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摘要：为了拓展胶原肽螯合钙的制备工艺，以鱼胶原肽和 CaCl2为原料，以高能湿法球
磨的方法制备了鱼胶原肽螯合钙，并采用 FT-IR红外图谱、X-衍射、EDS能谱等技术手
段对其理化特性和结构进行分析。结果显示，随着球磨时间从 15 min延长到 240 min，
鱼胶原肽的平均粒径逐渐降低，ZETA电位绝对值、分子量和 pH值逐渐增加，鱼胶原肽
对钙的螯合率逐渐从 74.21%增加到 85.42%。鱼胶原肽螯合钙与鱼胶原肽的主体化学结构
相似，但是球磨后鱼胶原肽的-COO−1 VAS吸收峰 (1 643.89 cm−1)向短波数方向移动到 1 540~
1 555 cm−1，而-NH2的特征吸收峰 (3 313.9 cm−1)向长波数方向移动到 3 337.12~3 380.59 cm−1。
球磨后鱼胶原在 2 θ=20°处的特征宽吸收峰消失，而在 2 θ=26、28、48和 58°处出现多个
尖峰和弥散峰，表明其从无定形结构向兼具结晶和无定形结构转变。鱼胶原肽螯合钙中
钙元素比例逐渐增加，证实鱼胶原肽对钙的螯合率增加。研究表明，高能湿法球磨可应
用于鱼胶原肽螯合钙的制备，该方法具有加工工艺简单、无污染和螯合率高等优点。
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钙元素约占人体体质量的 1.5%~2.2%[1]，其

99%以晶体形式存在于牙齿和骨骼中，1%分布

在血液、细胞间液及软组织中。钙缺乏会引起

骨质疏松症，甚至导致高血压、糖尿病和肾结

石等疾病 [2]。市场上的补钙制剂以无机钙和有机

钙为主，例如以氯化钙、碳酸钙等为代表的第

一代无机型补钙制剂，以乳酸钙、乙酸钙、葡

萄糖酸钙等为代表的第二代有机型补钙制剂 [3]。

虽然此类钙制品的钙含量较高，但是钙的生物

利用率低 [4]。针对以上钙制剂的局限性，出现了

第三代具有活性结构的生物钙制剂—肽螯合

钙，该钙制剂中钙与肽可以形成可溶性复合物，

从而促进钙的利用，具有稳定性好、抗干扰能

力强、生物利用度高等特点[5]。

目前，螯合钙的生产方法主要有酸分解法、

碱分解法和生物酶解法。Guo等 [6] 通过酸水解合

齿鱼科 (Synodontidae)鱼鳞制备鱼胶原肽，再将

其与氢氧化钙一起进行物理搅拌，制备得到鱼

胶原肽螯合钙。张晓霞等 [7] 通过碱法水解乌鳢

(Channa argus)鱼鳞制备鱼胶原肽，将其与钙螯

合制备得到了鱼胶原肽螯合钙；夏光华等 [8] 通过

碱性、中性和酸性蛋白酶酶解罗非鱼鱼皮制备

得到鱼胶原蛋白肽，再将其与氯化钙进行螯合

制得鱼胶原肽螯合钙，并确定了最佳螯合工艺

条件为 pH值  8、肽钙比 7∶1、螯合温度 50 °C、
螯合时间 30 min。在生物酶解法制备螯合钙中，
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目前已报道的研究主要是将动物骨骼、鱼骨等

原料先进行酶解得到胶原蛋白肽类产物，进一

步与钙进行螯合产生蛋白肽螯合钙。例如，洪

惠等 [9] 以鲽科 (Pleuronectidae)鱼类的骨为原料，

用酶法制备了鱼胶原肽螯合钙，并优化了制备

工艺参数；周小敏等 [10] 通过酶解金枪鱼鱼骨得

到鱼胶原肽，将其与氯化钙螯合制备得到鱼胶

原肽螯合钙；何云等 [11] 以黄鮟鱇(Lophius litulon)
骨为原料，在适宜条件下制备鱼胶原多肽，并

与鱼骨钙提取液进行螯合，制成鱼胶原肽螯合

钙；吴蕾 [12] 将鱼胶原肽与无机钙通过直接配位

法螯合，有机溶剂沉淀法制备得到鱼胶原肽螯

合钙。以上方法存在制备工艺复杂、生产成本

高和化学污染等问题。

目前，高能球磨技术主要应用于生产粉尘、

无定形化合物和金属化合物合金[13]，例如用于改

变淀粉颗粒的性能 [14]、制备淀粉纳米晶 [15] 和制

备高强度的铝合金 [16] 等。高能球磨法包括干法

和湿法，湿法球磨通过高速旋转球之间的摩擦、

碰撞和挤压将原料研磨成纳米级，省去了干法

球磨中的抽真空和氩气保护等复杂工艺，降低

了生产成本 [17]。前期研究发现，在高能球磨后，

纳米鱼骨 (NFB)悬浮液中的钙离子浓度显著增加，

这表明钙在研磨过程中，从鱼骨释放到了悬浮

液中；并且在鱼骨粒径大小稳定后，释放量仍

随球磨时间的延长而逐渐增加 [18]。鱼骨是由 60%
的胶原蛋白和 30%的矿物盐组成，其中 90%的

蛋白质为Ⅰ型胶原蛋白，80%的矿物盐为钙盐。

因此，推测球磨过程中胶原蛋白与钙进行螯合，

促进钙的释放[19]。基于以上信息，高能湿法球磨

可能成为制备鱼胶原肽螯合钙的有效新方法，

但是相关研究还未见报道。

因此，本研究以鱼胶原肽和 CaCl2 为原料，

采用高能湿法球磨的方法制备了鱼胶原肽螯合

钙，分析了不同高能球磨时间对鱼胶原肽的化

学结构、元素组成、晶体特征等的影响，并进

一步探究鱼胶原肽通过高能球磨作用与钙离子

螯合的机制，以期为优化新型蛋白肽螯合钙的

加工工艺提供科学的理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    材料与试剂
 

　　实验材料　　鱼胶原肽粉，提取于狭鳕

(Gadus chalcogrammus)鱼皮和鱼鳞，主要为Ⅰ型

胶原蛋白，购于河南盛牧生物科技公司；氯化

钙（CaCl2）分析纯，购于国药集团化学试剂有

限公司。 

　　实验试剂　　无水乙醇 (C2H6O)、六偏磷酸

钠 [(NaPO3)6]、溴化钾 (KBr)，均为分析纯，购于

国药集团化学试剂有限公司。 

1.2    仪器与设备

Nano ZS90纳米分析仪，英国马尔文仪器公

司；岛津 6300C原子吸收仪，日本岛津仪器有限

公司；真空冷冻干燥器，北京博医康实验仪器

有限公司；MINI ZETA 03E高能湿法球磨机，德

国耐驰仪器制造有限公司；电子 pH计，美国

Thermo Scientific公司；分析天平，上海奥豪斯

国际贸易有限公司；X射线衍射仪，北京华跃英

泰科技有限公司；能谱仪，上海纳腾仪器有限

公司；NEXUS-470傅里叶变换红外光谱仪，美

国梅特勒公司；TGL-16GA台式高速离心机，湖

南星科科学仪器有限公司。 

1.3    实验方法
 

　　鱼胶原肽螯合钙的制备　　参考 Yin等 [18]

制备纳米鱼骨液 (NFB)的方法，略有改动。称

取 15 g鱼胶原肽粉，加入 285 mL去离子水，搅

拌使其充分溶解。加入 3 g烘干的 CaCl2，混合

均匀。转入球磨机研磨腔，在填充率 85%和 2 000
r/min下球磨。取球磨 15、30、60、120和 240 min
的样品用于测试分析。 

　　粒径和 ZETA表面电位的测定　　参考李

亚杰等 [20] 的方法，略有改动。加去离子水将鱼

胶原肽螯合钙液稀释至质量浓度为 0.1 g/100 mL，
加入 0.2 g/100 mL分散剂 (NaPO3)6，然后在 100 W
功率下超声 15 min。粒径和电位采用 Zetasizer Nano
分析仪测定。测试电位前，将稀释液 pH值调整

为 7。 

　　分子量测定　　参考刘丽莉 [21] 的方法，略

有修改。将样品溶液用无水乙醇沉淀，沉淀后

得到澄清样液。在 4 000 r/min下离心 10 min，采

用不同截留分子量的超滤管截留后，测定吸光

度值。根据吸光度值查看标准曲线，求出不同

分子量区间的蛋白肽含量。 

　　pH值的测定　　取 10 mL鱼胶原肽螯合钙

样液于试管中，使用 pH计测定。 

　　化学结构测定　　参考 Yin等 [18] 的方法，
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略有修改。用无水乙醇沉淀鱼胶原肽螯合钙样

液后进行真空冷冻干燥，将其粉碎成粉末。取

1 mg样品粉末，与 100 mg KBr一起放在干燥的

研钵中，在红外灯下混合、研磨使其颗粒小于

2.5 μm，装入压片模具，制得透明的 KBr样品片。

用 FT-IR红外光谱仪分析，波数扫描范围为

400~4 000 cm−1。 

　　螯合率的测定　　参考钱峰等 [22] 的方法，

略有修改。取 5 mL不同球磨时间的样品加无水

乙醇沉淀，静置 3 h、微滤、浓缩、乙醇沉淀，

再静置 3 h、稀释 100倍后取样，用火焰原子吸

收的方法测定不同球磨时间滤液中的游离钙含

量，并记录数据。

螯合率 (%)=(CaT−CaF)/CaT×100%
式中，CaT 表示反应液中加入 Ca2+的总质量 (mg)；
CaF 表示反应结束后未发生螯合反应的游离 Ca2+

质量 (mg)。 

　　X-衍射 (XRD)晶体特性的测定　　参考付

文雯 [23] 的方法，略有修改。采用 X-衍射仪测定

鱼胶原肽和钙螯合后的晶体结构。X-衍射条件：

光源为Cuk，α辐射源管压为 40 kV，管流为 40 mA，

扫描速率为 6°/min，扫描范围 (2 θ)为 10°~80°。 

　　元素组成的测定　　样品参考 Yin等 [18] 的

方法，使用配备有能量色散 X-射线光谱检测器

(X-Max 50, Oxford Instrument, UK)的场发射扫描

电子显微镜进行元素组成分析。鱼胶原肽螯合

钙用乙醇沉淀后，滴到铝制的样品台上，然后

用吹风机吹干。施加 20 kV电压，每个样品扫描

3个点，获取元素组分图。将鱼胶原肽粉均匀地

铺撒到样品台上后，采用与鱼胶原肽螯合钙相

同的测试条件分析元素组成。 

　　数据分析　　所有指标均重复测定 3次，

取平均值。采用 Origin 2019b软件作图，用 SAS
V8软件进行分析，显著性方法为最小显著性差异

法 LSD (least significant difference)，检测限为 0.05。 

2    结果
 

2.1    粒径与电位

不同球磨时间混合物的粒径呈现近似正态

分布：15 min样品分布范围为 343~1 000 nm，30 min
样品分布范围为 280~900 nm，60 min样品分布范

围为 200~900 nm，120 min分布范围为 100~800 nm，

240 min样品分布范围为 90~700 nm (图 1-a)。鱼

胶原肽和钙在球磨 15、30、60、120和 240 min后

的平均粒径分别为 872、701、661、564和 343 nm
(图 1-b)。

鱼胶原肽和钙混合物在球磨 15、30、60、
120 和 240 min后的电位绝对值分别为 3、4、8、
9和 11 mV。随着球磨时间的增加，混合物的电

位绝对值逐渐增加（图 2）。 

2.2    分子量分布

鱼胶原肽螯合钙分子量主要分布在<3 000 u
(表 1)。球磨 15 min后，样品分子量位于>3 000 u、
1 000~3 000 u、500~1 000 u、<500 u所占比例分

别为 4.344%、21.672%、19.178%和 55.806%。随

着球磨时间的延长，样品分子量位于<500 u的
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图 1    不同球磨时间的鱼胶原肽和钙混合物的粒径分布 (a) 和平均粒径 (b)

Fig. 1    Particle size distribution (a) and mean particle size (b) of the mixture of fish collagen peptide and
calcium with different ball milling time
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占比逐渐降低，>3 000 u、1 000~3 000 u和 500~
1 000 u的占比逐渐增加 (P<0.05)。球磨 240 min
后，样品分子量位于>3 000 u、1 000~3 000 u、500~
1 000 u、<500 u所占比例分别为 5.981%、30.539%、

27.031%和 35.999%。
 

2.3    pH值

鱼胶原肽和钙混合物在球磨 15、30、60、
120和 240 min后的 pH值分别为 6.34、6.85、6.92、
7.69和 8.75(表 2)。随着球磨时间延长，鱼胶原

肽螯合钙的 pH值显著上升 (P<0.05)，呈现弱碱性。
 

2.4    螯合率

鱼胶原肽和钙混合物在球磨 15、30、60、

120和 240 min后的螯合率分别为 74.21%、76.35%、

79.12%、82.22%和 85.42% (图 3)。随着球磨时间

的延长，鱼胶原肽与钙的螯合率逐渐增加 (P<0.05)。 

2.5    化学结构分析

在图 4中可以明显地观察到酰胺 A (3 300~
3 420 cm−1)、酰胺 B (2 940 cm−1 附近)以及酰胺Ⅰ

(1  600~1  700  cm−1)、酰胺Ⅱ (1  500~1  600  cm−1)、
酰胺Ⅲ (1 200~1 400 cm−1)带的特征峰。胶原肽的-
COO−1 VAS 吸收峰位于 1 643.89 cm−1，螯合肽的

该吸收峰为 1 540~1 555 cm−1；胶原肽的 -NH2 的

特征吸收峰位于3 313.9 cm−1，球磨 240 min后，

鱼胶原肽螯合钙的-NH2 吸收峰为 3 380.59 cm−1。 

2.6    X-衍射晶体特性

鱼胶原肽的 X衍射晶体特性分析图  (XRD)
存在大量弥散峰 (图 5)，在 2 θ=20°附近有一个非

常宽的弥散峰。球磨后，图谱发生了明显的变化。

球磨后的鱼胶原肽 XRD图谱在 2 θ=20°附近的宽

弥散峰消失，产生了许多新的尖吸收峰。以球

磨 15 min为例，鱼胶原肽在 2 θ=20°处的宽吸收峰

消失，2 θ=26、28、48和 58°处产生了新的吸收峰。 

2.7    元素组成

鱼胶原肽主要元素按照原子比例高低依次

为C (69.09%)、O (25.45%)、P (4.36%)、Cl (0.73%)和
Ca (0.36%)，其中 C、O为主要元素。随着球磨

时间的延长，C、O占比逐渐减少 (P<0.05)，而

Ca的比例逐渐增加。球磨 240 min后，C 、O、P、
Cl、Ca的占比分别为 8.47%、 8.35%、 20.34%、

32.20%、30.51%，其中 P、Cl和 Ca为主要元素

(表 3)。 

表 1    不同球磨时间的鱼胶原肽和钙混合物的分子量比例

Tab. 1       Molecular weight of fish collagen peptide and calcium mixture with different ball milling time %

分子量范围/u
molecular weight

球磨时间　ball milling time

15 min 30 min 60 min 120 min 240 min

<500 55.806±0.450c 53.123±1.020a 49.022±0.260b 43.627±0.490c 35.999±0.510c

500~1 000 19.178±1.640a 19.532±0.290b 21.402±0.420c 25.490±0.350b 27.031±0.120d

1 000~3 000 21.672±0.160d 22.286±0.420c 26.671±0.920a 27.378±0.230b 30.539±0.410c

>3 000 4.344±0.440c 5.071±1.680a 4.170±0.280b 6.615±0.470c 5.981±1.620a

注：同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05)，下同

Notes: different lowercase letters in the same column indicate significant differences (P<0.05), the same below
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图 2    不同球磨时间鱼胶原肽和钙混合物的电位

1. 15 min, 2. 30 min, 3. 60 min, 4. 120 min, 5. 240 min，不同的小写字

母表示差异显著 (P<0.05)，误差棒代表 3次测定的标准偏差，下同

Fig. 2    ZETA potential of the mixture of fish collagen
peptide and calcium with different ball milling time

1. 15 min, 2. 30 min, 3. 60 min, 4. 120 min, 5. 240 min, different lower-
case letters  indicate  significant  differences  (P<0.05), the  error  bars   rep-
resent the standard deviation of the three measurements, the same below
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3    讨论
 

3.1    粒径与电位

随着球磨时间的增加，混合物的平均粒径

逐渐减小，这与尹涛 [24] 所得出纳米鱼骨颗粒的

粒径随着球磨时间的延长而显著减小是一致的。

混合物颗粒在磨球与磨球之间、球磨和研磨腔

内壁之间的机械碰撞和物理剪切作用下，鱼胶

原蛋白分子链不断断裂，使得粒径减小[25]。混合

物颗粒平均粒径在 15~30 min急剧减小。随着球

磨时间进一步延长，粒径减小的幅度有所降低，

其原因可能是分子间范德华力和静电引力增加，

促进混合物中小颗粒之间聚集[26]。

悬浊液中固体颗粒和液体剪切面的电位称

为 ZETA表面电位，又叫 ζ 电位，是表征胶体分

散系稳定性的重要指标 [27]。如图 2所示，电位为

负值，其绝对值随着球磨时间的增加而显著增

加  (P < 0.05)，可能是与球磨过程中鱼骨颗粒中

带正电的钙离子的释放有关 [24]。ZETA电位绝对

值增加会增强颗粒之间的相互排斥力，有助于

提高鱼胶原肽螯合钙的稳定性[24]。 

3.2    分子量分布

鱼胶原肽分子量在球磨后增加，其原因可

能与球磨过程中鱼胶原肽与钙螯合形成多聚体

有关。付文雯 [23] 发现牛骨胶原肽和钙螯合后分

子量显著增加，这与本实验结论一致。随着球

磨时间延长，混合物粒径逐渐降低，而分子量

逐渐增大。在测定粒径时，样品需经过充分稀

释、超声处理以及添加分散剂，促使螯合的鱼

胶原肽解离，测定的是单个鱼胶原肽分子的粒

径。而在超滤法测定分子量中，样品未经以上

预处理，所以本实验测试中混合物的分子量逐

渐增大，而鱼胶原分子粒径在逐渐降低。 

3.3    pH值

随着球磨时间的延长，鱼胶原肽螯合钙的

pH值显著上升  (P < 0.05)。原因可能是在球磨过

程中，鱼胶原蛋白降解生成碱性氨基酸，悬液

中碱性氨基酸增多，使其 pH值逐渐增加[28]。 

3.4    螯合率

随着球磨时间的延长，在机械碰撞和物理

剪切作用下，胶原肽分子的分子量和粒径不断

表 2    不同球磨时间鱼胶原肽和钙混合物的 pH值

Tab. 2    pH of fish collagen peptide and calcium mixture
with different ball milling time

球磨时间/min
ball milling time pH

15 6.34±0.67a

30 6.85±0.56b

60 6.92±0.54b

120 7.69±0.79c

240 8.75±0.92c
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图 3    不同球磨时间鱼胶原肽和钙的螯合率

Fig. 3    Chelation rate of fish collagen peptide and
calcium with different ball milling time
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图 4    不同球磨时间鱼胶原肽螯合钙的红外光谱图

CK. 对照组，为鱼胶原肽，下同

Fig. 4    Infrared spectrorogram of fish collagen peptide
chelated calcium with different ball milling time

CK. control group, which is fish collagen peptide, the same below
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降低，暴露带电基团增加，这有利于钙离子与

氨基和羧基配位，从而使螯合率不断提高[23]。杜

冰等[29]通过酸水解蛋壳制备了可溶性钙，再将其

与甘氨酸螯合制备氨基酸螯合钙，最佳条件：可

溶性钙和甘氨酸质量比 1∶6、pH值  4.8、温度

60 °C、螯合时间 1.5 h，螯合率为 89.32%；张晓

霞等 [7] 通过碱水解鱼鳞制备了鱼胶原肽螯合钙，

最佳条件：肽钙质量比 4∶1、pH值  9.0、温度

30 °C、螯合时间 20 min，螯合率为 90%以上。

Wu等 [30] 酶解猪骨与氯化钙螯合制备了胶原肽螯

合钙，采用响应面法确定最佳螯合条件：肽钙

质量比 4.5∶1、温度 50 °C、pH值  9、螯合时间

40 min，在此条件下螯合率为 78.38%；高敏 [31] 酶

解牛骨与外源氯化钙螯合制备了胶原肽螯合钙，其最

佳螯合条件：肽钙质量比 2∶1、温度 60 °C、pH
值  8.0、螯合时间40 min，在此条件下螯合率为

38.97%；张磊等 [32] 酶解鹿骨制备胶原肽螯合钙，

通过正交实验确定最佳螯合条件：酶解液与氯

化钙溶液体积比 2∶1、pH值  6.0、温度 40 °C、
螯合时间 50 min，最大螯合率为 51.6%。

采用高能球磨的方法所得到的螯合率虽然

低于酸和碱法，但明显高于上述的生物酶解法。

与酸、碱和生物酶法相比，本方法具有材料易

得、制备工艺简单的优势。 

3.5    化学结构分析

在图 4中可以明显地观察到酰胺 A (3 300~
3 420 cm−1)、酰胺 B (2 940 cm−1 附近)以及酰胺Ⅰ

(1  600~1  700  cm−1)、酰胺Ⅱ (1  500~1  600  cm−1)、
酰胺Ⅲ (1 200~1 400 cm−1)带的特征峰，说明鱼胶

原肽螯合钙和鱼胶原肽具有典型的胶原蛋白红

外光谱特征吸收峰[33]。不同球磨时间的鱼胶原肽
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图 5    不同球磨时间鱼胶原肽螯合钙的 X衍射晶体特性分析图

(a) 对照组，(b) 15 min，(c) 30 min，(d) 60 min，(e) 120 min，(f) 240 min

Fig. 5    X-ray diffraction (XRD) histogram of fish collagen peptide chelated calcium with different ball milling time
(a) control group, (b) 15 min, (c) 30 min, (d) 60 min, (e) 120 min, (f) 240 min
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螯合钙与鱼胶原肽的红外扫描图谱基本一致，

这表明鱼胶原肽螯合钙和鱼胶原肽在主体化学

结构上不存在显著性差异；红外图谱上，胶原

肽的-COO−1 VAS 吸收峰位于 1 643.89 cm−1，螯合

肽的该吸收峰向短波方向移动到 1 540~1 555 cm−1，

其原因可能是胶原肽中羧基与钙离子螯合所致[34]；

鱼胶原肽在 3 313.9 cm−1 为 -NH2 的特征吸收峰，

而球磨 240 min鱼胶原肽螯合钙的 -NH2 吸收峰

为 3 380.59 cm−1，吸收峰向长波数方向移动的原

因可能是氨基与钙离子配位结合后，NH3+部分消

失，氢键减少[35]。因此，在本实验中钙离子可能

主要与胶原肽氨基酸末端的氨基和羧基同时配

位，形成双螯合结构[36]。 

3.6    X-衍射晶体特性

胶原蛋白是由类似于甘氨酰 -X-羟脯氨酰

(甘氨酰 )-X-脯氨酰的重复三肽组成，其中 X可

以代表任意氨基酸残基 [23]。鱼胶原肽的 X射线

衍射图谱存在大量弥散峰，表明鱼胶原肽是弱

结晶结构或非晶型结构[37]。球磨后，图谱发生了

明显的变化。球磨后鱼胶原产生了许多新的吸

收峰，说明鱼胶原肽与钙结合时，在其空间结

构上产生了新的相互作用力，导致Ⅰ处宽弥散

峰消失，新的衍射峰出现，即鱼胶原多肽和钙

发生了螯合反应[38]。尖峰的本底小，峰高且尖锐，

呈现出较好的晶体特征。随着球磨时间的延长，

胶原肽螯合钙的尖峰范围变窄，且强度变大，

说明球磨作用使得鱼胶原肽与钙发生螯合，产

生了一种新物质，使原有的多肽状态发生变化，

并且随着球磨时间的延长，其晶体结构和分子

排列更加紧密，结晶度更高[23]。鱼胶原肽螯合钙

的 X射线衍射谱图是由尖峰衍射特征和弥散衍

射特征这 2个部分组成，既具备非晶特性，也具

备晶体性质[21]。胶原蛋白是有机物，而氯化钙是

无机物，有机物一般为无定形结构，为宽峰，

而无机物为晶体结构，为尖峰，导致胶原肽螯

合钙兼具 2种结构[39]。 

3.7    元素组成

鱼胶原肽含有微量钙元素，所占比例为 0.36%，

而球磨之后的鱼胶原肽螯合钙元素的含量较高，

所占比例为 30.51%。随着球磨时间的延长，钙

元素所占比例有所增加，表明球磨促进了鱼胶

原肽与钙的螯合[40-41]。

综上所述，高能球磨过程中钙螯合率逐渐

增加，球磨 240 min后螯合率达到 85.42%；球磨

过程中，螯合率逐渐增加主要是胶原肽分子逐

渐降解，暴露到胶原肽表面的带电荷基团逐渐

增多，导致螯合率逐渐增加；钙离子可能与胶

原肽的氨基和羧基同时作用形成双环螯合结构；

采用高能湿法球磨制备鱼胶原肽螯合钙，其工

艺流程简单、螯合率高，可望成为加工第三代

钙制剂的有效方法。
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Preparation and physicochemical characteristics of fish collagen peptide
chelated calcium by high-energy wet ball milling

PENG Ling ,     CONG Lin ,     XIONG Shanbai ,     YIN Tao *,     YOU Juan ,     HU Yang
(National R &D Branch Center for Conventional Freshwater Fish Processing (Wuhan), College of Food Science and Technology,

Huazhong Agricultural University, Wuhan    430070, China)

Abstract:  Calcium  is  an  essential  mineral  for  human  body.  Deficiency  of  calcium  leads  to  osteoporosis,  even
induces diseases such as hypertension, diabetes and kidney stones. The common calcium supplements found on the
market  include calcium acetate,  calcium lactate  and calcium gluconate.  Calcium concentrations of  these calcium
supplements are high, while bioavailability is low. It has been reported that the collagen peptide chelated calcium
has the characteristics of high stability, strong anti-interference ability, and high bioavailability. In this study, fish
collagen peptide and CaCl2 were physically milled with a high-energy wet ball mill, in order to develop new pro-
duction  process  of  collagen peptide  chelated  calcium.  The techniques  including FT-IR infrared  spectrum,  X-dif-
fraction and EDS energy spectrum, were used to analyze physicochemical properties and structure of the collagen
peptide chelated calcium. As the milling time was extended from 15 to 240 min, the particle size of the mixture
showed  an  approximately  normal  distribution  and  the  average  particle  size  of  fish  collagen  peptides  gradually
decreased from 872 to 343 nm. The absolute value of ZETA potential gradually increased from 3 to 11 mV. The
proportion  of  molecular  weights  in  the  <500  u  range  decreased  from  55.806%  to  35.999%,  that  in  the  500-
1 000 u range increased from 19.178% to 27.031%, that  in  the 1 000-3 000 u range increased from 21.672% to
30.539%, and that  in  the  >3 000 u  range increased from 4.344% to  5.981%. pH value  gradually  increased from
6.34 to  8.75.  The calcium chelation rate  gradually  increased from 74.21% to 85.42%. The chemical  structure  of
fish collagen peptide chelated calcium was similar to that of fish collagen peptide. However, -COO−1 VAS absorp-
tion peak (1 643.89 cm−1) of collagen peptide moved to 1 540-1 555 cm−1 (shorter wave number) after milling, and
the characteristic absorption peak of -NH2(3 313.9 cm

−1) shifted to 3 337.12-3 380.59 cm−1 (longer wave number).
The characteristic broad fish collagen absorption peak located at 2 θ=20° disappeared after milling, while multiple
sharp  peaks  (including  2 θ=26,  28,  48  and  58°)  and  dispersion  peaks  appeared,  indicating  that  it  changed  from
amorphous to both crystalline and amorphous structure.  The proportion of  calcium in the collagen peptides che-
lated calcium gradually increased, confirming that more calcium was chelated by collagen peptides. The above res-
ults  suggest  that  high-energy  wet  ball  milling  can  be  applied  to  produce  fish  collagen  peptide  chelated  calcium,
which has the advantages of simple processing, no pollution, and high chelation rate.

Key words: fish collagen peptide chelated calcium; high-energy wet ball milling; chelation rate; energy dispersive
spectroscopy (EDS); particle size
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