氢氧化钠90 ℃水浴1 h，过滤洗

净后再加入5%盐酸室温下反应0.5 h，过滤洗净后再加

入4%氢氧化钠90 ℃水浴0.5 h，过滤洗净后加入1%高

锰酸钾50 ℃脱色75 min，过滤洗净后加入1%草酸还原

30 min，洗净干燥后即得甲壳素，反应过程料液比均

为1:5。 
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1.3.4  发酵法制备甲壳素的工艺 

按照文献[2]的条件制备甲壳素，即取 100 μL的菌

悬液接入含有 8 mL MRS 液体培养基的试管中，37 ℃

下活化 16~18 h，观察有浑浊或试管底部有沉淀即生

长良好。再取 1 mL 活化后的菌悬液接种到 100 mL 

MRS 液体培养基中于 37 ℃培养16 h。发酵时称取 100 

g 解冻后的虾头虾壳，加入 10%的菌种，15%的葡萄

糖，固液比为 1:0.5，初始 pH 7.0，于40 ℃发酵 72 h，

按 1.3.3 方法脱色后，洗净烘干即得甲壳素。 

1.3.5  酶法制备甲壳素的工艺 

虾头虾壳解冻后，45 ℃摇床自溶3 h。然后用纱

布过滤，滤渣用蒸馏水清洗干净后，烘干备用。称取

烘干的虾头虾壳，先加入 20%的乙酸溶液，当反应至

无气泡产生时，先调节 pH至 3.0 左右，再加入酸性蛋

白酶，调节 pH至 3.5，然后 45 ℃水浴中反应 48 h，

期间定时调节 pH维持在 3.5，取出后用蒸馏水清洗滤

渣，直至洗涤液无色中性。按1.3.3方法脱色后，洗净

烘干即得甲壳素。 

1.3.6  甲壳素中灰分含量的测定 

采用灼烧称量法测量甲壳素中的灰分（参考 GB/T 

5009.4-2010）。 

1.3.7  甲壳素中蛋白质含量的测定 

称取1 g左右干燥的虾头虾壳，加入30 mL 4%的

NaOH溶液，加盖保鲜膜，于95 ℃水浴60 min，取出

后过滤，保留滤液。重复上述操作一次，合并二次的

滤液，定容至100 mL[8]，然后以凯氏定氮法测定蛋白

质浓度（按GB/T 5009.5-2010）。 

1.3.8  甲壳素溶液粘度的测量 

（1）酰胺体系中[3]：取 5 g氯化锂溶解到适量 N-

甲基吡咯烷酮和 N-N 二甲基乙酰胺中，然后各自定容

到 100 mL，称取 1 g 甲壳素溶解到这两种体系中，在

常温下搅拌 48 h，然后离心去掉不溶的甲壳素，干燥

后称重，把溶液的浓度稀释到 0.1%，用粘度计测粘度。

剪切速率为 50 m/s，21 #转子。 

（2）氢氧化钠/尿素/水体系：称取 8 g氢氧化钠，

4 g尿素溶解到适量水中，然后定容到 100 mL，称取

1 g 甲壳素溶解到该体系中，在-20 ℃冷冻 4 h，然后

解冻，如此反复 3 次，然后离心去掉不溶的甲壳素，

干燥后称重，把溶液的浓度稀释到0.1%，测量条件同

上。 

1.3.9  甲壳素结晶度的测量 

X 射线衍射法（XRD），采用 CuKa 射线，在40 kV、

30 mA条件及衍射角2θ=10º~60º测定甲壳素的衍射谱

图，本文根据 Neith Pacheco 等[7]的方法，选择甲壳素

最强吸收峰(110)晶面结晶指数及结晶度，来判断不同

方法得到的甲壳素的结晶度的大小，计算公式如下： 
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I
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cos0

ap[110]




K
D  

注：ICR-甲壳素在(110)晶面的结晶度；Dap-甲壳素在(110)

晶面的结晶尺寸；I110-2θ 为 20°左右最强衍射峰的强度；Iam-2θ

为 16°处无定形漫散射峰的强度；β0-在结晶峰最大值处的半峰

宽；θ-与结晶峰对映的布格拉角的一半；λ-辐射波长；K-常数，

0.9 

1.3.10  甲壳素脱乙酰度的测量 

傅里叶红外光谱法（FT-IR），采用溴化钾压片法。

把甲壳素粉末和溴化钾粉末置于玛瑙研钵中，研成极

细的粉末，然后用模具压成透明的片状，再进行红外

吸收光谱测定。测定范围是500~4000 cm-1。 

1.4  数据分析 

所有测定均重复三次，结果以平均值±标准偏差

表示。平均测定的平均值及标准偏差分别通过

Microsoft Excel 2007中的AVERAGE及STDEV.S函数

计算。组间数据采用Levene test检测方差齐性，若方

差齐，则后续采用Duncan方法比较组间差异。所有统

计分析均采用SPSS 16.0 统计软件（SPSS Inc.,Chicago, 

IL, USA）完成，p<0.05被认为差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  发酵法提取甲壳素过程中蛋白酶活力对

灰分含量的影响 

本课题组曾筛选到一株嗜酸乳杆菌SW01 用于发

酵虾头虾壳提取甲壳素[1]，该菌不仅产酸快，而且有

较高的蛋白酶活力，以 SW01发酵虾头虾壳可有效脱

除灰分和蛋白质获得甲壳素。在甲壳类动物的外壳中，

灰分和蛋白质等成分交织在一起；在以SW01 发酵虾

头虾壳时，也曾发现灰分和蛋白质的脱除呈现同步变

化的趋势，因此，笔者曾推测较高的蛋白酶活力将使

蛋白质更易于脱除，从而使灰分更多地暴露出来，进

而被发酵产生的乳酸溶解脱除[2]（蛋白质、矿物质和

甲壳素三者是交织在一起的，脱除蛋白质的同时，破

坏了彼此之间的作用力，从而有利于灰分的脱除）。本

文进一步以实验验证这一推断，实验结果如图 1所示。

由图 1 可知，灭酶的 3 个样品中灰分含量始终基本一

致，且一直高于含有蛋白酶的 3 个样品；2 号样品中

即含有虾头内源蛋白酶又含有嗜酸乳杆菌 SW01的蛋
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白酶，其灰分含量始终最低；1 号和 3 号样品中分别

只含有虾头内源蛋白酶和SW01 的蛋白酶，其灰分含

量始终处于中间。方差分析表明，除了灭酶的 3个样

品外，其他各样品的灰分含量均存在显著性差异

（p<0.05）。上述现象说明，虽然各样品的酸度一直保

持一致，但蛋白酶活力差别也会影响到甲壳素中灰分

的脱除，蛋白酶活力高有利于灰分脱除。以乙酸代替

乳酸，并添加酸性蛋白酶处理虾头虾壳，也发现了同

样的现象，即添加酸性蛋白酶不仅提高了蛋白质的脱

除率，而且也提高了灰分的脱除效果[9]，结果如图2、

3 所示。 

 
图 1 蛋白酶活力对灰分含量的影响 

Fig.1 The influence of protease activity on ash content 

 
图 2 经乙酸及四种酸性蛋白酶共同处理后甲壳素中灰分的含

量[9] 

Fig.2 The ash contents of chitins treated by acetic acid with four 

different acidic proteases [9] 

进一步对虾头虾壳中蛋白质含量和灰分含量进行

相关性分析，结果如图 4 所示。从图 4的统计结果可

以看出，蛋白质含量表现为灰分含量的二次多项式函

数，且相关系数 R2=0.84797，模型显著，即灰分含量

和蛋白质含量表现为抛物线相关，说明脱除蛋白质的

同时有利于灰分的脱除。 

上述实验结果验证了笔者前面的推断，同时也提

示以有机酸和蛋白酶处理虾头虾壳应该可以达到与乳

酸菌发酵类似的效果。 

 

图 3 经乙酸及四种酸性蛋白酶共同处理后甲壳素中蛋白质的

含量[9] 

Fig.3 The protein contents of chitins treated by acetic acid and 

four different acidic proteases [9] 

 
图 4 甲壳素中灰分含量与蛋白质含量的相关性分析

[9]
 

Fig.4 The correlation between ash content and protein content 

[9] 

2.3  不同甲壳素的性质比较 

本论文前述研究表明，以乙酸结合酸性蛋白酶处

理虾头虾壳同样可以获得甲壳素，但以这种方法获得

的甲壳素与化学法和乳酸菌发酵法获得的甲壳素之间

是否存在质量或性能方面的差异？本文对这三种甲壳

素进行了详细比较研究。 

由表 1 可以看出，制备方法不同，得到的甲壳素

中蛋白质和灰分含量也有差别。化学法得到的甲壳素

中蛋白质和灰分含量分别为 1.24%和 0.23%，明显低

于酶法和发酵法提取的甲壳素（其中蛋白质含量为别

为 5.8%、5.91%，灰分含量分别为 1.08%、1.02%），

且差异显著（p<0.05）。而酶法和发酵法制备的甲壳素

中蛋白质和灰分含量差异不显著（p>0.05）。 

化学法是在强酸强碱的交替作用下进行的，酸碱

的浸泡能使甲壳素表面晶体结构溶胀，甲壳素微纤维

强度降低，有利于酸碱进入甲壳素分子内部，从而有

利于蛋白质和灰分的脱除[10~11]。酶法提取甲壳素的过

程中，在酸性蛋白酶的作用下，大部分蛋白质被分解， 
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在 20%乙酸中浸泡48 h 后，不仅能脱除大部分灰分，

而且能使甲壳素的角质层软化，有利于酶分子进入甲

壳素分子内部，脱除剩余蛋白质。发酵法则是利用

Lactobacillus acidophilus SW01 在发酵过程中产生大

量的乳酸和一些蛋白酶并结合虾头中内源性蛋白酶的

作用，脱除蛋白质和灰分。该过程产生的大量乳酸不

仅有利于灰分的脱除，而且可以使甲壳素的角质层软

化，有利于酶分子的进入。酶法和发酵法都是利用有

机酸结合蛋白酶的作用提取甲壳素，与化学法相比，

反应条件较温和，所以蛋白质和灰分的脱除效果比化

学法差，所得甲壳素中蛋白质和灰分含量高于化学法。 

表 1 不同方法提取的甲壳素中蛋白质和灰分含量 

Table 1 The protein and ash contents of chitins extracted by 

different methods 

成分 化学法 酶法 发酵法 

灰分/% 0.23±0.02 1.08±0.01 1.02±0.03 

蛋白质/% 1.24±0.05 5.8±0.05 5.91±0.06 

2.4  不同甲壳素的溶液粘度比较 

 
图5 不同方法提取的甲壳素在三种溶剂中的粘度 

Fig.5 The solution viscosities of chitins extracted by different 

methods 

从图5可以看出，化学法得到的甲壳素的溶液粘度

小于酶法和发酵法的，且差异显著（p<0.05），而酶法

和发酵法得到的甲壳素的粘度相似（p>0.05）。化学法

制备甲壳素的过程中，经过强酸强碱的浸泡后，甲壳

素的表面晶体结构溶胀，酸碱分子可以进入甲壳素分

子内部，盐酸对糖苷键的水解作用较强，导致甲壳素

分子的主链发生部分降解，使甲壳素的分子质量减小，

粘度降低；而酶法和发酵法的处理条件相对于温和，

乙酸和乳酸对甲壳素主链结构的影响小于盐酸，所以

酶法和发酵法得到的甲壳素的粘度高于化学法。 

2.5  不同甲壳素的脱乙酰度比较 

在甲壳素的红外光谱中，3485 cm-1左右是 O-H的

伸缩振动吸收峰，3263 cm-1 左右是 N-H的伸缩振动吸

收峰，这两个吸收峰的强度受氢键的影响比较大。1659 

cm-1 左右是酰胺Ⅰ谱带（C=O）的吸收峰,酰胺Ⅰ带的

吸收峰与甲壳素的晶型有关。1557 cm-1 左右是酰胺Ⅱ

谱带，在酰胺Ⅱ的吸收峰随着脱乙酰度的增加逐渐减

弱，因此酰胺Ⅱ的吸收峰与甲壳素的脱乙酰度紧密相

连[12]。 

 

图6 不同方法提取的甲壳素的脱乙酰度 

Fig.6 The degree of deacetylation of chitins extracted by 

different methods 

从图 6 可以看出，本文制备的 3种甲壳素在1557 

cm-1 处均有吸收峰，但化学法制备的甲壳素的峰强度

低于酶法和发酵法制备的甲壳素，由于随着脱乙酰度

的增加，甲壳素在1557 cm-1处的吸收峰逐渐减弱，说

明化学法制备的甲壳素的脱乙酰度高于酶法和发酵法

制备的甲壳素。同时化学法制备的甲壳素在3485 cm-1

处 O-H和 3263 cm-1 处N-H的伸缩振动吸收峰的强度

低于酶法和发酵法制备的甲壳素，说明化学法在提取

过程中，甲壳素分子间氢键破坏较严重，分子间氢键

作用力减弱，吸收峰强度减弱，这使得氢氧化钠更容

易接触并脱除甲壳素分子上的乙酰基，所以得到的甲

壳素的脱乙酰度高于酶法和发酵法。但是酶法和发酵

法制备的甲壳素在 1557 cm-1 处的吸收峰强度相差不

大，得到的甲壳素可能具有相接近的脱乙酰度。 

2.6  不同甲壳素的结晶度比较 

从图 7 可以得出，化学法、酶法和发酵法得到的

甲壳素在（110）晶面都有很强的衍射峰，但是酶法和

发酵法得到的甲壳素在（110）晶面的峰强度大于化学

法制备的甲壳素，且二者强度相当。由表 2的计算结

果可知，化学法得到的甲壳素在（110）晶面的结晶度

和酶法及发酵法差异显著（p<0.05），而酶法和发酵法

得到的甲壳素结晶度相似（p>0.05）。化学法在提取甲

壳素的过程中，盐酸和氢氧化钠使甲壳素溶胀，并进

入甲壳素分子内部，使晶面距离增大，结晶度降低，

可观察到甲壳素的 X 射线衍射峰强度减弱；而酶法和

发酵法中酶分子不能有效的进入颗粒内部，致使反应

化

学法 

1557cm-1 
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过程主要集中在甲壳素颗粒表面的无定型区域，无法

充分进行反应，所以酶法和发酵法得到的甲壳素在

（110）晶面的峰强度大于化学法。 

 
图7 不同方法提取的甲壳素的结晶度 

Fig.7 The crystallinities of chitins extracted by different 

methods 

所得数据根据MDI Jade（Jade，5.0，Materials Data 

Inc，Japan）软件处理，计算结果如表2所示。 

表2 甲壳素在特征衍射峰(110)晶面尺寸及结晶度 

Table 2 The crystallinity and crystalline size of chitin using 

diffraction (110) 

方法 (110)2θ Dap/nm ICR/% 

化学法 19.1º 2.57 79.8 

酶法 19.2º 2.13 85.8 

发酵法 19.24º 2.08 86.4 

3  结论 

3.1  发酵过程中蛋白酶在脱除蛋白质的同时有利于

灰分的脱除，且人为地添加酸性蛋白酶和乙酸也有利

于蛋白质和灰分的脱除，发酵法和酶法中脱除蛋白质

的同时均有利于灰分的脱除，且统计结果表明，脱除

灰分和脱除蛋白质之间存在相关性。 

3.2  酶法和发酵法得到的甲壳素中蛋白质和灰分含

量、溶液的粘度、脱乙酰度及结晶度相似（p>0.05），

但与化学法得到的甲壳素有显著差异（p<0.05），说明

酶法和发酵法得到的甲壳素性质相似。 
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