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摘要! 以斑点叉尾 鱼骨酶解胶原多肽液和氯化钙为原料!螯合率为指标!在一定条件下制备

胶原多肽螯合钙!并考察温度$V1$时间$多肽与钙的质量比对螯合率的影响% 在单因素实验

结果的基础上!采用C5fDC8IP`8P中心组合设计和响应面分析法!确定最佳螯合工艺条件为温

度"$ Z$V1;7?$时间 %7; I$质量比 #x%!此条件下!螯合率达 B#7;!T% 紫外吸收和傅里叶变

换红外光谱扫描的结果表明!骨胶原多肽与钙形成了螯合物!且其氨基酸组成符合典型的胶原

样蛋白特征%

关键词! 斑点叉尾 & 鱼骨& 胶原多肽& 钙& 螯合率

中图分类号! U0#;?7<&&&&&&&文献标志码',

&&斑点叉尾 #".21+,:,-&,(.212,-$是一种原产

于北美洲的大型淡水鱼类"拥有广泛的国际市场'

我国斑点叉尾 养殖业发展迅速"#$$> 年产量达

%? 万 Y左右"被农业部列为重点产业化开发对

象(%)

' 近年来"随着斑点叉尾 鱼片出口量的不

断攀升"加工产生的副产物或下脚料#鱼皮&鱼

骨&内脏等$逐渐增多"其中鱼骨#包括鱼头部分$

占了较大的比例#约 ?$T$' 动物骨骼#如牛骨

等$通常含有丰富的蛋白&多肽&氨基酸及钙&磷

等矿物质"且骨骼蛋白以胶原蛋白为主"约占总蛋

白 B$T左右(#)

' 而水产动物胶原蛋白由于其优

良的理化性质和生理活性功能"已受到国内外学

者的广泛关注(!)

' 吴缇等(?)从斑点叉尾 鱼骨

中提取和纯化了骨胶原蛋白"并对其特性进行了

研究%+F_FG等(;)对多种鱼骨胶原蛋白进行了提

取和特性研究"并认为鱼骨胶原蛋白可以广泛应

用于食品&药品和化妆品中'

目前"钙质缺乏是全球性的营养问题"我国人

民由于以植物性膳食为主"缺钙的现象更加严重"

因此补钙成为我国膳食营养研究中的重要课

题(")

' 研究表明(>)

"动物体内存在着独立的小肽

转运系统"是摄入氨基酸的主要途径%当金属离子

和一个小肽螯合后能防止肽的水解%同时因为金

属离子在消化道经过胃及小肠中离子的吸收部位

时都以螯合态存在"因此吸收速度较快' 将骨胶

原多肽与钙在一定条件下进行螯合"制备出的骨

胶原多肽螯合钙不仅可以补充人体需要的氨基酸

和钙"还可以大大提高鱼类等下脚料的附加值'

付文雯等(B)利用胃蛋白酶酶解的酸性环境使牛

骨中的钙转变成利于吸收的钙离子"并将胶原蛋

白初步水解"再进一步调节 V1值后"添加 ,%!<B

中性蛋白酶使胶原蛋白得到深度水解"同时也促

进了两者的螯合' 'MP_ 等(< :%$)利用提取的肉食

性鱼肠道酶对鳕鱼骨进行酶解"并从酶解液中分

离出鱼骨磷酸肽"使其与钙进行螯合"此法得到的

螯合钙被认为是一种新颖的营养性食品%之后又

对螯合钙进行小鼠实验"证明其可以阻止骨质疏

松模型小鼠体内矿物质的流失'

采用碱性蛋白酶和风味蛋白酶-两步酶解

法."可以制备出纯度较高且适用于企业规模化

批量生产的胶原多肽水解液(%%)

' 在此基础上"本

文以自制的斑点叉尾 鱼骨胶原多肽与氯化钙进

行螯合反应"同时结合 C5fDC8IP`8P 组合设计和

响应面分析法优化斑点叉尾 鱼骨胶原多肽钙的
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制备条件"这不仅可以改善水产动物胶原蛋白资

源的营养及功能特性"而且可以减少由于斑点叉

尾 鱼骨废弃造成的环境污染"也有助于企业产

生良好的社会效益和经济效益'

%&材料与方法

!"!#材料与试剂

骨胶原多肽水解液#实验室自制$%氯化钙&

氢氧化钠&盐酸&无水乙醇等均为分析纯'

!"$#仪器与设备

A10D!3精密 V1计#上海大普仪器有限公

司$%11数显恒温水浴锅#江苏金坛市金城国胜

实验仪器厂$%=1[D<%#!'精密恒温鼓风干燥箱

#上海三发科学仪器有限公司$%3U%;*U台式高

速冷冻离心机#上海天美生化仪器设备工程有限

公司$%.=D%CD;$ 冷冻干燥机#北京博医康实验仪

器有限公司$%*2;#DB",旋转蒸发器#上海亚荣

生化仪器厂$%+GO568Y">$$ 傅里叶红外光谱#美国

UI8JE5 +GO568Y公司$%0>%!$,EGP5 ,OGN *8F_8PY

(J_FPGe8J氨基酸全自动分析仪#德国 0L`FE公

司$'

!"G#骨胶原多肽水解液的制备

称取 ? _或一定量的骨粉#过 ?$ 目筛$"先用

碱性蛋白酶初步酶解"料液比#LUO$?x;$"加酶

量 ?T"温度 ?; Z"V1B"酶解 ! I"再用风味蛋白

酶在温度 ;$ Z"加酶量 ?T"V1>7;"酶解 ! I 的

条件下进一步酶解"即通过采用两步酶解法制备

胶原多肽水解液(%%)

'

!"C#螯合实验

工艺流程&&骨胶原多肽R氯化钙
&

调节溶

液 V1值
&

搅拌
&

水浴
&

浓缩
&

无水乙醇(%#)

#"

倍体积$

&

洗涤 # 次
&

抽滤
&

真空冷冻干燥'

螯合率的测定&&待螯合反应结束后"准确

移取 ; E-反应液于 ;$ E-离心管中"加入 !$ E-

无水乙醇"震荡"离心#B $$$ J@EGP"%$ EGP$"测定

沉淀物#螯合钙$中的钙含量#L

$

$%同时再准确

移取 ; E-反应液"直接测定总钙含量#L

%

$' 螯

合率 iL

$

UL

%

c%$$T

(%!)

' 钙含量的测定参照

[C@U;$$<7<# :#$$!#食品中钙的测定$'

!"L#单因素实验设计

单因素实验的基本条件定为温度 >$ Z&时间

% I&V1"&质量比 #x%' 改变其中一个条件"固定

其它条件以分析各单因素对螯合率的影响' 各因

素水平梯度分别为!温度 !$&?$&;$&"$&>$&B$&

<$ Z%时间 $7;&%&%7;&# I%V1?7;&;&;7;&"%质

量比 ?x%&!x%&#x%&%x%&%x#&%x!' 每个水平重复

试验两次"结果取平均值'

!"%#响应面法优化螯合工艺

在单因素试验基础上"采用C5fDC8PIP`8P 中

心组合方法进行三因素三水平试验设计' 以 V1&

时间&骨胶原多肽与钙离子质量比 ! 个因素为自

变量"并以自变量的编码值 P

%

&P

#

&P

!

分别代表自

变量的高&中&低水平"螯合率M为响应值"自变量

因素水平及编码见表 %' 采用 =8HG_PD8fV8JY>7$

软件对数据进行分析'

表 !#T06:T*)54*5设计试验因素"水平及编码

&'("!#&*/-1'+-0,/#3*>*3/'5?+0?*/.5

T06:T*)54*5+*5-,'3+0270/.-*?*/.<5

自变量因素

GPN8V8PN8PYdFJGF968H

编码

O5N8H

编码水平 O5N8N 68d86H

:% $ %

V1

P

%

?7>; ;7#; ;7>;

时间@I YGE8

P

#

$7; % %7;

质量比 g8G_IYJFYG5

P

!

!x% #x% %x%

!"X#氨基酸组成分析

称取冷冻干燥后的样品 > E_"放入消化管

中"加入 B E-" E56@-的 13-"充入氮气后旋紧

管盖"置于 %!; Z烘箱中水解 ? I' 水解结束冷却

后移至坩埚"于 "$ Z水浴锅挥发盐酸"再加入少

量双蒸水蒸干"重复两次"用适量 V1#7#$ 的磷酸

盐缓冲溶液溶解稀释"最后用 $7##

!

E微孔滤膜

抽滤"滤液采用氨基酸全自动分析仪进行测定'

!"̂#紫外光谱$N\:\SP%分析

取适量冷冻干燥样品"用蒸馏水溶解#同时

以蒸馏水作为对照$"在 #$$ h?$$ PE波长范围

内进行紫外扫描"分辨率 % PE'

!"_#傅里叶红外光谱$;&:S=%分析

取适量冷冻干燥样品"用红外光谱仪对样品

进行红外扫描"扫描范围为 ? $$$ h;$$ OE

:%

"采

用(JG_GP >7$ 软件对数据进行分析'

#&结果

$"!#单因素实验

温度对螯合率的影响&&随着温度的逐渐增

加"螯合率随之增加"但增幅不大""$ Z时螯合率

达到最高%当温度升高至 "$ Z以上时"螯合率随

着温度的升高反而下降"表明高温不利于螯合反

&#$



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

&&& 水&产&学&报 !" 卷

应的进行' 但当温度低于 "$ Z时"对螯合率的影

响也不显著"所以将螯合温度设定为 "$ Z"不带

入后续的响应面优化试验#图 %$'

图 !#温度对鳌合率的影响

;.<"!#A11*+-01-*27*,'-@,*05'(.3.-E 01+)*3'-.05

&&时间对螯合率的影响&&时间对螯合率影响

较大' 当螯合时间在 $7; h% I 内"螯合率随着反

应时间的延长而快速增加"这也说明螯合反应较

为快速' 当反应时间为 # I 时"螯合率达到

><7%!T%但反应时间大于 % I 后"随着时间延长"

螯合率增加不明显"基本趋于平缓"故螯合时间以

% I为最佳#图 #$'

图 $#时间对鳌合率的影响

;.<"$#A11*+-01-.2*05'(.3.-E 01+)*3'-.05

&&V1对螯合率的影响&&螯合率随着 V1的

升高而增大"当 V1为 ;7$ h;7; 时"螯合率达到

最大"此后又随着 V1的上升而下降#图 !$' 当溶

液在 V1值较低的酸性条件下"大量的 1

R将会与

3F

# R争夺供电子基团"不利于螯合物的生成%当

溶液在 V1值较高的条件下"羟基可能会争夺钙

离子而优先生成氢氧化钙沉(%?)

' 本实验中"当

V1在 "7$ h>7$ 时"观察到反应体系中有沉淀慢

慢析出' 螯合率在 V1;7$ h;7; 附近时达到最

大"此时有较多的酸性多肽物质处于等电点附近"

受氢离子和羟基影响较小"可以提供充分的供电

子基团"从而有利于与钙离子通过配位键形成螯

合物"故螯合反应的最佳 V1为 ;7$ h;7;'

图 G#7J对鳌合率的影响

;.<"G#A11*+-017J05'(.3.-E 01+)*3'-.05

&&质量比对螯合率的影响&&胶原多肽和钙离

子的质量比与螯合率的大小密切相关' 随着质量

比的增大"螯合率增加"当达到 #x% 时"螯合率最

高"质量比再增加"螯合率基本不变' 物料的配比

是影响金属离子与多肽螯合反应的一个重要因素

#图 ?$' 如果配位比太小"螯合反应即使显著也

不能形成稳定的环状结构"即螯合物不稳定%若配

位比太高"则导致多肽利用率下降"即造成多肽的

浪费"不经济(%;)

' 综合考虑选择质量比 #x% 较

适宜'

图 C#质量比对鳌合率的影响

;.<"C#A11*+-01Q*.<)-,'-.0 05'(.3.-E 01+)*3'-.05

$"$#响应面分析

本试验安排了 %? 个试验点"可分为两类!其

一是析因点"自变量取值在P

%

&P

#

&P

!

所构成的三

维顶点"共有 %# 个析因点%其二为零点"为区域的

中心点"零点试验重复 # 次"用以估计试验误差'

试验安排及结果见表 #'

对表 # 中的试验数据进行拟合回归"以 V1

#P

%

$&时间#P

#

$&质量比#P

!

$为自变量"螯合率

#M$为因变量#响应值$"建立二次多元回归方程

模型!

"#$
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D$:5+83 %2+:<\

/

*0+39\

0

*/2+::\

8

*

2+<;\

/

\

0

*2+95\

/

\

8

*2+<8\

0

\

8

%

/+38\

0

/

%2+50\

0

0

%5+<9\

0

8

&&对回归方程进行方差分析"结果见表 !' 回

归方程中各变量对指标#响应值$影响的显著性"

由E检验来判定"概率 !

#AJk.$

的值越小"则相应

变量的显著程度越高(%")

' 由表 ! 可知"回归方程

达到极显著水平 #!j$7$%$"且失拟项不显著

#!k$7$; $"表明该方程对试验数据拟合较

好(%>)

' 总决定系数 K

#

i$7<<$ #"表明自变量与

响应值之间线性关系显著"即该模型预测值与实

际试验值拟合较好"因此可利用该回归方程代替

试验真实点对结果进行分析(%B)

'

回归方程各项系数的显著性分析结果表明"

因素P

!

的线性效应和平方效应对螯合率的影响

极显著#!j$9$%$"P

#

的线性效应对螯合率的影

响显著#!j$7$;$' 利用 =8HG_PD8fV8JY>7$ 软件

在设定的因素水平内对回归方程进行数学规划"

得到螯合率最高的优化组为 V1;7?"时间 %7; I"

胶原多肽与钙的质量比为 !x%' 此条件下"螯合

率的理论值达到 B!7%"T'

表 $#响应面试验方案及结果

&'("$#U*/.<5'5?,*/@3-/01,*/705/*/@,1'+**67*,.2*5-

试验号

Y8HYPME98JH

P

%

P

#

P

!

螯合率@T

OI86FY8JFY8

% :% :% $ >!7?>

# :% % $ >>7$>

! % :% $ "B7!?

? % % $ >?7">

; $ :% :% >"7"?

" $ :% % ;"7"$

> $ % :% B#7<%

B $ % % "$7!;

< :% $ :% >>7><

%$ % $ :% B$7?!

%% :% $ % ;>7<$

%# % $ % ;"7>?

%! $ $ $ >?7><

%? $ $ $ >;7B<

表 G#回归方程的方差分析

&'("G#9VY\910,-)*1.--*?D@'?,'-.+703E502.'320?*3

方差来源 H5MJO8

自由度 N

3

平方和 HH 均方 EH E

!

#AJk.$

显著性 HG_PGSGOFPO8

P

%

% ?7;B ?7;B %7"B $7#"? !

P

#

% ?<7>; ?<7>; %B7!$ $7$%# <

"

P

!

% <#B7!> <#B7!> !?%7;# j$7$$$ %

""

P

%

P

#

% %7B" %7B" $7"< $7?;? !

P

%

P

!

% !7"% !7"% %7!! $7!%! !

P

#

P

!

% %7;< %7;< $7;B $7?B> !

P

#

%

% "7;" "7;" #7?% $7%<; ?

P

#

#

% $7B> $7B> $7!# $7"$% <

P

#

!

% %$!7>? %$!7>? !B7%" $7$$! ;

""

模型 E5N86 < % $<;7!% %#%7>$ ??7>> $7$$% #

""

残差 J8HGNMF6 ? %$7B> #7>#

失拟 6FÒ 5SSGY ! %$7#> !7?# ;7"" $7#<> ;

纯误差 VMJ88JJ5J % $7"$ $7"$

总和 Y5YF6 %! % %$"7%B

注!

"

显著水平为 $7$;%

""

极显著水平为 $7$%'

+5Y8H!

"

HG_PGSGOFPYFY$7$;T 68d86%

""

HG_PGSGOFPYFY$7$%T 68d867

$"G#验证试验

在最佳螯合条件#温度 "$ Z"V1;7?"时间

%7; I"胶原多肽与钙的质量比为 !x%$下"螯合率

的理论值达到 B!7%"T' 当胶原多肽与钙的质量

比设为 # x% 时" 螯 合 率 的 理 论 值 虽 略 低

#>>7%"T$"但胶原多肽和钙的螯合利用率较高

#见单因素试验$' 故采用质量比为 #x% 进行验

证试验"螯合率的实际值达到 B#7;!T"与理论值

相符"且与质量比为 !x% 的理论值相差不大'

$"C#螯合物的氨基酸组成分析

除色氨酸由于酸水解的破坏而未能正常检测

外"斑点叉尾 鱼骨胶原多肽螯合钙的氨基酸含

'#$
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量非常丰富"其中以甘氨酸含量最高###7!"T$"

谷氨酸&丙氨酸&脯氨酸&天冬氨酸和羟脯氨酸含

量相对较高"而半胱氨酸&蛋氨酸&异亮氨酸&酪氨

酸&苯丙氨酸和组氨酸含量相对较少' 因此其符

合典型的胶原蛋白氨基酸组成特征(%<)

"表明螯合

试验所用的胶原多肽含量相当高#表 ?$'

表 C#螯合物的氨基酸组成

&'("C#H,070,-.0501'2.50 '+.?/.5

+033'<*5703E7*7-.?*+'3+.@2

氨基酸

FEGP5 FOGNH

含量@T

O5PY8PY

氨基酸

FEGP5 FOGNH

含量@T

O5PY8PY

天冬氨酸,HV >7$# 蛋氨酸W8Y %7">

苏氨酸UIJ #7<; 异亮氨酸/68 %7<#

丝氨酸08J ?7%< 亮氨酸-8M !7?"

谷氨酸[6M %%7#B 酪氨酸ULJ %7#B

甘氨酸[6L ##7!" 苯丙氨酸AI8 #7#!

丙氨酸,6F %%7$? 组氨酸1GH #7#%

半胱氨酸3LH #7$> 赖氨酸-LH ?7%!

缬氨酸4F6 #7?% 精氨酸,J_ ?7";

脯氨酸AJ5 B7B; 羟脯氨酸1LV "7!$

注!由于酸水解导致UJV被破坏"所以未能检测到UJV'

+5Y8H!UJLVY5VIFP gFHP5YN8Y8OY8N 98OFMH8GYgFHN8HYJ5L8N NMJGP_

FOGN ILNJ56LHGH7

$"L#螯合物的紫外吸收光谱分析

在螯合物中"不仅过渡金属离子会吸收可见

#或紫外$区的某一部分波长的光而发生跃迁"配

合体内部也可能因吸收可见#或紫外$区的光而

发生电子的跃迁' 形成螯合物时中央离子与配位

体的键合使配位体内部有关轨道的能量改变"因

此螯合物中的配合体内部电子的跃迁与游离配位

体内部电子的跃迁时要求的能量不相同"即吸收

光的波长不相同(#$)

'

周元臻等(#%)研究了壳聚糖与 3F

# R之间的

配合作用"结果表明其产物的紫外吸收光谱发

生了红移' 同时指出在反应过程中可以根据螯

合物最大吸收峰的大小来判断反应程度"而利

用分光光度法还可以测定螯合物的稳定常数"

判断螯合物的配位比' 由图 ; 可知"螯合后的骨

胶原多肽#即胶原多肽螯合钙$的紫外吸收光谱

同样存在红移现象"表明有新物质生成"这也证

实骨胶原多肽与钙离子之间可能发生了螯合

反应'

$"%#螯合物的红外吸收光谱分析

在胶原多肽溶液中主要是氨基酸残基之间的

酰胺键"也有少量的末端或侧链氨基和羧基存在"

因此在红外光谱中存在氨基的伸缩振动&变角振

动和羧基的伸缩振动等吸收峰%而当胶原多肽与

3F

# R螯合后"必然会引起其吸收峰位的偏移或

变化(##)

'

由图 " 可知"骨胶原多肽红外光谱图的特征

区中" :+1

#

的吸收峰在 ! #$$ OE

:%

"是由+:1

的伸缩振动引起%% "?%7%# OE

:%属于酰胺
"

带"

是由 3i(的伸缩振动引起%% ;">7B? OE

:%属

于酰胺
(

带"是由 +:1的变形振动引起%

% %!<7># OE

:%处出现#AY+1

#

$吸收峰%"##7B<

OE

:%处则是由 +:1面外变形振动引起' 加入

钙离子后"氨基的伸缩振动吸收峰出现偏移"向

高波位移动 ;; 个波数"且吸收峰变强' 酰胺
"

带吸收变得很弱"可能是由于和钙结合后 3i(

的伸缩振动受到遏制"这意味着 3i(和钙离子

之间存在某种化学作用"配合键形成的可能性

最大(#!)

' 在 % %!<7># OE

:%处的#AY+1

#

$吸收

峰向低波位发生了偏移"且吸收峰增强"推测

3F

# R与 :+1

#

之间存在较强的结合作用(#?)

"这

也与米蛋白态锌的红外吸收光谱相似(#;)

' 由红

外吸收峰的偏移或变化"进一步证实骨胶原多

肽和钙离子之间形成了螯合物'

图 L#紫外吸收光谱图

;.<"L#N\:\SP/7*+-,'

图 %#傅里叶红外光谱图

;.<"%#;&:S=/7*+-,@2

(#$



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

# 期 陆剑锋"等!斑点叉尾 鱼骨胶原多肽螯合钙的制备及其特征 &&

!&结论

通过单因素和响应面优化实验"得到胶原多

肽液和钙离子的最佳螯合条件为温度 "$ Z"V1

;7?"时间 %7; I"胶原多肽与钙的配比为 #x%"此

条件下的钙螯合率为 B#7;!T' 对螯合物进行氨

基酸分析"其甘氨酸&丙氨酸&脯氨酸和羟脯氨酸

含量较高"符合典型的胶原样蛋白氨基酸组成特

征"即该螯合物在补充钙的同时也能起到补充胶

原蛋白的作用' 对骨胶原多肽及其钙螯合物进行

紫外吸收和傅里叶变换红外光谱扫描"结果表明"

螯合前后两者在化学结构上存在一定的变化"较

好地证明了钙螯合物的形成'
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