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木瓜蛋白酶水解克氏原螯虾虾壳提取虾青素的研究

钱飞, 刘海英, 过世东
*

(江南大学食品学院, 江苏 无锡 214122)

摘 要: 研究以克氏原螯虾壳为原料,利用木瓜蛋白酶对其水解提取虾青素,通过单因素试验和中

心点实验设计试验优化最佳酶解工艺条件。结果表明, 酶解最适条件为:酶解温度 48 5 、pH 值

5 8、酶活力为 2 522U/ g、水解时间 63min、配液与底物固比 2 1( g  mL) ,每克湿虾壳含总类胡萝

卜素 115 76 g ,比用酸处理法提取量提高 13 82%。高效液相检测其虾青素质量浓度达到 13 06

g/ dL ,显著提高了萃取物中虾青素浓度,为虾的废弃物的综合利用提供了新的途径。
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The Application of Papain in Astaxanthin Extraction from Crayfish Shell

QIAN Fei, LIU Hai ying, GU O Shi dong
*

( Schoo l of Food Science and T echnoloqy, Jiangnan Univer sity, Wux i 214122, China)

Abstract:T he aim of this study is to develop a astaxanthin ex t ract ion pr ocess f rom hydro lyzing

the Cray fish shell by papain. For this, the opt imal hydrolyzed condit ions w as determined by the

single facto r test and the central point experimental design and the optimum condit ions as

fellows: temperature 48. 5, pH 5. 8, E/ S 2522U / g, hydrolyzed t ime 63 min, L / S 2: 1. A higher

caro tenoids amount and density achieved at 115. 761 g. g- 1 and 13. 06% , respectively. T he

amount w as higher 13. 8% than that o f the amount ex t racted by acid t reatment The results

pr esented here provided a new technolo gy pro cess for comprehensive ut ilizat ion of shr imp w aste.

Key words: astax anthin, papain, cent ral point for experimental design, cr ay fish shell

虾青素 ( astax anthin) ,学名为 3, 3! 二羟基 4,

4! 二酮基 , !胡萝卜素, 属于叶黄族 ( x antho

hy lls) 酮式类胡萝卜素, 易溶于有机溶剂, 难溶于

水,具有独特的着色、抗氧化、防癌
[ 1 2]
、促进抗体产

生、抵御紫外线、带维生素 A 活性、改善视力、免疫

力、色素形成和神经连通以及改善生育等功能 [ 3]。

虾青素广泛存在于自然界中, 如: 大多数甲壳类动

物和鲑科鱼类体内,植物的花中以及火烈鸟的羽毛

中等,起显色作用。绝大多数海产甲壳动物和鱼类

等自身不能合成虾青素, 而仅通过食物链从海洋微

藻、浮游动植物获取 [ 4] , 从而在其体内富集。文献

资料表明: Ssahindr anm 等
[ 5]
在印度洋海域的甲壳

纲动物中,发现虾青素及其酯占总类胡萝卜素的质

量分数为 65. 5% ~ 67. 6%; Gladisn 等 [ 6] 通过实验

证明在墨西哥弯捕获的龙虾中,虾青素双酯、单酯、

游离虾青素及叶黄素分别占总类胡萝卜素的质量



分数为 7. 0%、12%、10%、8%。

目前,提取虾青素的方法有很多, 姜启兴等

( 2003年) [ 7]报道了目前国内外从甲壳类水产品加

工下脚料中提取虾青素的提取方法有碱提法、油溶

法、有机溶剂法、超临界 CO2萃取法。

克氏原螯虾俗称小龙虾, 在我国分布广, 捕捞

量大,加工后的废弃物占原料的 70% ~ 85% , 是提

取虾青素的一种良好来源。但是在国内的小龙虾

加工中,虾壳除提取壳聚糖外,绝大多数被废弃, 造

成资源浪费和环境污染, 不利于其综合利用。

本文采用木瓜蛋白酶酶解克氏原螯虾虾壳提

取虾青素,利用酶法脱蛋白, 其化学试剂用量少, 蛋

白质回收容易。同时, 木瓜蛋白酶可选择性降解甲

壳素的 GIcNAc GleN 糖苷键, 有利于虾青素的提

取[ 8]。利用此方法回收虾青素, 经济可行, 污染小,

对克氏原螯虾的加工下脚料的综合利用具有重要

的意义
[ 9 10]
。

1 材料与方法

1 1 材料与仪器

克氏原螯虾壳(质量分数) (水分 54 39%、粗蛋

白 13 45%、灰分 25 88%、粗脂肪 1 93、其它

4 65%) , 江苏宝龙集团有限公司提供;

木瓜蛋白酶( 2 0 ∀ 106 U/ g) :购于广西南宁厐

博生物工程有限公司;虾青素标准样品:购于 sigma

公司;乙腈,色谱纯, 其余试剂纯度为分析纯。

RE 85Z 型旋转蒸发仪:上海青浦沪西仪器厂;

PW100型高速万能粉碎机:天津市泰斯特仪器有限

公司; 水浴恒温振荡器:江苏太仓实验仪器厂; 3K30

冷冻离心机: SIGMA 公司产品; Waters 600 高效液

相色谱仪:美国Waters公司产品; TU 1900双波长

紫外扫描仪:北京普析通用仪器有限公司产品。

1 2 试验方法

1 2 1 原料的预处理 将克氏原螯虾虾壳洗净,

沥干,用万能粉碎机粉碎备用。

1 2 2 酸处理提取法 虾壳 5 g, 往壳中加入 2

mol/ L 的盐酸 20 mL, 浸渍 24 h 后,用布氏漏斗双

层滤纸抽滤,并用水反复冲洗, 除去矿物质,将沉淀

物质装于棕色磨口瓶中,加丙酮 50 mL, 30 水浴振

荡7 h,其间每隔 3 h 更换丙酮 50 mL,合并提取液,

静置冷冻 2h,快速过滤除杂将所得的有机溶剂溶液,

稀释 10倍,在 474 nm测吸光值,重复试验 3次。

1 2 3 酶解提取流程 虾壳 5g #加缓冲液混合 #

调 pH #恒温水浴振荡木瓜蛋白酶酶解 #冰水浴冷

却#布氏漏斗双层滤纸抽滤#并反复用水冲洗(除

去矿物质) #沉淀物加入丙酮 25 mL #置入超声波

清洗池10 min #摇床常温振荡1 h #冷冻离心机在
10 000 r/ m in, 4 下离心 10 m in #取上清液定容至

25 mL 的容量瓶中 #稀释 10倍后,在 474 nm ,测其

吸光值。

1 2 4 分光光度法测定 采用丙酮为提取剂, 先

称取一定质量的虾青素标准样品, 溶于丙酮, 配制

成虾青素标准溶液,于 400~ 700 nm 光波长范围内

扫描最大吸收波长及吸光值。试验结果为,虾青素

在丙酮溶液中的最大吸收波长为 474 nm, 标准曲线

方程为:

y= 0 227 6x 0 157 3( R 2= 0 99 )

式中: x 表示虾青素质量浓度( g / mL) , y 表示对应

的吸光度,线性回归相关系数显著, 虾青素质量浓

度在 0~ 6 g / mL 范围内具有线性关系。

样品的测定:按照标准曲线绘制的操作条件测

定其吸光度,从标准曲线中查出稀释液中总类胡萝

卜素浓度。总类胡萝卜素提取量的计算公式:

W ( g ∃ g 1
)=

c ∀ N ∀ V
m

式中: c为稀释液中总类胡萝卜素质量浓度, 单位:

g/ mL; N 为稀释倍数,本实验中为 10; V 为定容后

的体积, 本实验选取 25 mL; m 为虾壳的质量, 单

位: g。

1 2 5 高效液相对虾青素检测 标准品溶液: 称

取虾青素标品 10 mg,少量二氯甲烷溶解后,用乙腈

定容到 100 mL 容量瓶。

样品: 丙酮提取液, 用 50 mL 石油醚萃取, 40

水浴真空旋转蒸发浓缩至 2mL。

色谱条件: 色谱柱为 Symmtry C18( 3 9 ∀ 150

mm) ;流动相甲醇 % 水 ( 90: 10, V/ V ) , 体积流量

0 8mL/ min,柱温为 30 , 检测波长 480 nm, 进样

量为 5 m。

虾青素的定量:虾青素的质量= 化合物的峰面

积与外标(标准品)的峰面积比 ∀ 外标(标准品)浓

度。

1 2 6 试验设计 首先研究不同酶解温度酶解 T、

pH、酶解时间 t、酶与底物比 E / S、酶解液固比对提

取类胡萝卜素量的影响。再根据单因素试验的结

果, 以提取类胡萝卜素量为指标, 采用中心点实验

设计,回归分析用 SAS 8 0完成。

2 结果与讨论

2 1 酸处理法提取虾青素

利用酸处理提取虾青素可从湿虾壳中提取总
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类胡萝卜素( 101 70 & 2 52) g/ g。

2 2 木瓜蛋白酶酶解对总类胡萝卜素提取量的影

响

2 2 1 酶解 pH 对总类胡萝卜素提取量的影响

在酶与底比为 2 500 U/ g, 50 水浴振荡,酶解时间

为 60 min, 液固比为 2  1( g  mL)的条件下, 考查

酶解 pH 对总类胡萝卜素提取量的影响。

图 1 酶解 pH对总类胡萝卜素提取的影响

Fig. 1 Eff ects of pH on the total carotenoids amount

图 1显示酶解 pH 对总胡萝卜素提取的影响。

当pH 值小于6 0时,总类胡萝卜素的提取量随 pH

值增大而增大; 当 pH 值小于 6 0时,总类胡萝卜素

的提取量随 pH 值增大而减小。说明适用于酶解克

氏原虾壳的 pH 值是弱酸性,在 pH ∋ 6 0时可能会

有最佳点出现。因此选择 pH 值在 5 5、6 0、6 5为

响应面试验水平。

2 2 2 酶解时间对总类胡萝卜素提取量的影响

酶与底比为 2 500 U/ g , 50 水浴振荡, 酶解 pH =

6 0, 液固比为 2: 1的条件下, 考查酶解时间对总类

胡萝卜素提取量的影响。

图 2 酶解时间对总类胡萝卜素提取的影响

Fig. 2 Ef fect of time on the total carotenoids amount

图 2显示酶解时间对总类胡萝卜素提取量的

影响,在初始 60 min 内, 总类胡萝卜素提取量明显

上升趋势,水解时间超过 60 min,随着时间的增加

提取量反而下降, 可能是随着时间的增加, 导致类

胡萝卜素的破坏。因此以水解时间 45、60、75 m in

为响应面分析实验水平。

2 2 3 酶与底物 E/ S 比对总类胡萝卜素提取量的

影响 酶解时间 60 min, 50 水浴振荡, 酶解 pH

= 6 0,液固比为 2 1( g  mL)的条件下,考查酶解

时的酶与底物比对总类胡萝卜素提取量的影响。

图 3 酶与底物比对总类胡萝卜素提取的影响

Fig. 3 Ef fect of the ratio of enzyme to substrate on the

total carotenoids amount

图 3表明了不同酶与底物比对总类胡萝卜素

提取的影响。在酶与底物比达到 2 500 U/ g 前, 随

着酶用量的增加, 水解速度加快, 总类胡萝卜素的

提取量呈明显上升趋势。当酶活力从 2 500 U / g 增

加到 4 000 U / g 时,总类胡萝卜素的提取量上升幅

度很小, 曲线基本趋于平缓。因此酶活力 2 250、

2 500、2 750 U / g 为响应面分析实验水平。

2 2 4 酶解温度对总类胡萝卜素提取的影响 酶

解时间 60 min,酶活力 2 500 U/ g ,酶解 pH = 6 0,

液固比为 2  1( g  mL)的条件下, 考查酶解温度对

总类胡萝卜素提取量的影响。

图 4 酶解温度对总类胡萝卜素提取的影响

Fig. 4 Effect of temperature on the total carotenoids amount

从图 4可以看出在20~ 50 ,总类胡萝卜提取

量随温度的升高而增加。50 的总类胡萝卜素提

取量达到最高。虾青素的提取量随及温度的升高

先增加而后减少, 这与虾青素多双键, 易被氧化或

断裂的结构性质有关。赵仪等
[ 11]
认为是由于虾青
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素的化学结构是由 4 个异戊二烯单位以共轭双键

形式联结,两端又有 2个异戊二烯单位组成的六元

环结构,这个长的共轭不饱和双键结构决定了光、

热、氧化物很容易破坏它的结构, 可见温度对其影

响十分明显。因此,酶解温度 45、50、55 为响应面

分析实验水平。

2 2 5 液固比对类胡萝卜素提取的影响 酶解时

间 60 min, 酶活力为 2 500 U / g ,酶解 pH= 6 0, 酶

解温度为 50 的条件下,考查酶解液固比对总类胡

萝卜素提取量的影响。

图 5 不同液固比对总类胡萝卜素提取的影响

Fig. 5 Effects of substance consistency on the total ca

rotenoids amount

图 5显示不同酶与底物比对总类胡萝卜素提取的

影响,可以看出在液固比 2: 1( g  mL)之前提取总

类胡萝卜素量随着液固比的升高而升高,而在液固

比为 2: 1后,总类胡萝卜素量开始下降。可能是液

固太小,振荡不能是酶与底物充分接触;液固过大,

导致底物浓度变小。为了生产效率的最佳,确定液

固比为 2: 1( g  mL)。

2 3 响应面分析结果

为了生产效率的最佳,确定液固比为 2  1, 在

响应面分析中考虑其它 4个因素对虾青素提取量

的影响。为找出影响虾青素提取量的主次因素, 对

以上 4因素进行响应面分析实验(见表 1)。

2 3 1 数据分析 采用响应面分析法对实验数据

进行设计, SAS软件分析及处理数据。

依据表 2的设计, 应用响应面分析法对虾壳酶

解工艺进行优化,得到回归模型的显著性检验及方

差分析结果。将所有影响不显著的项剔除,用 SAS

相应面回归程序, 回归拟合得到回归方程如下: 其

中 R
2
= 0 893 4

Y = 111 080 3 405X 1 - 11 326X 2 -

4 750X 1
2
- 7 069X 2

2
- 5 451X 3

2
- 4 225X 4

2

表 1 虾壳酶解中心点实验设计中变量的变化范围和水平值

Tab. 1 Variance and value of analysis of focal point for experimental design

因素 变量
变量的编码值及其对应的实际值

2 1 0 1 2

酶解温度( A ) T / X1 40 45 50 55 60

酶解 pH( B) X2 5. 0 5. 5 6. 0 6. 5 7. 0

酶活力(C) / ( U / g) X3 2 000 2 250 2 500 2 750 3 000

酶解时间(D ) / min X4 30 45 60 75 90

表 2 虾壳酶解工艺中心点实验设计

Tab. 2 Central point for experimental design for technology for enzymatich hydrolysis

试验号
变量的编码水平

A B/ min C/ U / g D /
指标值 Y

1 - 1 - 1 - 1 - 1 104. 39( 4. 79)

2 - 1 - 1 - 1 + 1 101. 97( 1. 04)

3 - 1 - 1 + 1 - 1 98. 71( 2. 53)

4 - 1 - 1 + 1 + 1 108. 97( 3. 91)

5 - 1 + 1 - 1 - 1 75. 44( 0. 67)

6 - 1 + 1 - 1 + 1 73. 06( 1. 29)
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续表 2

试验号
变量的编码水平

A B/ min C/ ( U / g) D /
指标值 Y

7 - 1 + 1 + 1 - 1 77. 81( 1. 10)

8 - 1 + 1 + 1 + 1 76. 14( 0. 94)

9 + 1 - 1 - 1 - 1 88. 88( 0. 60)

10 + 1 - 1 - 1 + 1 87. 70( 0. 88)

11 + 1 - 1 + 1 - 1 96. 17( 0. 61)

12 + 1 - 1 + 1 + 1 103. 73( 2. 44)

13 + 1 + 1 - 1 - 1 66. 34( 1. 00)

14 + 1 + 1 - 1 + 1 70. 09( 1. 23)

15 + 1 + 1 + 1 - 1 79. 16( 0. 93)

16 + 1 + 1 + 1 + 1 75. 01( 1. 05)

17 - 2 0 0 0 106. 38( 1. 34)

18 + 2 0 0 0 90. 23( 1. 92)

19 0 - 2 0 0 107. 62( 1. 21)

20 0 + 2 0 0 70. 44( 2. 09)

21 0 0 - 2 0 90. 80( 1. 98)

22 0 0 + 2 0 100. 20( 1. 10)

23 0 0 0 - 2 100. 08( 1. 21)

24 0 0 0 + 2 100. 73( 1. 37)

25 0 0 0 0 112. 27( 2. 54)

26 0 0 0 0 108. 16( 2. 54)

27 0 0 0 0 112. 81( 2. 54)

依据表 2的设计, 应用响应面分析法对酶解提

取工艺优化。得到回归模型的各项估计值、显著性

检验以及方差分析结果(见表 3, 4)。从方差结果可

看出,一次项、二次项显著( P< 0 05) , 将所有影响

不显著的( P> 0 05)项剔除, 用 SAS 做响应面回归

程序, 回归拟合得到回归方程, 可看出 R
2 达到

0 8934,说明回归模型显著。分析表明方程中待估

特征值均为负,说明指标 Y (总类胡萝卜素提取量)

的稳定值为响应面最大值。

表 3 回归方程中各项的参数估计值

Tab. 3 Estimated coeff icients of the fitted regression equation for dif ferent response based on t statistic

系数 Pr> | t | 系数 Pr> | t |

常数项 111. 080 000 < . 0 001 x 3 * x 1 2. 143 125 0. 250 7

x 1 - 3. 404 583 0. 0 368 x 3 * x 2 - 0. 090 625 0. 960 1

x 2 - 11. 326 250 < . 0 001 x 3 * x 3 - 5. 451 146 0. 004 0

x 3 2. 776 250 0. 0 796 x 4 * x 1 0. 136 875 0. 939 8

x 4 0. 461 250 0. 755 8 x 4 * x 2 - 1. 166 875 0. 523 5

x 1 * x 1 - 4. 749 896 0. 009 4 x 4 * x 3 0. 889 375 0. 625 5

x 2 * x 1 1. 606 875 0. 383 3 x 4 * x 4 - 4. 224 896 0. 017 7

x 2 * x 2 - 7. 068 646 0. 000 6
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表 4 各因素对指标的方差分析

Tab. 4 Analysis of variance for response of dependent variables

方差来源 自由度 平方和 R2 F 值P r > F

一次项 4 3 547. 090 617 0. 624 4 17. 58 < . 000 1

二次项 6 1 378. 852 734 0. 242 7 6. 83 0. 004 2

交互项 4 1 49. 673 038 0. 026 3 0. 49 0. 800 8

总回归 14 5 075. 616 388 0. 893 4 7. 19 0. 000 8

2 4 最佳工艺条件结果验证以及讨论

在中心点实验设计中, 中心点试验水平分别

为:酶解温度 50 , pH 值 6 0, 酶活力为 2 500

U/ g ,水解时间 60 m in。经响应面分析,得出的最佳

工艺参数以及实验值与预测值见表 5。
表 5 酶解总类胡萝卜素提取量实验值与预测

Tab. 5 Comparison between predicting value and experimen

tal value of degree of hydrolysis

指标 因素 编码值 实际值 预测值 实验值

Y( DH% ) X 1 - 0. 230 48. 5 117. 09 115. 76

X 2 - 0. 435 5. 8

X 3 0. 093 2522

X 4 0. 093 63

由表 5可知, Y(总类胡萝卜素提取量)的理论

预测最大值为 117 09;试验值为115 76,二者接近。

2 5 高效液相结果分析

图 6为虾青素标准品的高效液相色谱图。图 7

优化后的克氏原螯虾壳萃取物的液相色谱图, 保留

时间为 5 976min的峰为虾青素峰。

图 6 虾青素标品的高效液相色谱图

Fig. 6 HLPC profile of astaxanthin

图 7 克氏原螯虾虾壳萃取物液相色谱图

Fig. 7 HPLC profile of Crayfish Shell extract

结果表明,利用木瓜蛋白酶酶解并经用有机溶

剂萃取, 总类胡萝卜素中虾青素质量浓度达到了

13 06 g/ dL, 其虾青素提取率比酸溶剂法的提取率

( 3 37%)有显著提高。

3 结 语

利用木瓜蛋白酶酶解处理克氏原奥虾壳提取

虾青素,结合单因素法和中心点实验设计计法优化

虾青素提取的工艺条件。得到的工艺条件为: 酶解

温度50 5 , pH 值5 85, 水解时间 63 min,酶与底

物比为 2 522 U / g, 每克湿虾壳含总类胡萝卜素

115 76 g;高效液相检测其虾青素浓度达到达到

13 06 g/ dL, 比用酸处理提取方法的释放率有显著

提高。本方法为虾的废弃物的利用提供了新的思

路和方法。
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