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要!甲壳素!

J5<4</

"是一种重要的可再生资源#松墨天牛!

!"#"$%&'()&*+,-#&+()

"是松属植物

的重要蛀干害虫$其壳质化程度高$是甲壳素的优质资源#以松墨天牛为原料$探讨%菌酶联合法&

提取昆虫甲壳素的可行性和应用前景#结果表明'

#

"联合发酵最佳条件是
)K

松墨天牛粉末(

)K

葡萄糖液体培养基$接种
##K

的凝结芽孢杆菌$恒温摇床温度为
A"L

$转速为
#"".

)

F</

$同时加入

蛋白酶
M

和凝结芽孢杆菌发酵
A>

后得到发酵产物$最终甲壳素得率为
%!?A#K

$产物中甲壳素纯

度为
'!?')K

$灰分残留量占甲壳素产品的
#?&!K

$蛋白质残留量占甲壳素产品的
!A?'&K

#

!

"红

外光谱鉴定结果表明$通过菌酶联合法制取的甲壳素相比于传统酸碱法提取的甲壳素品质好$具有

良好的应用前景#

关键词!甲壳素*菌种发酵*蛋白质酶解*松墨天牛

中图分类号!

N'#)?'

!!!

文献标志码!

O

!!!

文章编号!

#""#('&*#

"

!"#$

#

"!("#'$(")

P0J47.<-F(

Q

.,47087C,FR</7>S745,>4,EH4.0J4C5<4</2.,F!"#"$%&'()&*+,-#&+()

!"#$%&'()

#

!

*+,-.)%

!

!

/."01&

2

#

!

34$%56'

2

)5&

2

%

!

/."7)5&

#

"

"

#./,

0

1&2"-&+"-

0

"

3

4,5

6

5#

7

!(#5$5

8

&*5+

03

"-9"-,)+:,)+;"#+-"*

!

4,5

6

5#

7

9"-,)+-

0

<#5=,-)5+

0

!

4,5

6

5#

7

#""")%

!

;%5#&

&

!.9"-,)+-

0

:,)+;"#+-"*&#>?(&-&#+5#,4(-,&("

3

15&"#5#

7

!

@%,#

0

&#

7

##")"&

!

15&"#5#

7

!

;%5#&

&

%.4,5

6

5#

7

@%(5

7

(&#

7

A,$%#"*"

70

;".

!

1+>.

!

4,5

6

5#

7

#"""A!

!

;%5#&

#

489:;5<:

$

C5<4</<80/<F

Q

,.40/4.7/760R17.78,-.J7?!"#"$%&'()&*+,-#&+()

!

<80/T7

:Q

7844,

U

7/-8:5#()?

C,F

Q

0.7>4,,457.</87J48

!

<450805<

U

57.>7

U

.77,2J5<4</<V04<,/0/>05<

U

57.J,/47/4,2J5<4</

!

<4<805<

U

5(

W

-01<4

:

,2J5<4</.78,-.J7?X/=<76,245<8

!

45<8

Q

0

Q

7.-878>!.&*+,-#&+()08457.06F047.<014,7H

Q

1,.7457

2708<R<1<4

:

0/>0

QQ

1<J04<,/

Q

.,8

Q

7J4,24577H4.0J4<,/,2J5<4</R

:

457

*

R0J47.<-F(

Q

.,47087J,FR</7>F745(

,>

+

?Y57F0</2</></

U

867.7082,11,68

$

#

#

Y57,

Q

4<F-FJ,/><4<,/82,.J,FR</7>27.F7/404<,/67.7)K !.

&*+,-#5

3

"*5()

Q

,6>7.

!

)K

U

1-J,871<

W

-<>F7><-F

!

</,J-104<,/,2##K4&$5**()$"&

7

(*&#)

!

J,/840/447F

Q

7.0(

4-.7850T7.04A"L

!

.,404<,/8

Q

77>04#"".

%

F</

!

0/>8<F-140/7,-80>><4<,/,2

Q

.,47</087MO247.27.F7/40(

4<,/6<454.$"&

7

(*&#)2,.A>0

:

8?O247.R7</

U

<>7/4<2<7>08J5<4</

!

4572</01

:

<71>,2J5<4</608%!?A#K

!

457

Q

-.<4

:

,2457J5<4</</457

Q

.,>-J4608'!?')K

!

457.78<>-01085J,/47/4608#?&!K,2457J5<4</

Q

.,>-J4

!

0/>457

Q

.,47</.78<>-7608!A?'&K,2457J5<4</

Q

.,>-J4?!

#

Y57</2.0.7>8

Q

7J4.-F<>7/4<2<J04<,/.78-148

</><J047>4504457J5<4</

Q

.7

Q

0.7>R

:

457R0J47.<-F(

Q

.,47087J,FR</7>F745,>50>5<

U

57.

W

-01<4

:

450/457

4.0><4<,/010J<>(01T01<F745,>7H4.0J4<,/

!

0/>45-850>F,.70>=0/40

U

780/>0

QQ

1<J04<,/

Q

.,8

Q

7J48?

=1

>

?6;@9

$

J5<4</

&

R0J47.<-F27.F7/404<,/

&

Q

.,47</7/V

:

F,1

:

8<8

&

!"#"$%&'()&*+,-#&+()

!!

甲壳素"
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#又名几丁质(甲壳质(壳聚糖等! 是一种天然聚合分子!其分子式"
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壳素广泛存在于多种动物体内!是地球上仅次于纤

维素的可再生资源'据估算!自然界中甲壳素的年

合成量达
#""

亿
4

,

#

-

'甲壳素已成为了现阶段可再

生资源研究的热点之一!更是被誉为*人类第六生命

要素+

,

!(&

-

'可以预见!甲壳素的开发与利用将会成

为新时代具有巨大开发前景的产业之一'

目前商品化的甲壳素生产中!原料主要来自于

虾(蟹壳,

A

-

'近年来!甲壳素的研究领域中出现了以

昆虫为原料提取甲壳素的新趋势,

*

-

!利用昆虫提取

甲壳素!产品杂质更少(纯度更高,

'()

-

'

松墨天牛"

!"#"$%&'()&*+,-#&+()

#是一种次

期性森林害虫!松树一旦遭受其害!常常导致枯死!

损害林业经济'而且松墨天牛是中国松材线虫病

"

4(-)&

8

%,*,#$%()B

0

*"

8

%5*()

#的 传 播 媒 介 昆

虫,

$(#"

-

!是国家林业和草原局公布的重点害虫之一!

在我国 分 布 广 泛,

##(#!

-

!主 要 危 害 我 国 的 马 尾 松

林,

#%(#&

-

'松墨天牛严重威胁着我国林业和林业相关

产业的健康发展'松墨天牛是鞘翅目昆虫!壳质化

程度高!分布广泛!虫体获取相对容易'利用松墨天

牛来生产甲壳素!可以*变废为宝+'

目前!提取甲壳素的方法比较成熟的有酸碱

法,

#A(#*

-

(酶解法,

#'

-及微生物发酵法,

#'(!#

-等!其中!以

发酵法最为热门,

!!(!*

-

'本研究以松墨天牛为原料!

结合前人的酶解法和发酵法!利用*菌酶联合法+提

取甲壳素'通过单因素试验和正交试验!确定在提

取甲壳素过程中灰分去除效率最高的菌种!并探究

最佳发酵条件&通过单因素试验!确定在提取甲壳素

过程中蛋白质去除效率最高的蛋白酶!并探究最佳

酶解条件&利用*菌酶联合法+提取甲壳素!确定在提

取过程中的菌酶最优添加方式以及联合发酵的最佳

条件&最后!将*酸碱法+和*菌酶联合法+

!

种方法提

取到的甲壳素进行红外光谱分析!并计算甲壳素得

率!分析甲壳素纯度!比对甲壳素质量!评价
!

种提

取甲壳素方法的优劣'其结果可为今后以昆虫为原

料规模化生产甲壳素提供技术支持和理论依据'

#

!

材料与方法

!"!

!

试验材料

松墨天牛供试虫源$诱捕于浙江省杭州市富阳

区'粉碎后筛选
!"

"

#""

目粒级的粉末!干燥后达

到恒重用于本试验提取甲壳素的原料'

本试验供试菌种包括凝结芽孢杆菌"

4&$5**()

$"&

7

(*&#)

#(地衣芽孢杆菌"

4&$5**()*5$%,5

3

"-'5)

#(

嗜酸乳杆菌"

1&$+"2&$5**()&$5>"

8

%5*()

#(植物乳杆

菌"

1&$+"2&$5**()

8

*&#+&-('

#(约氏乳杆菌"

1&$+"C

2&$5**()

6

"%#)"#*5

#(瑞士乳杆菌"

1&$+"2&*5**()%,*C

=,+5$()

#(蜡样芽孢杆菌"

4&$5**()$,-,()

#(干酪乳杆

菌"

1&$+"2&$5**()$&),5

#'菌种购自北纳生物公司'

供试蛋白酶包括蛋白酶
M

(中性蛋白酶(木瓜蛋

白酶(胰蛋白酶(碱性蛋白酶(胃蛋白酶(复合蛋白

酶'蛋白酶生产厂家为
N,10.R<,IX9\NCXE3CEN

'

!"#

!

试验方法

#?!?#

!

松墨天牛粉末!干燥至恒重"成分测定方法

蛋白质含量的测定$凯氏定氮法,

!'

-

&

灰分含量的测定 $燃烧法,

!)

-

&

脂肪含量的测定$氯仿
(

甲醇法,

!$

-

&

甲壳素含量的测定$酸碱法,

%"

-

!先用
#F,1

%

I

的氢氧化钠在
$AL

下处理
!5

去除蛋白质!清洗后

再用
#F,1

%

I

盐酸在
*"L

下处理
#5

去除灰分'使

用此种方法提取了松墨天牛甲壳素并进行甲壳素质

量测定!最终与*菌酶联合法+提取的甲壳素进行质

量比较'

!"$

!

发酵和酶解条件筛选

#?%?#

!

微生物发酵最优条件筛选
!

按照单因素试

验规则!取
#""FI

干燥三角瓶!加入干燥后的
&

U

筛选出的松墨天牛粉末(

&

U

葡萄糖!加蒸馏水配置

成
)K

松墨天牛粉末(

)K

葡萄糖的液体培养基!用

高压灭菌锅在
#!#L

条件下灭菌
%"F</

'冷却后分

别接种不同种类待选菌种!接种量为
AK

!置于恒温

摇床中发酵培养!发酵温度设置为
&'L

!摇床转速

设置为
#"".

%

F</

!

%>

后停止发酵'发酵结束后用

#""

目筛网过滤!留固体成分!清水冲洗
!

次!灭菌

后干燥!测定固体残留物灰分含量!计算去除率!通

过比较去除率!对比筛选出最优发酵菌种'筛选出

提取昆虫甲壳素过程中去除灰分效果最佳的发酵菌

种'以优化后的发酵条件进行下一个发酵条件

筛选'

在优化菌种的基础上设置不同试验进行以下因

素的筛选$接种量(摇床转速(发酵温度(碳源种类(

葡萄糖浓度及发酵时间!最后!选择接种量(发酵温

度以及发酵时间
%

个变量作为考察对象!每个因素

设置
%

个水平!进行正交试验'

#?%?!

!

蛋白酶酶解最优条件筛选
!

按照单因素试

验规则!筛选酶解去除蛋白质效果最佳的蛋白酶种

类!并继续进行酶添加量(初始
Q

Z

值(温度及酶解

时间的筛选试验'

#?%?%

!

菌酶联合发酵探究
!

在单因素试验的基础

上!以筛选后的试验条件探究*菌酶联合+提取甲壳

素时!菌酶添加方式和培养基是否灭菌对甲壳素提

取的影响'

#?%?&

!

产物定性红外光谱分析
!

对于标准甲壳素(

利用酸碱法制得的甲壳素及利用菌酶联合法制得的

")#

西北林学院学报
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甲壳素!利用红外光谱仪对以上
%

种甲壳素用
&""

"

&A"JF

]#进行光谱扫描!分析其分子基团特性'

!

!

结果与分析

#"!

!

松墨天牛主要成分及含量

经过检测!松墨天牛的各主要成分及相应比重

如表
#

所示'

表
A

!

松墨天牛主要成分及含量

Y0R17#

!

Y57F0</J,F

Q

,/7/480/>J,/47/4,2457

!"#"$%&'()&*+,-#&+()

成分
!!!!!

含量%

K

蛋白质
A!?#&̂ "?A%

灰分
&?#"̂ "?!#

脂肪
#A?#%̂ "?&*

甲壳素
!%?A%̂ "?%&

#"#

!

酸碱法提取甲壳素

本试验用酸碱法提取松墨天牛甲壳素!最终蛋

白质平均去除率为"

$A?)$̂ "?%"

#

K

!灰分去除率为

"

$)?%"̂ "?%"

#

K

!甲壳素得率为
!A?'&K

'本试验

未做脱色处理!制得甲壳素为黑褐色(粉末状'

#"$

!

发酵条件筛选

由图
#

!方差分析结果表明凝结芽孢杆菌(干酪

乳杆菌约氏乳杆菌的灰分去除效果优于其他菌种'

凝结芽孢杆菌的产酸能力和抗逆性强于干酪乳杆

菌!并且可以产生芽孢!因而本试验最终选择凝结芽

孢杆菌作为最优试验发酵菌种'

注$不同字母表示在
"?"A

水平上差异显著'下同'

图
A

!

不同菌种对灰分去除率的影响

9<

U

?#

!

Y577227J4,2><227.7/484.0</8,/085.7F,=01.047

由图
!

知!当凝结芽孢杆菌接种量为
##K

时!

灰分平均去除率最高!为了节约发酵时间!缩短发酵

周期!本试验将接种量
##K

定为后续试验接种量'

摇床转速通过改变凝结芽孢杆菌和底物的接触

面积以及溶氧量影响发酵速率'由图
%

可知!转速

达到
#"".

%

F</

时!灰分去除率最高'

发酵温度直接影响发酵速率'由图
&

可知!在

&'L

条件下发酵灰分的平均去除率更高!且更加节

能和易于控制!因此本试验选择
&'L

作为最优发酵

温度'

图
B

!

不同接种量对灰分去除效果的影响

9<

U

?!

!

Y577227J4,2><227.7/4</,J-104<,/0F,-/48

,/085.7F,=01.047

图
C

!

不同摇床转速对灰分去除效果的影响

9<

U

?%

!

Y577227J4,2><227.7/4850T7.8

Q

77>8,/085.7F,=01.047

图
D

!

不同发酵温度对灰分去除效果的影响

9<

U

?&

!

Y577227J4,2><227.7/427.F7/404<,/47F

Q

7.04-.78

,/085.7F,=01.047

图
A

表明不同种类碳源的灰分去除率差异较

大!当以葡萄糖为碳源时去除效果最好'

由图
*

可知!在不影响去除率的情况下!在不浪

费的前提下本试验选择
)K

作为葡萄糖最佳浓度'

由图
'

可知!发酵
A>

后去除效果最好!本试验

认为在实际生产中的发酵时长可以选择
A>

'

为验证单因素筛选的发酵条件!选取了接种量(

发酵温度(发酵时间
%

个重要发酵条件作为供试对

象!设计正交试验'由表
!

可知!

M

O%

#

M

O!

#

M

O#

!

O%

即接种量
##K

为最佳接种量&

M

P!

#

M

P#

#

M

P%

!

本试验选定
P!

!即
A!L

为最佳发酵温度&

M

C%

#

M

C!

#)#
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#

M

C#

!发酵时间
A>

为最佳发酵时长'

上述正交试验结果表明!接种量
##K

(发酵温

度
A!L

(发酵时间
A>

为最佳发酵条件!这与单因素

筛选结果一致'

图
E

!

不同碳源对灰分去除效果的影响

9<

U

?A

!

Y577227J4,2><227.7/4J0.R,/8,-.J78,/085.7F,=01.047

图
F

!

不同葡糖糖浓度对灰分去除效果的影响

9<

U

?*

!

Y577227J4,2><227.7/4

U

1-J,87J,/J7/4.04<,/8

,/085.7F,=01.047

图
G

!

不同发酵时间对灰分去除效果的影响

9<

U

?'

!

Y577227J4,2><227.7/427.F7/404<,/4<F7

,/085.7F,=01.047

#"%

!

酶解条件的筛选

由图
)

可知!比较酶解之后的蛋白质去除率发

现!中性蛋白酶和蛋白酶
M

的去除效果最好'在

$AK

置信区间内!进行单因素方差分析!得到
:_

"?""#

$

"?"A

!结果表明两者在去除蛋白质的去除率

上有显著差异'为了保证酶解效果!本试验选择蛋

白酶
M

作为去除蛋白质的最佳蛋白酶'

由图
$

可知!当底物浓度一定时!蛋白质的去除

率和酶添加量呈正比!酶添加量越大!蛋白质去除效

果越好&但当酶的添加量达到一定量以后!蛋白质与

酶结合点位饱和!继续增加酶添加量并不能加大蛋

白质去除率'因此本试验选择
)"";

%

U

作为最优

添加量'

表
B

!

正交试验极值分析

Y0R17!

!

[.45,

U

,/0147847H4.7F70/01

:

8<8

试验
序号

水平
组合

试验条件

接种量

O

%

K

发酵温度

P

%

L

发酵时间

C

%

>

空

去除率
%

K

# O

#

P

#

C

#

' &' % # )!?)#

! O

#

P

!

C

!

$ A% & ! )&?A$

% O

#

P

%

C

%

## A' A % ))?'%

& O

!

P

#

C

!

' &' % % )$?)"

A O

!

P

!

C

%

$ A% & # )A?A#

* O

!

P

%

C

#

## A' A ! )%?%#

' O

%

P

#

C

%

' &' % ! )'?%A

) O

%

P

!

C

#

$ A% & % $"?%)

$ O

%

P

%

C

!

## A' A # )*?*$

/

#

!A*?#% !A$?$* !AA?"# !AA?"#

/

!

!*%?#! !*"?&' !AA?!A !AA?!A

/

%

!*&?"& !A)?'% !*)?$# !*)?$#

%

/

#

)A?%) )*?*A )A?"" )A?""

%

/

!

)'?'# )*?)! )A?") )A?")

%

/

%

))?"# )*?!& )$?*& )$?*&

极差
D !?*& "?#' &?*% &?*%

主次顺序
C

#

O

#

P

最优水平
O

%

P

!

C

%

最优组合
O

%

P

%

C

%

图
H

!

不同蛋白酶对蛋白质去除效果的影响

9<

U

?)

!

Y577227J4,2><227.7/4

Q

.,470878,/

Q

.,47</.7F,=01.047

由图
#"

可得出!当
Q

Z

值为
)?"

时!蛋白质的

平均去除率出现最高值!去除率更加稳定!因此本试

验选择
Q

Z

值为
)?"

作为酶解最佳初始
Q

Z

值'

由图
##

可知!在
AAL

时蛋白质的去除率达到

最大值'故本试验选用
AAL

为最适温度'

由图
#!

可知!酶解
$5

后蛋白质的去除率趋于

稳定!这是因为在酶解最后阶段!可酶解的蛋白质大

多包裹在甲壳素大分子内部!不能再分解!蛋白酶的

活性也随着时间延长而降低'因此!即使酶解时间

继续增加!蛋白质的去除率也不再变化'考虑到酶

解速度和时间成本!选择
$5

作为本试验酶解的最

佳时长'

!)#
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图
I

!

不同酶添加量对蛋白质去除效果的影响

9<

U

?$

!

Y577227J4,2><227.7/40>>7>0F,-/48

,/

Q

.,47</.7F,=01.047

图
AJ

!

不同初始
Q

Z

对蛋白质去除效果的影响

9<

U

?#"

!

Y577227J4,2><227.7/4</<4<011

:Q

Z

,/

Q

.,47</.7F,=01.047

图
AA

!

不同酶解温度对蛋白质去除效果的影响

9<

U

?##

!

Y577227J4,2><227.7/47/V

:

F04<J47F

Q

7.04-.78

,/

Q

.,47</.7F,=01.047

图
AB

!

不同酶解时间对蛋白质去除效果的影响

9<

U

?#!

!

Y577227J4,2><227.7/47/V

:

F04<J4<F7

,/

Q

.,47</.7F,=01.047

#"&

!

菌酶联合发酵探究

由图
#%

对比此
&

组试验后发现!在培养基灭菌

的条件下!按照不同顺序进行酶解和发酵!发现同时

添加蛋白酶和菌进行酶解和发酵制取甲壳素!蛋白

质和灰分的去除率都能够保持在较高水平&第
&

组

结果表明!培养基灭菌与否对去除率影响甚微!因此

在实际进行生产过程中可以考虑不灭菌进行发酵和

酶解!这样既能简化工艺流程!但去除率也都能维持

在较高水平'

注$前
%

组试验!培养基灭菌后进行发酵和酶解!第
#

组为先酶解后

发酵!第
!

组为先发酵后酶解!第
%

组为同时加入凝结芽孢杆菌和蛋

白酶
M

进行联合发酵!第
&

组为不灭菌!其他条件同试验组
%

'

图
AC

!

菌酶联合发酵酶解

9<

U

?#%

!

P0J47.<-F(

Q

.,47087J,FR</7>F745,>

#"'

!

红外光谱分析结果

通过对比红外光谱曲线!分析三者的主要成分

以及相对含量的高低'将标准甲壳素和
!

种方法提

取的甲壳素进行光谱分析!制图后比较三者差异'

由图
#&

可知!标准甲壳素在
%&&%?"%JF

]#处有一

个
[(Z

伸缩振动峰!在
%#"*?*!JF

]#处有
#

个
3(

Z

伸缩振动峰!在
!$%%?!)JF

]#处有
#

个
C(Z

!

伸

缩振动峰!在
!)$#?"&JF

]#处有
#

个
C(Z

伸缩振

动峰!在
#*%"?*JF

]# 处有
#

条酰胺
#

谱带!在

#&#A?*)JF

]#和
#%)%?#*JF

]#处分别有
#

个
CZ

%

弯曲振动和
CZ

%

对称变形振动峰!在
#%#*?$&

JF

]#和
#!*"?)AJF

]# 分 别 有 酰 胺
$

谱 带!在

##A*?#)JF

]#

(

#"''?)$JF

]#及
#"!'?$!JF

]#出

现
%

个
C([

伸缩振动峰!在
$A%?%JF

]#处有
#

个
C(

Z

%

摇摆振动峰!在
)$A?#$JF

]#处有
#

个糖环伸缩

振动峰!在
'A#?*'JF

]#处有
#

个
3(Z

"面外#伸缩

振动峰'菌酶联合法提取的甲壳素(酸碱法提取的

甲壳素与标准甲壳素的光谱图波形和波位基本一

致'差异之处在于三者的透光率!这是由于在压片

过程中添加的样品量有所差异!而且本试验制得的

甲壳素没有进行很好的脱色!导致透光率比标准样

低'与甲壳素标准物相比!菌酶联合法提取的甲壳

素在
##A*?#)JF

]#和
#"!'?$!JF

]#附近并没有出

现
C([

伸缩振动峰!在
#&#A?*)JF

]#附近没有出

现
#

个
CZ%

弯曲振动和
CZ

%

对称变形振动峰&对

酸碱法提取的甲壳素与标准甲壳素进行对比之后可

以发现!在
!)$#?"&JF

]#附近没有出现
C(Z

伸缩

振动峰!在
#&#A?*)JF

]#处没有出现
CZ

%

弯曲振

%)#

第
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动和
CZ

%

对称变形振动峰!在
#%#*?$&JF

]# 和

#!*"?)AJF

]#处没有出现酰胺
$

谱带!在
'A#?*'

JF

]#附近没有出现
3(Z

"面外#伸缩振动峰'另外!

*酸碱法+提取的甲壳素出现了新的峰!在
#AA%

JF

]#处出现了
#

个酰胺
%

谱带!在
###*?)!JF

]#处

出现了
#

个
C([

伸缩振动峰'

结果表明!利用菌酶联合法和传统酸碱法提取

的甲壳素均能基本保持标准甲壳素的分子特性!但

酸碱法提取的甲壳素因出现了
!

个新的峰!在分子

结构上与标准甲壳素存在一些差异'因而!通过菌

酶联合法制取的甲壳素相比于传统酸碱法提取的甲

壳素品质更高!分子结构更完整!更具优势和应用

前景'

图
AD

!

C

种甲壳素红外光谱图

9<

U

?#&

!

X/2.0.7>8

Q

7J4.-F,245745.778J5<4</

Q

.,>-J48

%

!

结论与讨论

$"!

!

结论

通过单因素试验得到微生物去除灰分的最佳发

酵条件$松墨天牛粉末浓度为
)K

!葡萄糖浓度为

)K

!凝结芽孢杆菌的接种量为
##K

!摇床转速设为

#"".

%

F</

!发酵温度为
&'L

!发酵时间
A>

!最终灰

分的平均去除率可以达到
$#?'!K

&正交试验中!当

控制葡萄糖浓度
)K

!摇床转速为
#"".

%

F</

时!接

种量
##K

(发酵温度
A!L

(发酵
A>

时!具有最大的

灰分去除率!此时灰分平均去除率可以达到"

$"?%)

"̂?%"

#

K

'通过极值分析后!正交试验证明了单因

素筛选条件为最佳条件'

通过单因素试验确定了蛋白酶去除蛋白质的最

佳酶解条件$松墨天牛粉末浓度为
)K

!加入蛋白酶

M

的量为
)"";

%

U

!调节悬浊液的
Q

Z

为
)?"

!酶解

温度为
AAL

!酶解时间为
$5

!最终蛋白质平均去除

率可以达到"

)!?'#̂ "?)!

#

K

'

利用凝结芽孢杆菌和蛋白酶
M

联合提取松墨

天牛甲壳素的系列试验发现!培养基在不灭菌情况

下!按照优化后的条件进行发酵和酶解!最终产物中

蛋白质的平均去除率可以达到"

)%?$&̂ "?A)

#

K

!灰

分去除率可以达到"

))?''^#?)!

#

K

'最终甲壳素

得率为
%!?A#K

!产物中甲壳素纯度为
'!?')K

!蛋

白质含量为
!A?'&K

!灰分含量为
#?&!K

'

$"#

!

讨论

当前甲壳素在食品工业领域,

%#(%!

-

(生物医学领

域,

%%(%&

-

(化妆品行业,

%A

-

(农业领域,

%*

-

(纺织行业,

%'

-

等发展讯速!需求量大'供求关系失衡导致甲壳素

价格居高不下!这要求在甲壳素的生产中积极探索

新的原材料以降低成本!寻求新方法提高甲壳素产

品质量'

目前提取甲壳素多以虾(蟹壳为原料!虽然应用

较广但存在以下缺点$

#

#虾(蟹壳中灰分含量高!尤

其是钙含量!如蟹壳中钙的含量达到
%"K

以上!去

除难度相对较大!因此从虾(蟹壳提取的甲壳素产品

中钙的含量也很高&

!

#虾(蟹壳含有多种重金属离

子!加大了灰分的脱除难度!而灰分含量是甲壳素的

主要质量指标之一!因此从虾(蟹中提取高纯度甲壳

素产品难度大!工艺水平要求高&

%

#研究表明虾(蟹

壳中甲壳素含量一般在
#"K

"

!AK

,

%)(%$

-

!相比于昆

虫并不高&

&

#虾(蟹壳来源相对局限'相对于虾蟹!

昆虫种类繁多(种群数量巨大(分布广泛!并且昆虫

不受地域和季节性的影响!来源较为丰富'昆虫灰

分含量低!甲壳素含量更高!更适合作为提取甲壳素

的原材料'现阶段!从昆虫提取甲壳素多局限与研

究领域!距离实际生产还有一定距离!如何将试验室

成果转化为生产力!有待于学者与公司的进一步合

作'

本试验将浙江省杭州市富阳区诱捕到的松墨天

牛作为原料提取甲壳素!一方面为松墨天牛的清除

与再利用提供思路!有效预防松材线虫的二次扩散&

另一方面以松墨天牛为原料可降低甲壳素的提取成

本!变废为宝'

值得注意的是!由于生物体中甲壳素与蛋白质

关系紧密!两者有化学键连接,

&"

-

!这加大了提取甲

壳素过程中彻底除去蛋白质的难度'此外由于部分

人群对昆虫中的特异性蛋白质过敏!甲壳素中残留

的蛋白质使其在食用和医疗保健领域受到极大的限

制'如何能提取到蛋白质残留量更低甲壳素!使其

在这些领域的应用显得尤为重要!这是也是*菌酶联

合法*提取甲壳素亟需解决的问题之一'

本试验涉及的
!

种提取方法中!相比于菌酶联

合法制取甲壳素!酸碱法处理周期更短!提取工艺更

简单'但是!酸碱法在提取甲壳素的过程中仍具有

不可避免的缺点$

#

#需要消耗大量的强酸和强碱&

!

#

&)#
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需要不同的处理温度!耗能更高&

%

#对反应容器要求

更加严格!提取有一定的危险性&

&

#酸碱法所涉及到

的强酸和强碱对环境污染严重&

A

#如若甲壳素产品

中残留强酸和强碱!将严重危害人体健康&

*

#需要重

点提到的是!酸碱在去除原料中灰分和蛋白质的同

时也会使分子结构发生构象变化!改变甲壳素的分

子特性'关于这一点!红外光谱分析中已经证明本

试验利用酸碱法提取到的甲壳素分子结构已经发生

变化'

目前作为行业研究热点的发酵法!发酵条件更

加温和!易于控制&发酵过程对甲壳素的分子结构影

响较小!最大限度保持甲壳素分子特性&发酵过程中

的废液易于处理!对环境的污染小'但纵观前人研

究!此种方法的局限之处在于$

#

#多使用一种微生物

或者几种微生物进行发酵!并没有将现在已经商品

化的蛋白酶纳入其中&

!

#单一微生物发酵时灰分或

蛋白质残留高!难以达到工业化生产水准&

%

#多种微

生物发酵时工艺复杂!耗时长'

除此之外!发酵过程所产生的有机钙等副产品

会夹杂在甲壳素产品中!不易彻底除去'这些副产

品也在某种程度上降低了生产出的甲壳素品质!这

一点在用虾蟹壳制取甲壳素时尤为明显!以昆虫作

为原料则可以大大避免这个问题!这是因为
!

种原

料中的灰分含量所决定的'

由红外光谱分析结果可知!

!

种方法提取的甲

壳素基本符合标准甲壳素的分子结构!但酸碱法提

取的甲壳素出现新的波峰!也就是出现新的基团!这

很可能是在酸碱去除灰分和蛋白质的过程中将分子

的部分结构改变导致的'而菌酶联合法提取的甲壳

素解没有这个问题!这说明!在保持甲壳素分子的结

构和特性方面!菌酶联合法要优于酸碱法'相比于

发酵法!菌酶联合法反应速率更高!提取工艺更加简

单!更符合实际生成应用'本试验中菌酶联合法提

取的甲壳素灰分和蛋白质去除率稍低于酸碱法制得

的甲壳素!这主要是由于分离技术的受限'试验中

松墨天牛粉末的粒级选择在
!"

"

#""

目!较大的粒

级降低了菌酶与松墨天牛的接触面积!使得发酵和

酶解的效率在一定程度上有所降低!这也限制发酵

后期进一步去除大分子包裹下的部分灰分和蛋白

质!使得最终通过菌酶联合法制得的甲壳素在灰分

和蛋白质去除率上比酸碱法制得的甲壳素灰分和蛋

白质稍低'下一步如果能找到更好的从液体培养基

中分离甲壳素的方法!采用粒级更小的松墨天牛粉

末来进行提取!一定会大大提高灰分和蛋白质的去

除率!使得最终提取的甲壳素产品纯度更高'

本试验中所采用的凝结芽孢杆菌抗逆性强!产

酸性强!繁殖速度快!去除效果好'蛋白酶
M

的酶

解速率高!去除效果也比较好'但目前市面上商业

化的蛋白酶
M

的价格居高不下!单位质量酶活性也

相对较低!大规模生产甲壳素需要耗费的蛋白酶量

大!经济成本较高'如果能够找到更好的商业生产

途径!将大大降低利用菌酶联合法制取甲壳素的经

济成本'本试验菌酶联合法蛋白质去除率没有酸碱

法高很大程度上受限于底物粒级!下一步可改进分

离技术以期提取到纯度更高的甲壳素'
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