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微波辅助 CDA 酶法制备烹饪后龙虾壳聚糖及初步表征
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摘 要 本文主要研究开发烹饪后小龙虾壳聚糖的环保酶法制备方法。本研究采用超声辅助 EDTA 法提

取烹饪后小龙虾壳甲壳素，所得甲壳素经乙醇浸泡和微波预处理后，采用 CDA 酶法制备壳聚糖；通过单因

素试验选择最佳的微波功率、微波时间、加酶量、酶解温度、酶解时间，再利用正交试验优化酶法制备小龙

虾壳聚糖的最佳工艺。结果表明：酶法制备壳聚糖的最佳条件为：80%乙醇浸泡甲壳素 2 h，微波功率 550 W，

微波时间 6 min，加酶量 10%，酶解时间 3 h，酶解温度 45℃，在此条件下制备的壳聚糖脱乙酰度高达 93.12%，

黏度为 96.8 mPa·s，相对得率 87.74%。该制备方法与传统碱法相比，具有无环境污染，产品性质稳定，高

D.D 的优势，为环境清洁型的小龙虾壳聚糖工业化生产打下基础，也顺应了未来经济发展趋势。
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Abstract Optimum environment-cleanly enzyme method of preparation for crayfish shell chitosan was developed.
Using cooked freshwater crayfish shell as raw material, which chitin was extracted with ultrasonic-assisted EDTA
method, the obtained chitin was pretreated after soaking in ethanol and microwave radiating, the chitosan was
prepared using the CDA enzyme method. The best microwave power, microwave time, enzyme dosage, reaction
temperature, and reaction time were selected with single factor experiment, the best enzyme method technology for
preparation of crayfish chitosan was optimized by orthogonal test. The results show that the optimum conditions of
enzymatic preparation of chitosan was: 80% ethanol chitin 2 h, 550 W microwave power, microwave time 6min,
enzyme dosage of 10%, enzymolysis time 3 h, enzymolysis temperature 45℃, prepared under these conditions the
degree of deacetylation of chitosan as high as 93.12%, the viscosity of 96.8 mPa·s, the relative yield of 87.74%. The
preparation method and the traditional alkali method, has no environmental pollution, the product has high degree of
deacetylation, stable property advantages, lay the foundation for the industrialization of chitosan production
environment clean, but also conforms to the future economic trends.
Keywords Microwave, CDA enzyme, Freshwater crayfish shell, Chitosan, Environment-cleanly
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壳聚糖(chitosan)，是由甲壳素脱乙酰基得到得

产物，是自然界唯一带正电的可降解天然碱性多糖，

具有好的生物相容性、生物降解性等优良性能(赵易

尔和金丹, 2015)，被广泛用于医药、造纸、化妆品、食
品和生物技术等领域(Pareek et al., 2013)。淡水小龙

虾是江苏省特别是淮安地区最重要的经济水产品之

一，而人们最普遍的食用方法是经烹饪后直接食用，

因此的产生大量虾壳废弃物，给环境造成巨大污染，

虾壳中甲壳素、壳聚糖等活性物质没有得到合理的

开发利用，也造成了严重的资源浪费。小龙虾壳聚糖
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是以小龙虾壳废弃物为原料，提取其中甲壳素后，经

脱乙酰基制得。当今，国内外研究和生产实践仍然是

利用高浓度强碱脱乙酰基制备壳聚糖(季锦林等, 2013;
Sila et al., 2013)，近几年，国内采用超声波协助碱法、
微波法等方法制备小龙虾壳聚糖的研究并不罕见，

但制备原理基本上是利用强碱的作用破坏甲壳素分

子间作用力，进而脱乙酰基，这些方法需要大量高浓

度的碱液，一旦工业化生产，势必造成极大的环境污

染，且大多制备壳聚糖方法具有制备时间较长、脱乙

酰度(deacelation degree, 以下简称“D.D.”)较低、性质

不稳定的缺点(窦勇和胡佩红, 2014)。
为减少淡水小龙虾壳自然资源的过度浪费，以

烹饪后的淡水小龙虾壳为原料，通过筛选高产甲壳

素脱乙酰基酶(chitin deacetylation, 以下简称“CDA”)
菌株，优化发酵条件，提取高活性的 CDA，以此酶为

基础，研究壳聚糖高效环保的酶法制备方法，对实现

工业化生产小龙虾壳聚糖具有较高的实际应用价

值。利用乙醇对所提取的小虾壳甲壳素进行浸泡处

理，以破坏甲壳素分子分子间羰基与氨基之间 H 键，

再利用微波对甲壳素进行加热预处理，促进甲壳素

底物与 CDA 酶相互作用，加快酶反应速度，获得高

D.D 的壳聚糖。本研究旨在建立高效环保的小龙虾

壳聚糖酶法制备方法，为环境清洁型的小龙虾壳聚

糖工业化生产打下基础(窦勇和胡佩红, 2014)。

1 结果与分析

1.1 微波辅助 CDA 酶法制备烹饪后龙虾壳聚糖单因

素试验

1.1.1 最佳微波功率为 550 W

从图 1 知，随着微波功率的提高，D.D.不断增大，

功率在 550 W 后 D.D. 变化不大，700 W 时达到最高

值 92.13%；从黏度指标看，整体减小趋势较为明显，

700W 时候黏度下降幅度最大；为获得较高 D.D.、较
高黏度的壳聚糖，可见 550W 为最佳微波功率。

1.1.2 最佳微波处理时间为 8 min

由图 2 可知，随微波处理时间的延长，D.D.呈
上升趋势，8 min 后趋于平缓，11 min 达到最大值

91.88%；而黏度呈缓慢下降趋势，在 8 min 后黏度

下降较为明显；所以，综合考虑，微波处理时间为

8 min 为宜。

图 1 微波功率对壳聚糖脱乙酰度和黏度的影响

Figure 1 Effect ofmicrowave power on chitosan D.D. and viscosity

1.1.3 最适加酶量为 10%

由图 3 可以看出，随着加酶量的增多，D.D.呈明

显上升趋势，当加酶量达到 10%后，D.D.增大不多，

添加量在 13%时达到最大，此时 D.D.为 93.17%；黏

度角度来看，整体波动不大，但呈缓慢减小趋势，说

明酶法催化脱乙酰，没有加剧甲壳素分子断裂，生成

的壳聚糖产品结构均一。从节约成本角度来看，选择

10%作为最佳加酶量。

图 2 微波处理时间对壳聚糖脱乙酰度和黏度的影响

Figure 2 Effect ofmicrowaving time on chitosanD.D. and viscosity

1.1.4 最佳酶解时间为 3~4 h

图4 显示，D.D.随着酶解时间的延长，不断升高，

4 h 后基本不变，此时最高 D.D.为 92.95；而黏度随酶

解时间变化，呈下降趋势，但变化幅度不大。为提高

生产效率，酶解最佳时间选择 3~4 h 为宜。

图 3 加酶量对壳聚糖脱乙酰度和黏度的影响

Figure 3 Effect of enzyme dosage on chitosan D.D. and viscosity
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1.1.5 最适酶解温度为 50℃

由图 5 可知，随酶解温度的升高，D.D.曲线呈现

先上升后趋平缓，酶解温度 50℃时，达到最高值

92.93%；而黏度随着温度的升高，也呈现下降趋势，

但在 50℃后，黏度下降明显。原因分析如下，温度为

50℃，CDA 酶活性达到最高，而温度过高可能造成

部分酶失活，不利于催化甲壳素脱乙酰，造成 D.D.在
50℃后基本不变；温度过高也可能造成壳聚糖中糖

苷键的水解加剧，造成分子链断裂，使黏度下降。

1.3 正交试验验证试验

由于正交试验直观分析最佳条件为 A1B2C2D1，

此组合不在 L9(34)的 9 组试验中，为了验证正交试验

设计的预测结果可靠性，采用微波时间 6 min，加酶

量 10%，酶解时间 3 h，酶解温度为 45℃，进行 3 组平

行试验制备壳聚糖，测得 3 组壳聚糖 D.D 值的平均

值高达 93.12%，说明该组合预测结果与实际结果相

符，具有很高的可行性和实用价值。

1.4 壳聚糖红外光谱初步表征

CDA 酶法制备的烹饪后小龙壳聚糖红外光谱

扫描结果如图 6 所示。壳聚糖乙酰氨基(NH-CO)有
3 个典型的特征吸收峰，分别是 1 650 cm-1 (酰胺Ⅰ)、
1 550 cm-1 (酰胺Ⅱ)和 1 310 cm-1 (酰胺Ⅲ)左右(吕勇

等, 2013)，D.D. 较小时由于 1 559 cm-1 酰胺Ⅱ谱带信

号强烈掩蔽了较弱的氨基变形谱带，当 D.D.增大 70%
时氨基变形谱带才表现出来(1 593 cm-1)，并随着 D.D.
的不断提高，吸收峰出现在 1 599 cm-1 处，如出现

1 590 cm-1 左右的谱带，可以认为该 D.D.值在 70%以

上(董炎明等, 2001)。图 6 显示，在波长 1 649.38 cm-1，

1 598.56 cm-1，1 319.12 cm-1 三处有吸收峰，说明本法

图 4 酶解时间对壳聚糖脱乙酰度和黏度的影响

Figure 4 Effect of enzymolysis time on chitosan D.D. and viscosity

1.2 正交试验确定微波辅助 CDA 酶法制备壳聚糖的

最佳条件为微波时间 6 min，加酶量 10%，酶解时间

3 h，酶解温度为 45℃

由表 1 正交试验直观分析看出，CDA 酶法制备

烹 饪 后 龙 虾 壳 聚 糖 的 最 佳 条 件 优 化 结 果 为 ：

A1B2C2D1，即微波时间 6 min，加酶量 10%，酶解时间

3 h，酶解温度为 45℃，由极差 R 的大小可知，影响烹

饪后龙虾壳聚糖的制备效果的主次因素分别为 A>
C>D>B，即微波时间＞加酶量＞酶解时间＞酶解温度，

由此可见微波时间对龙虾壳甲壳素脱乙酰基度的影

响最大，说明微波对龙虾壳甲壳素的辐射作用，有利

于 CDA 酶与底物的结合催化脱乙酰基作用，这可能

与微波作用破坏甲壳素分子 H 键有关，有关机理需

进一步研究。

图 5 酶解温度对壳聚糖脱乙酰度和黏度的影响

Figure 5 Effect of enzymolysis time on chitosan D.D. and viscosity

因素

Factors
试验号

No.

1
2
3
4
5
6
7
8
9
k1
k2
k3
R
因素主次关系

The relationship bet-
ween primary and s-
econdary factors
最优组合

Optimal combination

A
1
1
1
2
2
2
3
3
3
92.13
91.61
86.11
6.02

B
1
2
3
1
2
3
1
2
3
90.12
90.30
89.44
0.86

C
1
2
3
2
3
1
3
1
2
88.87
91.17
89.81
2.30

D
1
2
3
3
1
2
2
3
1
90.58
90.14
89.13
1.45

脱乙酰度(%)
D.D. (%)

91.85
93.89
90.65
92.18
92.45
90.21
86.33
84.56
87.45

ACDB

A1B2C2D1

表 1 正交试验直观表

Table 1 Orthogonal test intuitive table
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制备产物为壳聚糖；图中显示三处特征峰谱非常微

弱，原因是随着 D.D.升高，乙酰氨基含量减少所造成，

说明本法制备的壳聚糖具有较高的 D.D.，从红外光谱

角度证实了 CDA 酶法能制备高 D.D.壳聚糖。

1.5 微波辅助 CDA 酶法制备壳聚糖的效果分析

表2 可以看出，微波辅助酶法制备的壳聚糖所需

时间为 5 h，黏度为 96.8 mPa·s，D.D.为 93.12%，相对

得率为 87.74%，本法制备的龙虾壳聚糖的 D.D.、黏
度、制备时间和相对得率明显高于传统热碱法、单一

超声法，具有操作时间短，高脱乙酰度，高黏度的优

点，整个过程中不使用任何强酸强碱，无任何环境污

染，因此本法将具有很大的市场推广价值。

2 讨论

本研究在预试验基础上，通过单因素分析和正

交试验分析，确定以烹饪后淡水小龙虾壳为原料，虾

壳经乙醇浸泡、微波辐射预处理后，采用 CDA 酶法

脱乙酰基制备小龙壳聚糖的最佳工艺条件为：80%
乙醇浸泡 2 h，在微波功率 550 W 下处理 6 min，加酶

量 10%、酶解时间 3 h、酶解温度 45℃，在此制备工

艺下，脱乙酰度高达 93.12%、黏度 96.8 mPa·s，相对

得率 87.74%，产品为白色粉末，其性质稳定、纯度

高，可用于制备壳聚糖功能性材料、食品、医药等领

域。本研究成果有利于小龙虾废弃资源综合利用，减

少资源浪费和环境污染。本法以烹饪后小龙虾加工

虾壳为原料，通过 EDTA 法提取甲壳素后，再以此甲

壳素为原料，利用微波辐射和乙醇作用破坏甲壳素

分子内部 H 键，利用酶的高效催化及专一性对其进

行脱乙酰作用，制备了高 D.D.、高粘度的壳聚糖。与

常用方法相比，本法不再使用强碱脱乙酰基，且使用

的 EDTA 可 100%回收，具有制备时间短、产品脱乙

酰度高、纯度高、性质稳定等优势，因此该法为环境

清洁型的工业化壳聚糖生产奠定基础，顺应了未来

经济发展趋势。

3 材料与方法

3.1 主要材料与试剂

烹饪后淡水小龙虾壳，采集于某龙虾馆；乙二胺

四乙酸钠、双氧水等试剂购于南京化学试剂股份有限

公司，AR；甲壳素脱乙酰基酶粗酶液(本实验室自制)。

3.2 主要仪器

仪器：傅立叶变换红外光谱仪(FTIR-8400S, 日

本岛津)、手提式高速粉碎机(CE-500, 浙江屹立工贸有

限公司)、数控加热超声清洗机(SCQ-6201E, 上海声彦

超声波仪器有限公司)、电热恒温干燥箱(SCQ-GC26,
上海声彦超声波仪器有限公司)、微波炉(MKJ-J1-4,
青岛迈可威微波应用技术有限公司)、数显恒温水浴

锅(HH-8, 南京宝都仪器有限公司)、粘度计(NDJ-8S,
上海慧可实验仪器有限公司)。

3.3 试验方法

3.3.1 微波辅助CDA 酶法制备工艺

样品预处理→EDTA 超声处理→过滤干燥→脱

色→水洗至中性→烘干→乙醇浸泡→过滤→水洗→
微波处理→CDA 酶法脱乙酰→过滤→水洗至中

性→烘干→壳聚糖。

图 6 小龙虾壳聚糖红外光谱表征

Figure 6 Infra-red spectrum token of freshwater crayfish shell
chitosan

制备工艺

Preparation techniques
热碱法

Hot alkali method
超声法

Ultrasonic method
微波辅助 CDA 酶法

Microwave-assisted CDA method

脱乙酰基度(%)
D.D. (%)
80.15

86.65

93.12

粘度(mPa·s)
Viscosity (mPa·s)
87.89

92.10

96.80

制备时间(h)
Preparation time (h)
8.5

11.0

5.0

相对得率(%)
Relative yield (%)
72.16

75.97

87.74

表 2 壳聚糖制备效果比较

Table 2 Comparison results of preparing chitosan effect
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酶解温度 D (℃)
Enzymolysis time D (℃)
45
50
55

3.3.2 技术要点

3.3.2.1 烹饪后小龙虾壳样品预处理

洗净烹饪后小龙虾壳，以无水乙醚中洗涤 4~6
次，再以无水乙醇抽提 4~6 次，再用蒸馏水洗净后过

滤，滤渣于 60℃烘箱中烘干，粉碎机粉碎至过 830 μm
目筛，备用。
3.3.2.2 超声波辅助 EDTA 法提取甲壳素

称取一定量经前处理后的小龙虾壳粉末于烧杯

中，按料液比 1:24 (m/V)的量，加入 pH=13 的 18%的

EDTA 溶液，置于超声频率 60 KHz，功率 180W，温度

35℃的超声波清洗器中，搅拌反应 45 min，过滤并以

蒸馏水洗涤滤渣，收集上述滤渣，于 50℃烘干。再以

10%的过氧化氢溶液在 35℃水浴中浸泡，脱色 2 h，洗

净烘干后的白色粉末即为甲壳素(莫祺红等, 2009)。
3.3.2.3 CDA 酶法脱乙酰基

已制备好的龙虾壳甲壳素粉碎至过 180 μm 目

筛，按料液比 1:20 (m/V)加入 80%乙醇溶液，浸泡 2 h
后，置于功率为 550 W 的微波炉中，微波预处理一定

时间后，冷却至室温；加入一定量的酶活约 200 U/mL
的 CDA 粗酶液，一定温度下恒温搅拌酶解，酶解时

以氢氧化钠调 pH 为酶反应最适 pH 7.5，反应完全

后，采用 100℃水浴灭酶活 15 min，迅速冷却至室温，

2 000 r/min 离心 20 min，蒸馏水洗涤至中性，过滤得

沉淀，烘干后得龙虾壳聚糖(刘振春等, 2014)。

3.3.3 相关指标测定及酶活定义

脱乙酰度(D.D.)、粘度测定、壳聚糖得率计算及

酶活定义参考文献(窦勇和胡佩红, 2014)方法进行。

3.3.4 龙虾壳聚糖红外光谱表征

将制备的壳聚糖产品研磨成粉末，与 KBr 粉末

压片后，采用傅立叶变换红外光谱仪扫描，扫描范围

400~4 000 cm-1，分析其特征谱峰与脱乙酰作用关系。

3.3.5 碱法制备龙虾壳聚糖

采用文献(周安娜等, 2003)壳聚糖制备方法。

3.3.6 超声波法制备淡水小龙虾壳聚糖

准确称取自制龙虾壳甲壳素约 10 g 于 80 mL
50% NaOH 溶液中，在超声频率 40 KHz，超声功率为

400 W 条件下，超声波处理 60 min 后，反应温度设置

为 85℃，恒温搅拌反应 8 h 后，冷却至室温，经多次过

滤和蒸馏水洗涤至中性，滤渣烘干即得小龙虾壳聚糖。

3.3.7 微波辅助酶法制备烹饪后小龙虾壳聚糖单因素试

验(Cardoso et al., 2001;曹健等, 2005;李巧霞, 2006)

根据预试验，确定微波功率、微波时间、加酶量、
酶解温度、酶解时间对壳聚糖 D.D.影响较大，故对此

五因素进行单因素试验，设置不同梯度条件：微波功

率 100 W、250 W、400 W、550 W、700 W、900 W；微波

时间 2 min、5 min、8 min、11 min、14 min、17 min；加

酶量(粗酶液体积与底物甲壳素质量之比, v/w) 1%、
5%、9%、13%、17%、21%；酶解时间 1 h、2 h、3 h、4 h、
5 h、6 h； 酶 解 温 度 20℃、30℃、40℃、50℃、60℃、
70℃；按 3.3.1 法制备壳聚糖，并测定 D.D.值和粘度，

选择各单因素最佳条件。

3.3.8 正交试验

选取微波时间、酶反应时间、酶反应温度和加酶

量四个对脱乙酰度值影响较大因素设计正交试验，

选择脱乙酰度较大的反应条件为最佳条件，见表 3，

其他因素水平以 3.3.7 确定的最佳水平，进行试验。
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