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利用菠萝蛋白酶提取对虾虾壳

蛋白质和钙的工艺研究
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要"为开发对虾虾壳资源#利用中性蛋白酶)碱性蛋白酶)菠萝蛋白酶和木瓜蛋白酶水解虾壳#提取蛋白质

和钙&在对水解酶的选定和条件优化实验中发现#菠萝蛋白酶为最佳水解酶#其最适水解工艺为$反应温度
""]

#底

物量
%$

4

%

%$$\J

#菠萝蛋白酶
$@&"

4

%

%$$\J

#先使
b

O

为
F@"

#反应时间
&0

#后调整
b

O

为
"@"

#搅拌
%$\3+

&在此

工艺条件下#酶解液中钙提取率为
!E@%IP

#占对虾虾壳总量的
%#@!!P

(蛋白质提取量为
$@$""

4

#占对虾虾壳总量

的
$@""P

&菠萝蛋白酶水解体系的酸性
b

O

#对游离钙的形成非常有利(同时在蛋白水解方面#菠萝蛋白酶作用于疏

水性氨基酸残基的
M7

末端#这为进一步制备生物有机钙类奠定研究基础&该研究在海洋虾贝类的资源利用具有一

定的实用意义和参考价值&

关键词"虾壳(蛋白质(钙(菠萝蛋白酶
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%具备养殖对虾的

优越地理环境'对虾是餐桌上常见的美味佳肴%然

而虾壳作为边料%虽具有极高的营养价值%但大部分

被弃%势必造成资源浪费'虾壳中含有丰富的蛋白

质%其中有
G

种人体必需氨基酸和
I

种呈味氨基酸$

同时含有矿物质及多种微量元素%其中矿物质以钙

含量居首(

%7!

)

$另外虾壳中还含有甲壳素和虾青素%

其中甲壳素以显著抗癌功效著称%而虾青素更以抗

氧化作用被人认可'据报道%目前以对虾为材料的

研究中%较多偏向于制备甲壳素(

I7"

)

&虾青素(

&7G

)和蛋

白质(

E7%$

)

$然而同时制备钙和蛋白质的研究颇少'

钙是机体必需的营养元素%其在神经传递&肌肉

收缩等过程发挥重要作用'钙的缺乏可导致诸如佝

偻病等疾病'虾壳中的钙是一种生物效价高&易吸

收的生物活性钙剂'虾壳中钙的提取主要以酸和碱

抽提的方式(

%%7%#

)完成%但此类方法多因污染环境且

产生的钙不宜用于生产其他复合钙制剂等原因被淘

汰'近年来%可持续发展战略促使研究者逐渐致力

于酶法提取工艺的优化'酶法反应温和%便于操作%

且高效%产生的钙可用于制备易吸收的可溶性钙制

剂%如氨基酸钙(

%!

)

&钙结合肽(

%I7%&

)

'本研究以对虾

虾壳为材料%利用中性蛋白酶&碱性蛋白酶&菠萝蛋

白酶和木瓜蛋白酶进行水解%提取钙和蛋白质%并对

提取工艺进行优化%以期找到更加高效的利用虾壳

废料的方法%也为后续制备氨基酸钙或钙结合肽奠

定一定的实验基础'

(

!

材料与方法

%@%

!

材料与试剂

对虾虾壳由温州瑞渔一品店购买$木瓜蛋白酶

"

M,<@+(@cGI!$

#%中性蛋白酶"

M,<@+(@/G$!$

#%

碱性蛋白酶"

M,<@+(@LG!&$

#%菠萝蛋白酶"

M,<@



+(@LG#E$

#%

L*,T.(*T

法蛋白浓度测定试剂盒"

M,<@

+(@QM$$%$

#均购自索莱宝科技有限公司'

%@#

!

仪器与设备

L5#!!5

精密电子天平"梅特勒
7

托利多仪器有限公

司#$

MV#%c

高速冷冻离心机"日本日立#$

BYJ8R!#$

型
b

O

计"梅特勒
7

托利多仪器有限公司#$

JR&%!

超纯

水制备装置"

YJcR

公司#$

BOc7E$"!'

恒温鼓风干燥

箱"上海三发科学仪器有限公司#$

Jc'7%G

冷冻干燥机

"北京松源华兴科技发展有限公司#$

M''7E!%

"

O'7&R

#数

显六连磁力搅拌器"江苏金坛市晶玻实验仪器厂#$

B9G$$

分光光度计"

L16S\,+

公司#'

%@!

!

方法

%@!@%

!

工艺流程

对虾虾壳
3

分拣&去杂
3

"$]

水浸泡
3

反复冲

洗
3

干燥箱干燥
3

充分研磨
3

虾壳粉
3

蛋白酶水解

3

可溶性钙与蛋白质产物'

%@!@#

!

最适宜蛋白酶的筛选

根据中性蛋白酶&碱性蛋白酶&菠萝蛋白酶和木

瓜蛋白酶的性质"表
%

#%分别取不同质量的酶"

$@#"

4

+

%$$\J

&

$@I"

4

+

%$$\J

&

$@&$

4

+

%$$\J

#在其最

适
b

O

值溶液中反应
&0

(

%F7%E

)

%其中反应底物为对虾

虾壳粉"

%$

4

+

%$$\J

#'同时设置不同比例的混合

蛋白酶进行水解反应'各实验组水解后%将各组实

验所得的水解上清液分别进行钙提取率和蛋白质含

量的测定%确定最适宜的蛋白水解酶'每个实验均

独立重复
!

次'

表
(

!

四种蛋白酶的最适宜反应条件和性质&

(Z"([

'

蛋白酶种类 反应温度+
]

最适
b

O

值 作用方式 酶切位点 产物类型

中性蛋白酶
I$ F@F

内切 芳香族氨基酸的羧基 多肽&氨基酸

碱性蛋白酶
I" %$@I

内切 疏水氨基酸的
M7

末端 多肽&氨基酸

菠萝蛋白酶
"" &@$

内切 疏水氨基酸的
M7

末端 多肽&氨基酸

木瓜蛋白酶
"" &@$

内切 广泛特异性 多肽&氨基酸

%@!@!

!

最适宜蛋白酶水解工艺优化

确定最适宜水解酶后%以钙提取率和蛋白质提

取量为指标%通过改变酶用量和
b

O

值进一步优化

该蛋白酶的水解工艺'分别称取
$@I"

4

+

%$$\J

&

$@"$

4

+

%$$\J

&

$@""

4

+

%$$\J

&

$@&$

4

+

%$$\J

&

$@&"

4

+

%$$\J

&

$@F$

4

+

%$$\J

菠萝蛋白酶水解
%$

4

+

%$$\J

虾壳粉进行实验'同时设置不同
b

O

值

"

"@$

&

"@"

&

&@$

&

&@"

&

F@$

&

F@"

#水解
%$

4

+

\J

虾壳粉

进行实验'所有实验均独立重复
!

次'

%@!@I

!

钙提取率的测定方法

分别取
#$\J

水解上清液于
!

只烧杯中%加入

足量醋酸酸化的饱和草酸铵溶液%充分反应%反应式

如下!

M,MC

!

NMO

!

MCCO

3

M,

"

MO

!

MCC

#

#

NO

#

C

NMC

#

J

%

M,

"

MO

!

MCC

#

#

N

"

>O

I

#

#

M

#

C

I

3

M,M

#

C

I

K

N

#MO

!

MCC>O

I

'

然后
%#$$$*

+

\3+

%离心
"\3+

%弃上清%烘干%

分别称得
!

次反应中
M,M

#

C

I

质量%计算得
M,M

#

C

I

中钙质量%根据韩凯宁等(

#$

)的研究!虾壳粉中钙的

总含量为总干重的
!%@"P

%可据此计算出
%$

4

虾壳

粉中总钙量%得到钙提取率'

钙提取率
_@

#

+

@

%

a%$$P@

其中!

@

%

为
%$

4

虾壳粉中总钙量%

@

#

为反应产生

M,M

#

C

I

中钙质量'

%@!@"

!

蛋白质提取量的测定方法

采用
L*,T.(*T

法测定蛋白质含量(

#%

)

%首先配置

标准蛋白溶液%分光光度计分别测得
CB

"E"

%以蛋白

质的浓度为横坐标%以
CB

"E"

为纵坐标做出标准曲

线%得到关系方程%然后根据水解上清液
CB

"E"

计算

该溶液中蛋白质的含量%减去该上清液中蛋白酶的

含量%得到蛋白质提取量'

%

!

结果与分析

#@%

!

最适宜蛋白酶筛选

为了筛选最适宜蛋白酶%首先选用中性蛋白酶&

碱性蛋白酶&菠萝蛋白酶和木瓜蛋白酶各
$@#"

4

+

%$$\J

在各自最适宜
b

O

值和反应温度下"表
%

#水

解
%$

4

+

%$$\J

对虾虾壳
&0

%并将各蛋白酶水解上

清液分别进行钙提取率的测定'实验结果表明%菠

萝蛋白酶水解上清液的钙提取率最高为
E@#P

"图

%,

#%而碱性蛋白酶水解上清液的钙提取率最低为

$@GP

"图
%,

#%因此选用中性蛋白酶&菠萝蛋白酶和

木瓜蛋白酶做进一步的研究'

为了进一步筛选适宜蛋白酶%分别选定不同用

量的中性蛋白酶"

$@I"

4

+

%$$ \J

%

$@&$

4

+

%$$

\J

#&菠萝蛋白酶"

$@I"

4

+

%$$\J

%

$@&$

4

+

%$$

\J

#&木瓜蛋白酶"

$@I"

4

+

%$$\J

%

$@&$

4

+

%$$\J

#
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水解虾壳"

%$

4

+

%$$\J

#

&0

%将水解上清液分别进

行钙提取率的测定'实验结果显示%

$@I"

4

+

%$$

\J

菠萝蛋白酶的水解上清液中钙提取率与
$@&$

4

+

%$$\J

菠萝蛋白酶的水解上清液中钙提取率较

高%分别为
%"@EP

"图
%Z

#和
%&@GP

"图
%Z

#'同时

设置由菠萝蛋白酶&中性蛋白酶及木瓜蛋白酶组成

的混合酶进行水解反应"反应温度
I$]

%

b

O

值为

&

%反应时间
&0

#

(

%E

)

%实验所得水解上清液分别进行

钙提取率的测定%结果发现
$@I"

4

+

%$$\J

混合酶

与
$@&$

4

+

%$$\J

混合酶的水解上清液中钙提取率

均不高%分别为
&@&P

"图
%Z

#和
F@#P

"图
%Z

#'综

上%选定菠萝蛋白酶为最适宜蛋白酶'

图
%

!

不同蛋白酶对钙提取率的影响

注!

>

为中性蛋白酶$

R

为碱性蛋白酶$

L

为菠萝蛋白酶$

Q

为木瓜

蛋白酶$

A

为混合蛋白酶$

,

#各种蛋白酶用量分别为
$@#"

4

+

%$$\J

$

Z

#各种蛋白酶用量分别为
$@I"

4

+

%$$\J

和
$@&$

4

+

%$$\J

%其中

$@I"

4

+

%$$\J

混合酶组成为菠萝蛋白酶
$@#F

4

+

%$$\J

&中性蛋白酶

$@$E

4

+

%$$\J

&木瓜蛋白酶
$@$E

4

+

%$$\J

$

$@&$

4

+

%$$\J

混合酶组成

为菠萝蛋白酶
$@!$

4

+

%$$\J

&木瓜蛋白酶
$@#$

4

+

%$$\J

&中性蛋白酶

$@%$

4

+

%$$\J

'

#@#

!

菠萝蛋白酶水解工艺的优化

#@#@%

!

酶用量对其水解效果的影响

为使菠萝蛋白酶水解效果最佳化"以钙提取率

和蛋白质含量为指标#%在最适宜反应温度和
b

O

值

"表
%

#条件下%首先对菠萝蛋白酶的用量进行优化%

分别设定
$@I"

4

+

%$$\J

&

$@"$

4

+

%$$\J

&

$@""

4

+

%$$\J

&

$@&$

4

+

%$$\J

&

$@&"

4

+

%$$\J

&

$@F$

4

+

%$$\J

菠萝蛋白酶水解
%$

4

+

%$$\J

虾壳粉
&0

'

实验结果显示%总体上%钙提取率和蛋白质提取量均

随着酶用量的增加而相应提高%其中
$@&"

4

+

%$$

\J

菠萝蛋白酶水解上清液中钙提取率为
E@&P

"图

#,

#和蛋白质含量均达最大值为
$@$!#

4

"图
#Z

#'然

而可能由于虾壳中钙原本的存在方式%游离钙的形

成易受环境中
b

O

和蛋白质等物质的解离程度的制

约%而蛋白质的提取又受酶促反应的影响%故在
$@

"$

4

+

%$$\J

的酶用量时%酶促反应受蛋白质水解

制约%相应的钙提取率稍低$然而随着酶用量的增

加%酶促反应的制约条件转为有限的反应底物"

%$

4

+

%$$\J

虾壳粉#%故在
$@F

4

+

%$$\J

酶用量时%

其蛋白质提取量并不再升高%其钙提取率也相应不

再升高'

图
#

!

菠萝蛋白酶用量对水解效果的影响

#@#@#

!b

O

值对其水解效果的影响

根据酶用量的优化结果%确定
$@&"

4

+

%$$\J

菠萝蛋白酶为最佳酶用量'为进一步提高水解效

率%在
$@&"

4

+

%$$\J

菠萝蛋白酶用量的条件下%分

别设置不同
b

O

值"

"@$

&

"@"

&

&@$

&

&@"

&

F@$

&

F@"

#水

解
%$

4

+

\J

虾壳粉
&0

'实验结果表明%

b

O

值为

"@$

时%

$@&"

4

+

%$$\J

菠萝蛋白酶水解上清液中

钙提取率最高为
%&P

"图
!,

#%然而其蛋白质提取量

仅为
$@$#&

4

$

b

O

值为
F@"

时%

$@&"

4

+

%$$\J

菠萝

蛋白酶水解上清液中蛋白质提取量最高为
$@$""

4

%

"图
!Z

#%而其钙提取率为
&@%P

'总体上%随着反应

体系
b

O

值的增加%酶解产物中钙提取率逐渐下降%

然而蛋白质提取量却随着
b

O

值增加而上升'

&$!
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图
!

!

反应体系的
b

O

值对水解效果的影响
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比较中性蛋白酶&碱性蛋白酶&菠萝蛋白酶和木瓜蛋

白酶的水解效果"图
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#%碱性蛋白酶水解上清液中

钙提取率最低$然后通过菠萝蛋白酶反应体系
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值对钙提取率的影响"图
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#%随着
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水解上清液中的钙提取率反而逐渐下降'水解效果
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#下%酶促反应达到较高%其相应蛋白
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和
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环境能最大限度提高水解效果'在底

物量充足情况下"底物不是酶促反应的制约因素#%

菠萝蛋白酶用量对于钙提取率和蛋白质提取量呈正
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