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蚕蛹多肽螯合钙的制备工艺优化及结构表征
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摘要!利用蚕蛹多肽为原料制备多肽螯合钙!以可溶性钙

含量为主要指标!综合考察螯合率和得率!研究了螯合

C

H

#温度#时间以及肽钙比等单因素的影响!并进一步通

过响应面优化法对制备工艺进行优化!确定最优的反应

条件为反应时间
T"57@

#反应温度
-2_

#

C

H#"

#肽钙质

量比
2>(

$

#>"

!该条件下蚕蛹多肽螯合钙的含钙量为

#(>?#̀

%傅利叶红外光谱分析表明蚕蛹多肽主要通过羧

基#胺基和磷酸基团与钙离子结合%

关键词!蚕蛹多肽'螯合反应'补钙制剂'结构表征
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目前市场上的补钙产品大多为碳酸钙)葡萄糖酸钙

和乳酸钙等离子钙%这些离子钙溶解性较差%吸收时需消

耗大量胃酸%吸收率和生物利用率低%在肠道中易形成钙

沉淀*

#

+

&氨基酸及多肽能与钙离子形成可溶性螯合物%

完整地被转运吸收%螯合钙作为第三代补钙制剂%具有稳

定性好)生物利用率高)抗干扰性强的优点%如酪蛋白磷

酸肽%是目前为止发现的最具促钙吸收作用的短肽%作为

钙强化剂被广泛应用于婴幼儿食品及其他补钙类功能食

品当中%此外市场上还有卵黄高磷蛋白磷酸肽螯合钙和

复方氨基酸螯合钙等%但产品种类还较单一%价格较高&

近年来%国内外学者已从多种食品蛋白中制备出金属螯

合肽%如大豆*

!

+

)南极磷虾*

2

+

)太平洋鳕鱼*

(

+等%并发现这

些肽类在改善钙等二价矿物元素生物利用度方面具有极

大的潜力%同时有研究*

!

+表明肽钙结合能力与多肽中羧

基含量呈线性相关%其结合位点可能是
b8=

)

0+

C

上的羧

基&因此%寻找高效)低成本的多肽材料来开发多肽螯合

钙制剂具有十分重要的意义&同时%目前关于肽钙结合

机制的研究主要集中在磷酸基团'钙)羧基'钙两种模

式*

?

+

%也有研究*

$

+发现还有其他多种基团在肽钙反应中

发生了变化%但上述研究均未涉及多肽中活性基团与钙

结合的先后顺序%还有待进一步深入探讨&
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中国种桑养蚕历史悠久%传统养蚕业以茧丝为主产

品%蚕蛹作为副产物产量很大&据统计%中国每年可产鲜

茧
$"

余万
,

%蚕蛹产量可达
("

余万
,

*

-

+

%缫丝后的蚕蛹大

多废弃或加工为饲料%利用率和经济效益较低&蚕蛹中

蛋白质含量约为
#!̀

%

#$̀

%具有良好的氨基酸配比%且

0+

C

和
b8=

含量最高%分别可达总氨基酸的
#"̀

和
#(̀

左右*

T

+

%可提供丰富的肽'钙结合位点%是制备肽螯合钙

的优质原料%但目前尚无蚕蛹多肽螯合钙的相关研究报

道&笔者*

3

+前期建立了蚕蛹多肽制备工艺%并发现其具

有良好的与钙结合能力&试验以蚕蛹为原料制备肽螯合

钙%利用响应面优化法确定其最佳工艺条件%并跟踪螯合

反应中多肽随钙源添加的结构变化规律%探索钙与多肽

的结合机理%以期挖掘出一种高含钙量的多肽螯合钙原

料%为新型高效的补钙制剂研制和蚕桑资源综合开发提

供参考&
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酶解"调配质

量分数
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钙螯合
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蚕蛹多肽螯合钙
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蚕蛹多肽螯合钙含量)得率及螯合率的测定
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单因素试验设计
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#蛋白酶的影响"选取
(

种蛋白酶!

08*686+A

酶)胰

蛋白酶)复合蛋白酶)胃蛋白酶#对蚕蛹蛋白进行酶解%酶

解后的蚕蛹多肽在
C

HT

)反应温度
$" _

)反应时间

$"57@

)肽钙质量比
#

$

#

的条件下进行反应%以钙含量为

主要指标确定出最佳蛋白酶&

!

!

#

C

H

的影响"选取
08*686+A

酶酶解蚕蛹蛋白%在反

应温度
$"_

)反应时间
$"57@

)肽钙质量比
#

$

#

条件

下%分别选取
C

H(

%

$

%

T

%

#"

%

#!

进行反应%以钙含量为主

要指标确定出最佳
C

H

&
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#反应温度的影响"选取
08*686+A

酶酶解蚕蛹蛋

白%在
C

H#"

)反应时间
$"57@

)肽钙质量比
#

$

#

条件下%

分别选取反应温度
2"

%

(?

%

$"

%

-?

%

3"_

进行反应%以钙含

量为主要指标确定出最佳反应温度&

!

(

#反应时间的影响"选取
08*686+A

酶酶解蚕蛹蛋

白%在
C

H#"

)反应温度
-?_

)肽钙质量比
#

$

#

条件下%

分别选取反应时间
!"

%

("

%

$"

%

T"

%

#""57@

进行反应%以钙

含量为主要指标确定出最佳反应时间&

!

?

#肽钙质量比的影响"选取
08*686+A

酶酶解蚕蛹蛋

白%在
C

H#"

)反应温度
-?_

)反应时间
T"57@

条件下%

分别选取肽钙质量比
#"

$

#

%

(
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#

%

!

$

#

%

#

$

#

%

#

$

!

进行

反应%以钙含量为主要指标确定出最佳肽钙质量比&

#>!>(

!

响应面试验分析
!

在单因素试验确定的适宜反应

条件基础上%按照
[;K)[A:@LA@

中心组合设计原理进一
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步优化反应条件&

#>!>?

!

蚕蛹多肽螯合钙紫外光谱分析
!

配制浓度为

!5

<

(

5X

的蚕蛹多肽和蚕蛹多肽螯合钙样品%在
!""

%

(""@5

的波长范围内进行紫外扫描&

#>!>$

!

蚕蛹多肽螯合钙红外光谱分析
!

分别取蚕蛹多肽

和肽钙质量比为
2"

$

#

%

!"

$

#

%

#"

$

#

%

?

$

#

的蚕蛹多肽

螯合钙
#5

<

与
#""5

<

干燥的
j[D

混合)研磨)压片%在

("""

%

(""*5

U#的范围内利用傅里叶红外光谱仪扫描出

红外光谱图&

#>!>-

!

蚕蛹多肽螯合钙扫描电镜分析
!

取一定量蚕蛹多

肽短肽)蚕蛹多肽螯合钙冻干粉样品抖落至样盘双面胶

上%经喷金镀膜处理后放入扫描电镜抽真空%施加一定电

压后%在
#"""

倍数下获取扫描图像&电镜扫描条件设定

为高压
?>""Lg

$束流
$>3V#"

U!

50

$工作距离
T>?55

&

#>!>T
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数据分析
!

试验应用
'A+7
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C

AD,gT>">$

软件

进行响应面设计%应用
ND7

<

7@3>"

软件进行紫外光谱图和

红外光谱图绘制%采用
4K*A8

软件绘制图表%采用
YZYY

#3>"

软件进行单因素方差分析%所有试验重复
2

次及以

上%结果用!平均值
a

标准误差#表示&

!

!

结果与分析
!>#

!

单因素试验

!>#>#

!

蛋白酶对蚕蛹多肽螯合钙相关指标的影响
!

利用

不同蛋白酶对蚕蛹蛋白进行酶解制备蚕蛹多肽%发现经

08*686+A

酶酶解的蚕蛹多肽与钙结合后制备出的多肽螯

合钙中钙含量最高&这可能是由于不同蛋白酶的酶切位

点不同导致%

0E65+;@

等*

#"

+曾研究出
08*686+A

酶的酶切

位点为
b8=

)

PA,

)

XA=

)

J

/

D

)

X

/

+

和
b8@

羧基侧的肽键%使

得多肽上的羧基暴露出来%提供较多的与钙结合位点&

!>#>!

!C

H

对蚕蛹多肽螯合钙相关指标的影响
!

由图
!

可得%蚕蛹多肽螯合钙钙含量受
C

H

影响较大&当
C

H

较

低时%溶液中的
H

]含量较高%

H

]与
Q6

!]争夺供电子基

图
#

!

蛋白酶对钙含量#螯合率#得率的影响

&7

<

=DA#

!

4BBA*,;B

C

D;,A6+A;@*68*7=5*;@,A@,

!

/

7A8E

6@E*:A86,7;@D6,A

图
!

!C

H

值对钙含量#螯合率#得率的影响

&7

<

=DA!

!

4BBA*,;B

C

H;@*68*7=5*;@,A@,

!

/

7A8E6@E

*:A86,7;@D6,A

团
UQNNU

%使多肽螯合钙的量较少$当
C

H

达到
#"

时%

NH

U较多%使得
UQNNH

的
H

]电离出来%有利于与钙离

子的结合$若
C

H

继续增大%过量的
NH

)会与
Q6

!]结合生

成氢氧化钙沉淀%从而使蚕蛹多肽螯合钙量下降&因此%

在响应面设计时%将
C

H

因素的中心试验点选在
C

H#"

&

!>#>2

!

反应温度对蚕蛹多肽螯合钙相关指标的影响
!

由

图
2

可以看出%反应温度从
2"_

升高至
3"_

过程中%蚕

蛹多肽螯合钙的钙含量呈现先上升后平稳的趋势%在

-?_

达到最大值&反应温度越高%分子间运动越剧烈%

使得分子间碰撞的几率增大%有利于发生结合反应%当碰

撞几率达到一定程度%蚕蛹多肽与钙结合反应达到最大&

温度继续升高时%结合率反而下降%可能是高温破坏了多

肽分子的结构%其构象发生变化影响了与钙的结合&因

此%在响应面设计时将温度因素的中心试验点选在

-?_

&

!>#>(

!

反应时间对蚕蛹多肽螯合钙相关指标的影响
!

由

图
(

可知%从反应
!"57@

延长至反应
#""57@

%蚕蛹肽螯

合钙中钙含量变化较小%但在
T"57@

时%螯合率和得率均

达到最大值%因此选择
T"57@

作为蚕蛹肽螯合钙的反应

时间%响应面试验中不再研究反应时间对蚕蛹多肽与钙

离子结合反应的影响&

图
2

!

温度对钙含量#螯合率#得率的影响

&7

<

=DA2

!

4BBA*,;B,A5

C

AD6,=DA;@*68*7=5*;@,A@,

!

/

7A8E6@E*:A86,7;@D6,A
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图
(

!

反应时间对钙含量#螯合率#得率的影响

&7

<

=DA(

!

4BBA*,;B,75A;@*68*7=5*;@,A@,

!

/

7A8E6@E*:A86,7;@D6,A

!>#>?

!

肽钙质量比对蚕蛹多肽螯合钙相关指标的影响

由图
?

可见%肽钙质量比对蚕蛹多肽螯合钙中的钙

含量有较大影响%随着肽钙质量比的增加%钙含量呈先上

升后下降的趋势%在肽钙质量比为
(

$

#

时钙含量)得率

达到最大值&若肽钙质量比过大%则氯化钙添加不足%结

合反应不完全%造成效率较低$若肽钙质量比过小%则氯

化钙添加过量%多肽上的钙结合位点已饱和%造成钙浪

费&因此%在响应面设计时将肽钙质量比因素的中心试

验点选在
(

$

#

&

图
?

!

肽钙质量比对钙含量#螯合率#得率的影响

&7

<

=DA?

!

4BBA*,;B

C

A

C

,7EA*68*7=5D6,7;;@*68*7=5

*;@,A@,

!

/

7A8E6@E*:A86,7;@D6,A

!>!

!

响应面试验设计结果及分析

根据单因素试验结果%按照
[;K)[A:@LA@

中心组合

设计原理对蚕蛹多肽螯合钙制备条件进一步优化%以

C

H#"

)温度
-?_

)肽钙质量比
(

$

#

为零点进行响应面

设计&响应面编码设计见表
#

&

!>!>#

!

响应面试验方案及结果
!

根据响应面设计确定响

应面试验方案如表
!

所示&选用
[;K)[A:@LA@

模型对

C

H

)温度)肽钙质量比
2

个因素结果进行多元线性回归拟

合%得到
2

个因素关于钙含量的二次多项回归方程模

型为"

F\#(5(T]"5#2" U#5#(SU"5T"-U#522"SU

#52$"-]#5#?S-U25$-"

!

U252$S

!

U!5#!-

!

& !

2

#

表
#

!

中心组合实验因素水平编码表

J6F8A#

!

QA@,AD*;5F7@6,7;@;BAK

C

AD75A@,68B6*,;D+

8AIA8*;E7@

<

,6F8A

水平
0

C

H [

温度(
_ Q

肽钙质量比

U# 3 $? $

$

#

# #" -? (

$

#

" ## T? !

$

#

表
!

!

响应面分析方案及试验结果

J6F8A!

!

SA+

C

;@+A+=DB6*A6@68

/

+7++*:A5A6@E

,A+,DA+=8,+

序号
0 [ Q

钙含量(
`

# U# " U# ->$"

! U# U# " ->?$

2 " U# U# #!>"-

( # U# " 3>?"

? " " " #(>T?

$ " " " #?>!#

- " " " #(>2-

T # # " (>$3

3 " # # T>!(

#" " " " #!>3(

## " # U# ->2$

#! " U# # T>2?

#2 U# # " T>"?

#( U# " # T>??

#? # " U# ##>??

#$ " " " #?>"!

#- # " # ->"$

!>!>!

!

响应面回归模型方差分析
!

进一步对响应面回归

模型方差进行分析见表
2

&由表
2

可知%模型
9

值为

!?>#(

%

Z

值
%

">"""!

%差异显著%说明此模型对钙含量有

显著影响%回归方程中失拟项检验不显著!

Z\">?$"$

#%

该模型能较好地拟合试验所选因素对钙含量的影响&回

归方程决定系数
F

!

\">3-""

%修正决定系数
F

!

0E

.

\

">32#(

%两者相近%说明模型与实际试验拟合性良好&

[

差异极显著%

Q

差异显著%

0[

)

0Q

)

[Q

交互作用均显著%

二次差异均极显著&

在设定的因素水平内对回归方程进行数学运算%得

出的反应最佳条件为
C

H#">#!

)温度
-!>?-_

)肽钙质量

比为
2>(#

$

#

%钙含量最高理论值为
#(>-("?̀

&为方便

试验进行%调整反应条件为
C

H#"

)温度
-2_

)肽钙质量

比
2>(

$

#

%在此条件下进行
2

次实验验证%得到的蚕蛹多

肽螯合钙中平均钙含量为
#(>?#̀

%与预测值接近&

#"

"

g;8>2?

"

R;>T
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表
2

!

响应面回归模型方差分析

J6F8A2

!

SA+

C

;@+A+=DB6*ADA

<

DA++7;@5;EA8I6D76@*A6@68

/

+7+

方差来源 平方和 自由度 均方
9

值
Z

值 显著性

模型
#-#>3? 3 #3>## !?>#( ">"""!

&&

0 ">#( # ">#( ">#T ">$T?T

[ #">(( # #">(( #2>-( ">""-$

&&

Q ?>"3 # ?>"3 $>-" ">"2$#

&

0[ ->"! # ->"! 3>!( ">"#TT

&

0Q ->"( # ->"( 3>-( ">"#$T

&

[Q ?>!3 # ?>!3 $>3$ ">"22?

&

0

!

?$>-$ # ?$>-$ -(>$3

%

">"""#

&&

[

!

(->(( # (->(( $!>(!

%

">"""#

&&

Q

!

#T>T$ # #T>T$ !(>T! ">""#$

&&

残差
?>2! - ">-$

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((

失拟
#>3- 2 ">$$ ">-3 ">?$"$

纯误差
2>2? ( ">T(

总和
#-->!- #$

图
$

!

响应面优化图

&7

<

=DA$

!

SA+

C
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C

,75796,7;@56

C
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!!

蚕蛹是蚕茧抽丝后剩下的主要副产物%本研究开发

的蚕蛹多肽螯合钙中钙含量为
#(>?#̀

%与已报道的多种

肽螯合钙如羊骨胶原多肽螯合钙*

##

+

)大豆肽螯合钙*

#!

+

)

豆粕多肽螯合钙相比*

#2

+

%钙含量显著提高%具有较高的研

究和生产价值&

!>2

!

紫外光谱分析

如图
-

所示%通过蚕蛹多肽以及蚕蛹多肽螯合钙进

行紫外光谱扫描对比%发现蚕蛹多肽与钙结合后%在

!T"

%

2""@5

的最大吸收峰值发生红移%由
!TT@5

移动

至
!3"@5

%且吸光度发生变化%表明有金属螯合物生成%

与多肽螯合物的相关报道*

#(U#?

+一致&

图
-

!

紫外光谱图

&7

<

=DA-

!

W8,D6I7;8A,+

C

A*,D=5

!>(

!

红外光谱分析

蚕蛹多肽分子中含有羧基)羟基)氨基等基团%为进

一步确定参与钙结合的基团和先后顺序%试验研究了不

同肽钙比制备出的蚕蛹多肽螯合钙的红外光谱特征%如

图
T

所示%随着钙源的增加%蚕蛹肽螯合钙红外结构有显

著差异&蚕蛹多肽与钙反应后%在
2!-T>??

%

!#"!>($

%

#(?">??

%

#23T>T2

%

3!2>!(*5

U#

?

个吸收峰发生了明显

的变化&其中
2!-T>??*5

U#附近为
R

'

H

伸缩振动特征

区%多肽螯合钙变为
22-3>-2*5

U#

%可能是由于
RH

!

与

Q6

!]配位引起
RH

拉伸和氢键被取代%随着钙含量的提

高%该峰强度不断增强%说明氨基在不断与
Q6

!] 配位&

!#"!>($*5

U#是亚磷酸基团缔结氢键形成的吸收峰%此

峰在添加钙量很小的情况下便消失%是由于蚕蛹多肽与

钙结合后亚磷酸基团缔结的氢键被
Q6

!]取代*

#$

+

%推测亚

磷酸基团优先参与肽钙反应&添加
Q6

!] 后%对应于

Q

!

N

的波数从
#$??>""*5

U#发生了蓝移%随着
Q6

!]的

增加%当肽钙质量比达到
?

$

#

时%在这附近生成一个新

的吸收峰即
#?3T>T"*5

U#处%主要是由于钙含量增大使

得羧酸与钙反应生成羧酸盐&在
#23T>T2*5

U#处观察到

的吸收峰发生了红移%归因于'

QNN

'羧酸酯基团的延

伸与
Q6

!]结合形成
QNNQ6

*

#-

+

&羧基中'

NH

的面内振

动吸收峰
#(?">??*5

U#及面外振动吸收峰
3!2>!(*5

U#

与钙结合后消失%说明羧基中'

NH

参与肽钙结合*

#T

+

&

因此%氨基)羧基)磷酸基团参与了蚕蛹多肽与钙的结合%

其结合模式推测如图
3

所示&

图
T

!

不同肽钙比制备的蚕蛹多肽螯合钙红外光谱图

&7

<

=DAT

!

M@BD6DAE+

C

A*,D=5;B*:A86,AE*68*7=5;B+78L)

G;D5

C

=

C

6

C

;8

/C

A

C

,7EA

C

DA

C

6DAEF

/

E7BBADA@,

C

A

C

,7EA,;*68*7=5D6,7;

图
3

!

肽钙结合模式

&7

<

=DA3

!

ZA

C

,7EA*68*7=5F7@E7@

<

5;EA

!>?

!

扫描电镜分析

由图
#"

可看出%蚕蛹多肽表面光滑%结构紧实$反应

后%蚕蛹多肽螯合钙表面变为疏松多孔结构%有利于溶解

吸收&

图
#"

!

蚕蛹多肽与蚕蛹多肽螯合钙扫描电镜图片

&7

<

=DA#"

!

Y78LG;D5

C

=

C

6

C

D;,A7@

C

A

C

,7EA+6@E+78LG;D5

C

=

C

6

C

D;,A7@

C

A

C

,7EA+ F7@E7@

<

*68*7=5

Y4P

C

7*,=DA+

%"

"

g;8>2?

"

R;>T
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2

!

结论
以蚕蛹为原料制备了蚕蛹多肽螯合钙%通过响应面

优化法确定了制备的最优条件为
C

H#"

)反应温度
-2_

)

肽钙质量比
2>(

$

#

)反应时间
T"57@

%在此条件下%得到

的蚕蛹肽螯合钙中钙含量可达到
#(>?#̀

%具有较高的研

究和生产价值&通过紫外光谱)红外光谱)扫描电镜分析

可知%蚕蛹多肽与钙结合后结构发生了变化%多肽中氨

基)羧基)磷酸基团参与肽钙结合反应&同时探究了多肽

随钙源添加的结构变化规律%发现磷酸基团极易参与肽

钙螯合反应&虽然蚕蛹本身具有产量大)氨基酸配比良

好等优势%开发出的蚕蛹多肽螯合钙钙含量高%成本较

低%但其生物利用率及安全性还有待通过细胞试验和动

物试验进一步研究&
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