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摘要：以壳寡糖（ＣＯＳ）为试验材料，采用 ＴＥＭＰＯ氧化法将壳寡糖 Ｃ６位上的羟甲基直接氧化成为羧基，制备６羧基
壳寡糖（ＣＣＯＳ）。以 ＣａＣｌ２作为钙源，通过探讨体系 ｐＨ值、反应温度、反应时间、ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比对 ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）得
率的影响，采用三因素五水平中心旋转组合设计优化了制备工艺。并对产物进行傅里叶变换红外光谱扫描及元素

分析。使用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对响应面试验数据进行回归分析。所得 ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）制备最佳工艺参数为：反应
ｐＨ值为 ８３，反应时间 ６０ｍｉｎ，反应温度 ５０℃，ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比为 ３４。在此优化工艺条件下，验证试验螯合率
为 ８８８６％。通过红外光谱及元素分析，证明了钙螯合物的形成，ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）配合物的结构初步认为 ＣＣＯＳ与
Ｃａ２＋摩尔比为 ２∶１。ＣＣＯＳ分子除了含有—ＯＨ、—ＮＨ２外，还含有—ＣＯＯＨ，能够对钙进行有效螯合，体系 ｐＨ值、反
应温度、配体质量比对螯合结果影响显著，所得 ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）络合物不仅能发挥壳寡糖本身独特的生物活性，而
且有可能起到协同效应，增强各自的生物活性。

关键词：壳寡糖衍生物；６羧基壳寡糖螯合钙；螯合工艺；元素分析；红外表征
中图分类号：ＴＳ２０２１；Ｓ９８５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１０００１２９８（２０１８）０４０３８１０８

收稿日期：２０１７ ０９ １８　修回日期：２０１７ １０ １１
基金项目：“十二五”国家科技支撑计划项目（２０１３ＢＡＢ０１Ｂ００）
作者简介：胡雪芳（１９８３—），女，工程师，主要从事天然产物提取开发和农业废弃物生物质多糖利用研究，Ｅｍａｉｌ：ｘｕｅｆａｎｇ１０２２＠１２６．ｃｏｍ
通信作者：王士奎（１９６３—），男，研究员，主要从事海洋及陆地生物质多糖资源综合利用研究，Ｅｍａｉｌ：ｗｏｓｋ１９６３＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ

ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄＣｏｍｐｌｅｘｉｎｇＰｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆ６Ｃａｒｂｏｘｙ
ＣｈｉｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓＣｈｅｌａｔｅＣａｌｃｉｕｍ（ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ））

ＨＵＸｕｅｆａｎｇ１，２　ＴＩＡＮＺｈｉｑｉｎｇ１，２　ＬＩＡＮＧＬｉａｎｇ１，２　ＺＨＡＮＧＺｈｉｍｉｎ１，２　ＷＡＮＧＳｈｉｋｕｉ１，２
（１．ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１００１２５，Ｃｈｉｎａ

２．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＡｇｒｏｐｒｏｄｕｃｔｓＰｏｓｔｈａｒｖｅｓｔＨａｎｄｌｉｎｇ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１００１２１，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｃｈｅｌａｔｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｈｉｔｏｓａｎｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ６ｃａｒｂｏｘｙｃｈｉｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＣＣＯＳ）ｔｏｃａｌｃｉｕｍ
ｉｏｎｓｗａｓｓｔｕｄｉｅｄ，ａｎｄｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆ６ｃａｒｂｏｘｙｌｃｈｉｔｏｓａｎｃｈｅｌａｔｅｄｃａｌｃｉｕｍ（ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ））
ｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ，ｔｏｐｒｏｖｉｄｅｎｅｗｉｄｅａｓｆｏｒｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｈｉｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｂａｓｅｄｍｅｔａｌｃｏｍｐｌｅｘｅｓ
ａｎｄｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｃａｌｃｉｕｍ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ．Ｃｈｉｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ（ＣＯＳ）ｗａｓｕｓｅｄａｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ＣＣＯＳ ｂｙ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｔｈｅ Ｃ６ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｈｉｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｎｔｏｃａｒｂｏｘｙｌｇｒｏｕｐｓｂｙＴＥＭＰＯｏｘｉｄａｔｉｏｎ．ＵｓｉｎｇＣａＣｌ２ ａｓｔｈｅｃａｌｃｉｕｍ ｓｏｕｒｃｅ，
ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎｏｆｐＨｖａｌｕｅ，ｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ，ＣＣＯＳａｎｄＣａＣｌ２ｍａｓｓｒａｔｉｏｏｎ
ＣＣＯＳ Ｃａ（ＩＩ）ｒａｔｅｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄ，ｕｓｉｎｇｔｈｒｅｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｆｉｖｅｌｅｖｅｌｓｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅｒｏｔａｔａｂｌｅｄｅｓｉｇｎｔｏ
ｏｐｔｉｍｉｚｅｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ．ＴｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙＦｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍ
ｓｃａｎｎｉｎｇ（ＦＴ ＩＲ）ａｎｄｅｌｅｍｅｎｔａｌａｎａｌｙｓｉｓ（ＥＡ）．Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｓｔｄａｔａｗａｓ
ｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｂｙｕｓｉｎｇＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔｓｏｆｔｗａｒｅ．Ｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍ ｐｒｏｃｅｓｓｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｗｅｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ：ｔｈｅｐＨ ｖａｌｕｅｗａｓ８３，ｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｗａｓ６０ｍｉｎ，ｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ５０℃，ａｎｄｔｈｅｍａｓｓｒａｔｉｏｏｆＣＣＯＳｔｏＣａＣｌ２ｗａｓ３４．Ｕｎｄｅｒｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅ
ｃｈｅｌａｔｉｎｇｒａｔｅｗａｓ８８８６％．ＴｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）ｃｏｍｐｌｅｘｗａｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙＩＲａｎｄＥＡ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ａｎｄｔｈｅｍｏｌａｒｒａｔｉｏｏｆＣＣＯＳｔｏＣａ２＋ ｗａｓ２∶１．ＴｈｅＣＣＯＳｍｏｌｅｃｕｌｅｃｏｎｔａｉｎｅｄ—ＯＨ，—ＮＨ２
ａｎｄ—ＣＯＯＨ，ｗｈｉｃｈｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｃｈｅｌａｔｅｃａｌｃｉｕｍ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅ，ｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄ
ｌｉｇａｎｄｍａｓｓｒａｔｉｏｏｎｔｈｅｃｈｅｌａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）ｃｏｍｐｌｅｘｃａｎｎｏｔｏｎｌｙｐｌａｙｔｈｅ
ｕｎｉｑｕｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｈｉｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ｂｕｔａｌｓｏｍａｙｐｌａｙａｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔ，ｅｎｈａｎｃｅｂｏｔｈ
ｔｈｅｃｈｉｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｎｄＣａ２＋ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙ，ａｎｄｉｔｗａｓｅｘｐｅｃｔｅｄｔｏｐｒｅｐａｒｅｎｅｗｃａｌｃｉｕｍ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｈｉｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ；６ｃａｒｂｏｘｙｃｈｉｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ（ＣＣＯＳ）；ｃｈｅｌａｔｉｎｇ

ｐｒｏｃｅｓｓ；ｅｌｅｍｅｎｔａｌａｎａｌｙｓｉｓ；ｉｎｆｒａｒｅｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ



０　引言

钙是人体必需营养元素之一，参与人体的整个

生命过程
［１－２］

，我国以植物性膳食为主，补钙是我国

膳食营养研究中的重要课题
［３］
。在实际饮食中钙

含量十分充足的情况下，缺钙仍是普遍发生的问题，

这是因为仅补充钙量达标是不行的，还需要将钙转

化为可吸收的形式。目前常见补钙制剂如碳酸钙等

无机钙及柠檬酸钙、葡萄糖酸钙等有机钙，由于其生

物效价低、溶解性差，人体对其的吸收利用率有限。

另外，人体吸收环境过酸，肠道对 Ｃａ２＋的通透性差
等对钙的吸收也有着重要影响。因此开发一种具有

多重功能的螯合钙制剂具有重要意义。

目前钙螯合制剂作为广大学者的研究热点，其

制备原料、制备方法丰富多样，产品也有很多

种
［４－８］

，其研究主要是从农渔产品加工副产物综合

利用角度出发，开发肽 钙、氨基酸 钙螯合物，有相

当一部分都是粗品，其成分和作用机制复杂，且作为

动物性蛋白质存在潜在过敏原，产品纯化难度大，产

品检测、安全管理等难以形成统一标准，另外人体对

氨基酸类的需求是有一定数量和比例要求的，多肽

及氨基酸类螯合钙制剂的长期服用对其他代谢途

径、生理功能也存在潜在影响
［９］
。

壳寡糖（ＣＯＳ）是壳聚糖经过降解以后得到的聚
合度２～２０的产物，不仅具有与壳聚糖相似的性质，
而且水溶性大大提高，且更容易被吸收，一些生理活

性也更加显著，具有提高机体免疫、抗肿瘤、调节血

脂、促进双歧杆菌的生长、调节肠道内微生物的代谢

活动等功能
［１０］
，尤其在促进成骨细胞增殖、增加骨

密度、促进骨折愈合、提高骨骼再建能力等骨关节疾

病领域具有独特应用价值
［１１］
。６羧基壳寡糖

（ＣＣＯＳ）是壳寡糖分子第 ６位羟基直接羧基化后生
成的一种壳寡糖衍生物，其分子中除了含有—ＯＨ
和—ＮＨ２外，还有—ＣＯＯＨ，是一种两性电解质，液态
下粘度小，除具有与壳寡糖相似生理功能外，还能有

效提高壳寡糖络合金属离子的能力。本文通过

ＴＥＭＰＯ催化氧化法制备６羧基壳寡糖，利用该分子
特性，与Ｃａ２＋形成稳定络合体系，制备 ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）
配合物，使 Ｃａ２＋随之进入机体，同时改善 Ｃａ２＋的人
体吸收环境，充分发挥壳寡糖和钙金属离子对人体

双重营养功能特性，探究其合成的最佳工艺条件，对

其进行红外表征和元素分析，探讨其配位机理，旨在

为开发壳寡糖基金属配合物和高效补钙制剂提供新

的思路，为进一步研究壳寡糖及金属配合物在医药

保健食品以及生物医学领域的应用提供一定的理论

依据。

１　试验材料与方法

１１　材料与设备
原材料：壳寡糖（分子量 ５００～１５００，脱乙酰度

９０％以上，山东奥康生物科技有限公司），ＣａＣｌ２（分
析纯，天津市科密欧化学试剂有限公司）；无水乙醇

（分析纯，天津市化学试剂有限公司）；ＮａＯＨ（分析
纯，天津市百世化工有限公司）；ＴＥＭＰＯ（Ｓｉｇｍａ公
司）；ＨＣＩ、Ｎａ２ＳＯ３、ＮａＣｌＯ、ＮａＢｒ（分析纯，国药集团
化学试剂有限公司）；ＥＤＴＡ（分析纯，国药集团化学
试剂有限公司）；ＴＥＯＡ（分析纯，国药集团化学试剂
有限公司）；钙指示剂（分析纯，天津市河东区红岩

试剂厂）。

主要设备：ＦＡ１２０４Ｂ型电子天平（上海精密科
学仪器有限公司）；ＤＦ １０１Ｓ型集热式恒温加热磁
力搅拌器（郑州科丰仪器设备有限公司）；ＴＧＬ １６Ｃ
型离心机（上海安宁科学仪器）；冷冻干燥机（北京

博医康试验仪器有限公司）；ＧＺＸ ＧＦ ＭＢＳ １型
电热恒温鼓风干燥器（上海跃进医疗器械厂）；

ＰＨＳ ２５型ＰＨ计（上海精密雷磁）；Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ
２４００型元素分析仪（美国 ＰＥ公司）；ＡＡ３００型原子
吸收分光光度计 （美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）；Ｎｉｃｏｌｅｔ
６７００型傅里叶红外光谱仪（美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公
司）。

１２　试验方法
１２１　６羧基壳寡糖的制备

在５００ｍＬ三口烧瓶中加入 ２００ｍＬ蒸馏水和
１０ｇ壳寡糖，充分溶解，低温浴槽控制体系温度
１０℃，加入１ｇＴＥＭＰＯ和５ｇＮａＢｒ，通过滴液漏斗以
１～２滴／ｓ的速度滴加质量分数为 ３０％（基于壳寡
糖质量）的 ＮａＣｌＯ溶液，并滴加 ０５ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ
溶液维持反应介质的 ｐＨ值在 １０～１０５之间，反应
２ｈ。反应结束后，向反应液中加入适量饱和 Ｎａ２ＳＯ３
溶液终止反应，静置片刻，将混合液搅拌加入到乙醇

中沉淀，过滤，并使用去离子水充分滤洗氧化产物至

中性；所得６羧基壳寡糖质量分数在 ９５％以上。在
５０℃下真空干燥后，４℃条件下储存备用。
１２２　螯合率测定方法

ＣＣＯＳ和 ＣａＣｌ２在一定条件下反应一定时间后，
移取一定量的反应液两份，一份稀释后直接用

００５ｍｏｌ／Ｌ的 ＥＤＴＡ溶液滴定（不需要标定），记录
所消耗 ＥＤＴＡ体积 Ｖ０，另一份蒸干，加入无水乙醇
进行振荡洗涤，分离出乙醇后加水溶解，再 ＥＤＴＡ滴
定，消耗体积记录为 Ｖ１。

螯合率计算公式为

ａ＝Ｖ１／Ｖ０×１００％
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１２３　６羧基壳寡糖螯合钙的工艺流程
工艺流程为：一定质量比的 ＣＣＯＳ和 ＣａＣｌ２→溶

于２００ｍＬ去离子水中→搅拌→调节溶液 ｐＨ值（ｐＨ
值３～１０）→一定温度下反应（４０～８０℃）一定时间→乙
醇沉淀（乙醇质量分数 ９０％以上，静置３ｈ）→离心
并收集沉淀（８０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ）→溶解沉淀物并
透析→冷冻干燥（－２６℃预冻，工作压力１００～
１１０Ｐａ，升华温度４５～５５℃）→ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）成品→
测定螯合率。

１２４　单因素试验
据对壳寡糖（氨基酸、多肽）对金属离子（钙、

铁、锌等）螯合工艺参数的相关研究，影响合成反应

的主要因素有：ｐＨ值、反应时间、反应温度、配体质
量比等。

（１）固定反应温度在 ４０℃，反应时间 ３０ｍｉｎ，
ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比为 １０，ｐＨ值 ２、４、６、８、１０、１２，
考察 ｐＨ值对螯合率的影响。

（２）固定反应 ｐＨ值在 ８，反应时间 ３０ｍｉｎ，
ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比为１０，反应温度分别为３０、４０、
５０、６０、７０、８０℃，考察反应温度对螯合率的影响。

（３）固定反应温度在 ５０℃、ｐＨ值在 ８，ＣＣＯＳ与
ＣａＣｌ２质量比为 １０，反应时间 ２０、４０、６０、８０、１００、
１２０ｍｉｎ，考察反应时间对螯合率的影响。

（４）固定反应温度５０℃，反应时间 ６０ｍｉｎ，反应
ｐＨ值为 ８，ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比分别为 ５、１０、１５、
２０、２５、３０，考察质量比对螯合率的影响。
１２５　响应面法优化螯合工艺

采用三因素五水平的响应面优化试验，选取体

系 ｐＨ值、反应温度、ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比 ３个因
素，设计二次通用回归试验。试验设计如表１所示。

表 １　中心组合设计各因素编码

Ｔａｂ．１　Ｒａｎｇｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｃｔｏｒｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｗｉｔｈ

ＣＣＲＤｄｅｓｉｇｎ

编码
因素

ｐＨ值 Ｐ 反应温度 Ｔ／℃ ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比 Ｎ

－２ ６ ３０ ５

－１ ７ ４０ １５

０ ８ ５０ ２５

１ ９ ６０ ３５

２ １０ ７０ ４５

１２６　６羧基壳寡糖螯合钙红外光谱分析
取样品５ｍｇ，与５００ｍｇ的 ＫＢｒ一起放入干燥的

研钵中，在红外灯下混合研磨均匀，使其颗粒粒径在

２５ｐｍ以下，装入压片模具，制得透明的 ＫＢｒ样品
片。利用傅里叶红外光谱仪进行定性分析，在

４０００～５００ｃｍ－１
条件下扫描得到光谱图。按同样

方法对６羧基壳寡糖进行红外光谱测定。
１２７　元素分析

用元素分析仪分别检测样品中 Ｃ、Ｈ、Ｎ的质量
分数，用原子吸收分光光度计测定 Ｃａ２＋的含量。
１３　数据统计分析

试验结果测定 ３次，用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１２５进行数
据处理与制图，ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ（Ｖｅｒｓｉｏｎ８０６，美国，
Ｓｔａｔ Ｅａｓｅ公司）软件对试验数据进行拟合与统计
分析。

２　结果与分析

２１　单因素试验
（１）ｐＨ值
由图１可知，ｐＨ值对于螯合率有较大影响，在

酸性条件下，螯合率随着 ｐＨ值的升高而迅速升高，
而当体系 ｐＨ值大于８，螯合率随着体系 ｐＨ值升高
而缓慢下降。究其原因，在酸性条件下，溶液中 Ｈ＋

大量 存 在，Ｈ＋
将 会 与 Ｃａ２＋ 争 夺 供 电 子 基 团，

—ＣＯＯＨ的离解受到抑制，—ＣＯＯ－减少，且—ＮＨ２
容易被质子化，氨基及羧基配位能力较弱，不利于螯

合物的形成；随着 ｐＨ值的增加，—ＣＯＯＨ的离解增
加，—ＣＯＯ－对 Ｃａ２＋的络合作用增强，而在碱性条件
下（ｐＨ值大于 ８），ＯＨ－

与供电子基团争夺 Ｃａ２＋而
形成羟桥化物，生成了氢氧化钙沉淀

［１２］
，且 Ｈ＋

对螯

合率的影响大于 ＯＨ－
的作用，在相对中性条件下，

配体受 Ｈ＋
和 ＯＨ－

影响较小，提供了充分的供电子

基团，从而有利于钙通过配位键形成螯合物。本试

验在 ｐＨ值为 ８时，螯合率与螯合物中钙的含量最
高。优化试验中，选取 ｐＨ值８作为设计中点。

图 １　ｐＨ值对螯合率的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎｒａｔｅｏｆｃｈｅｌａｔｉｏｎｒａｔｅ
　
（２）体系温度
由图２可知，随着反应温度的增加，产物螯合率

呈现先上升后下降的趋势，螯合率在 ５０℃达到最
大，此后随着温度的升高，螯合率和螯合物中钙含量

逐渐降低。分析原因，可能是由于该螯合反应为放

热反应，适当升高温度能够促进反应的进行，但提高

过度会使反应逆向进行，温度过高，使聚合物分解或
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使螯合物解离
［１３］
，在优化试验中，选择 ５０℃为反应

体系温度设计中点。

图 ２　反应温度对螯合率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｒａｔｅｏｆｃｈｅｌａｔｉｏｎｒａｔｅ
　
（３）反应时间
由图３可知，选取的反应时间范围内，随着反应

时间的延长，螯合率变化趋势不明显，采用 ＳＰＳＳ
１９０进行方差分析结果显示，在 ６０～１００ｍｉｎ时间
范围内，反应时间对螯合率影响差异不显著（ｐ＜
００１），螯合率虽然随着时间的改变有上下浮动，应
属于随机波动，无统计学意义，在 １００ｍｉｎ后螯合率
显著下降，这是由于随着反应时间的延长，一部分螯

合物不稳定被分解。总体上反应时间对螯合率影响

不大，在响应面试验中固定在６０ｍｉｎ。

图 ３　反应时间对螯合率的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｃｈｅｌａｔｉｏｎｒａｔｅ
　
（４）ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比
配体质量比是指配位体与金属离子的质量之

比，是影响鳌合反应的一个重要因素。配位比过高，

会使６羧基壳寡糖的利用率下降，配位体过低，鳌
合物不稳定。由图４可以看出，ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量
比对螯合率有非常显著的影响，随着质量比的不断

增加螯合率不断升高，当质量比为 ２５时，产物螯合
率在８５％左右，且此时钙源和 ６羧基壳寡糖的利用
率都比较高，当质量比进一步增加，螯合率升高的趋

势并不明显。说明增大配位比可以推动螯合反应向

有利的方向进行，但过大的配位比显然会造成配体的

浪费。因此，选择 ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比２５作为优化
试验中质量比设计中点。

２２　试验结果
试验方案设计与结果如表 ２所示，表中 Ａ、Ｂ、Ｃ

分别为 ｐＨ值、反应温度、ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比的
编码值。

图 ４　ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比对螯合率的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＣＯＳａｎｄＣａＣｌ２ｍａｓｓｒａｔｉｏｏｎｃｈｅｌａｔｉｏｎｒａｔｅ
　

表 ２　试验方案与结果

Ｔａｂ．２　ＣＣＲＤｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｖａｌｕｅｓ

试验序号 Ａ Ｂ Ｃ 螯合率 Ｙ／％
１ －１ －１ －１ ６６９
２ －１ －１ －１ ６３２
３ １ －１ －１ ８２５
４ １ －１ －１ ８６４
５ －１ １ －１ ５４５
６ －１ １ －１ ５８１
７ １ １ －１ ５７９
８ １ １ －１ ６０１
９ －１ －１ １ ６９５
１０ －１ －１ １ ６５４
１１ １ －１ １ ８４４
１２ １ －１ １ ８１４
１３ －１ １ １ ６６０
１４ －１ １ １ ７８８
１５ １ １ １ ８２２
１６ １ １ １ ７７４
１７ －２ ０ ０ ４７９
１８ ２ ０ ０ ６３２
１９ ０ －２ ０ ７３１
２０ ０ ２ ０ ６５９
２１ ０ ０ －２ ６９３
２２ ０ ０ ２ ９１１
２３ ０ ０ ０ ８８１
２４ ０ ０ ０ ９０５
２５ ０ ０ ０ ９１１
２６ ０ ０ ０ ８９８
２７ ０ ０ ０ ９２５
２８ ０ ０ ０ ８７８
２９ ０ ０ ０ ８９４
３０ ０ ０ ０ ８６１

２３　模型的建立与检验
利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６数据处理系统对试验

结果进行方差统计分析，结果如表３所示。
由表３的方差分析可以看出，回归模型高度显著

（ｐ＜０００１），模型 Ｒ２＝０９４５５，矫正 Ｒ２＝０９２０９，说
明模型拟合良好；模型失拟项表示模型预测值与实

际值不拟合的概率，表 ３中模型失拟项的 ｐ值大于
００５表明模型失拟项不显著，回归方程能较好地解
释响应结果并预测最佳螯合工艺条件，图５～７直观
地反映了各因素对 ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）螯合率的影响。
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表 ３　螯合率回归方程方差分析

Ｔａｂ．３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｈｅｌａｔｉｎｇｒａｔｅ

差异源 方差 自由度 均方差 Ｆ ｐ 显著性

模型 ４６８４７１３ ９ ５２０５２３６ ３８５１９９ ＜０００１ 

Ａ ６０５０１０４ １ ６０５０１０４ ４４７７２１１ ＜０００１ 

Ｂ ２６０７００４ １ ２６０７００４ １９２９２４１ ０００３ 

Ｃ ５９１０３３８ １ ５９１０３３８ ４３７３７８ ＜０００１ 

ＡＢ １５３１４０６ １ １５３１４０６ １１３３２７４ ０００３１ 

ＡＣ ０１４０６２５ １ ０１４０６２５ ００１０４０７ ０９１９８ －

ＢＣ ３２４９００６ １ ３２４９００６ ２４０４３３６ ＜０００１ 

Ａ２ ２１９７０１４ １ ２１９７０１４ １６２５８３９ ＜０００１ 

Ｂ２ ８０７５９４３ １ ８０７５９４３ ５９７６３７６ ＜０００１ 

Ｃ２ ２０３４４５６ １ ２０３４４５６ １５０５５４２ ＜０００１ 

残差 ２７０２６２２ ２０ １３５１３１１

失拟检验 １１１５５８５ ５ ２２３１１６９ ２１０８８０６ ０１２０８ －

纯差 １５８７０３８ １５ １０５８０２５

总和 ４９５４９７５ ２９

　　注：表示极显著，－表示不显著。

图 ５　反应温度和 ｐＨ值对螯合率的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｐＨ

ｖａｌｕｅｏｎｃｈｅｌａｔｉｏｎｒａｔｅ
　

图 ６　ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比和 ｐＨ值对螯合率的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅａｎｄｍａｓｓｒａｔｉｏ

ｏｎｃｈｅｌａｔｉｏｎｒａｔｅ
　
　　从表３回归方程系数显著性检验可知，该模型
Ａ、Ｂ、Ｃ、Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、ＡＢ、ＢＣ对产品螯合率的影响均达
到了极显著的水平（ｐ＜００１），而 ＡＣ（ｐ＝０９１９８）
对螯合率的影响作用不显著。在试验的范围内，对

ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）螯合率的影响从大到小依次为：ｐＨ
值、质量比、反应温度。根据方差分析和回归方程系

数显著性检验结果，将差异不显著因子剔除后的回

归方程为

图 ７　ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比和反应温度对螯合率的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｍａｓｓｒａｔｉｏｏｎ

ｃｈｅｌａｔｉｏｎｒａｔｅ
　
Ｙ＝８８８９＋５０２Ａ－３３０Ｂ＋４９６Ｃ－３０９ＡＢ＋

４５１ＢＣ－８８６Ａ２－５３７Ｂ２－２７０Ｃ２

得到 ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）螯合率与真实值之间关系
的回归方程为

Ｙ＝－７３０７７＋１６１９８Ｐ＋６３９Ｔ－０４８ＮＰ＋
００５ＴＮ－８８５Ｐ２－００５Ｔ２－００３Ｎ２

模型预测最高螯合率为９１９１％，对应 ｐＨ值为
８２９，温度为 ４９９７℃，ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２ 质量比为

３４２４，考虑到实际操作的简便性，将参数修正为：
ｐＨ值 ８３，反应温度 ５０℃，ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比
３４。在此优化后工艺条件下，验证试验螯合率为
８８８６％，验证试验值与预测值误差较小，不存在显
著性差异（ｐ＞００５），说明优化试验较为成功。验
证试验值与预测值误差较小，说明模型拟合较好。

２４　ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）红外光谱分析

红外光谱整个范围可分为４０００～１３００ｃｍ－１
官

能区与１３００～６００ｃｍ－１
指纹区两个区

［１４］
。４０００～

１３００ｃｍ－１
区域的峰是由伸缩振动产生的吸收带。

由于基团的特征吸收峰一般位于此高频范围，是基

团鉴定工作最有价值的区域。在 １３００～６００ｃｍ－１

区域中，除单键的伸缩振动外，还有因变形振动产生

的复杂光谱，当分子结构稍有不同时，该区的吸收就

有细微的差异
［１５］
。本试验结果表明羧酸与羧酸盐

的红外光谱存在明显差别。由图 ８ａ可以看出，６羧
基壳寡糖的 Ｏ—Ｈ与 Ｎ—Ｈ的伸缩振动重叠而成的
３３９４ｃｍ－１

的峰
［１６］
，在 ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）螯合物光谱

图中此波 段发 生红 移，变 为 ３４１８ｃｍ－１
，说明

—ＮＨ２、—ＯＨ与 Ｃａ
２＋
发生螯合生成了铵盐，液体或

固体羧酸在 １７２５ｃｍ－１
区域出现一强吸收峰，这是

二聚体 Ｃ Ｏ伸缩振动产生的［１７］
，而螯合反应后，

这一吸收峰几乎消失，而原本位于 １６０４ｃｍ－１
和

１３８４ｃｍ－１
的两个吸收峰（图 ８ａ）红移到 １６３１ｃｍ－１

处和１４０６ｃｍ－１
处（图 ８ｂ）。这是由于金属离子取

代氢后，氧上带有一个负电荷，就更容易供给电子和

原来羰基的 Ｐ电子发生共轭作用，在这样体系中氧
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上负电荷不是集在一个氧原子上，而是分散在两个

氧原子和一个碳原子上，出现平均化结构，发生强烈

的振动偶合作用，结果出现了两个吸收峰，其中对称

伸缩振动位于 １４００ｃｍ－１
附近，不对称伸缩振动在

１６５０ｃｍ－１
附近，吸收都比较强

［１８］
。这一变化也说

明了 Ｃａ２＋与—ＣＯＯＨ形成配位（ｐ π）螯合物，证明
了螯合钙的生成。红外吸收峰的偏移或变化表明在

６羧基壳寡糖与钙之间发生的不是简单的物理吸
附，其相互的联系是通过 ６羧基壳寡糖骨架上的氨
基和羧基与 Ｃａ２＋之间发生了结合反应。

图 ８　ＣＣＯＳ和 ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）红外光谱图

Ｆｉｇ．８　ＩｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒａｏｆＣＣＯＳａｎｄＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）
　
２５　螯合物元素分析

表 ４列出了 ６羧基壳寡糖、６羧基壳寡糖合钙
的元素分析数据。可计算出 ６羧基壳寡糖分子中
各个元素的原子个数比为 ５９５∶９１６∶１∶８１６，单元
残基的分子组成接近于 Ｃ６Ｈ９Ｏ５Ｎ，６羧基壳寡糖螯
合钙各个原子数比为 １１７５∶１８４１∶１９７∶１，由此可
推算出配合物中 ６羧基壳寡糖与 Ｃａ２＋的大致配位
比为２∶１，即相当于 ６羧基壳寡糖分子中的 ２个氨
基葡萄糖单元残基与１个 Ｃａ２＋配位。

表 ４　螯合物的元素分析
Ｔａｂ．４　Ｅｌｅｍｅｎｔｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆ６ｃａｒｂｏｘｙ

ｃｈｉｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｈｅｌａｔｅｄｃａｌｃｉｕｍ ％

样品
质量分数

Ｃ Ｈ Ｎ Ｃａ

ＣＣＯＳ ４０１４ ５１３ ７９５

ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ） ３３８６ ４４２ ６６２ ９５１

３　讨论

壳寡糖／壳聚糖及其衍生物中因存在着有良好
配位能力的氨基和羟基以及羧基，对金属具有良好

的配位作用。以壳寡糖或者改性壳寡糖为基体络合

金属离子所得金属配合物材料具有许多独特的物

理、化学性质，比如抗氧化
［１９－２０］

、抗菌
［２１］
、脱除动物

体内重金属
［２２－２３］

等功能，另外壳寡糖及其衍生物良

好的生物相容性和可降解性使其有望成为人体微量元

素钙、铁、锌等的补给剂
［２４－２６］

。为了提高壳寡糖对金

属离子的吸附、螯合能力，近年来有学者通过引入羧基

对其改性，杨华
［２４］
研究发现，壳寡糖改性后所得的羧甲

基壳寡糖对锌的吸附能力明显提高，许聪等
［２５］
、许才利

等
［２６］
研究发现，羧甲基壳寡糖对稀土元素钆和金属元

素铁的络合能力强于壳寡糖且热稳定性更好。

本研究通过直接对壳寡糖 Ｃ６位羟甲基氧化生
成羧基，较引入乙酸对其进行羧基化改性工艺更具

经济性，经过螯合工艺优化后，通过元素分析初步推

断ＣＣＯＳ与 Ｃａ２＋摩尔比为２∶１，即２个ＣＣＯＳ分子螯
合１个 Ｃａ２＋，高于田金花等［２７］

、王金明等
［２８］
研究中

壳寡糖对同样价态的锌离子的络合能力。本文研究

发现 ＣＣＯＳ对金属的配位能力受体系 ｐＨ值影响最
为显著，在 ｐＨ值相对中性条件下螯合率较高，体系
过酸，Ｈ＋

过多，影响—ＮＨ２和—ＣＯＯＨ在体系中的
存在状态，进而影响螯合产物的形成，而体系过碱，

ＯＨ－
过多而与钙形成沉淀，而降低螯合率，刘艳如

等
［２９］
也研究发现壳寡糖与金属钙离子发生配位反

应时，当溶液的ｐＨ值呈酸性时，溶液中的—ＮＨ３＋浓
度增大，—ＮＨ２浓度减小，平衡朝锌络合物解离方向
移动；螯合率受体系温度的影响也较为明显，反应温

度５０℃附近，螯合产物最为稳定，温度过高会使得
已经形成的螯合物发生解离；受反应时间影响不显

著，螯合过程迅速，这与赵丽娜等
［３０］
、桑亚新等

［３１］

研究 结 果 一 致，本 文 研 究 所 得 最 高 螯 合 率 为

８８８６％，高于骨胶原、多肽、氨基酸等［４－５，１４－１５，３２］
对

钙离子的螯合能力。

４　结论

（１）利用壳寡糖（ＣＯＳ）制备 ６羧基壳寡糖
（ＣＣＯＳ），将壳寡糖 Ｃ６位上的羟甲基直接氧化成为
羧基，研究了 ＣＣＯＳ对钙离子的络合性能，考察了体
系 ｐＨ值、反应温度、反应时间、ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量
比对螯合率的影响规律，研究结果表明，体系 ｐＨ
值、反应温度对螯合率影响显著，反应时间对螯合率

影响不显著。

（２）通过中心复合旋转设计优化确定了 ＣＣＯＳ
Ｃａ（Ⅱ）制备的最终工艺参数为：反应 ｐＨ值为８３，反
应时间６０ｍｉｎ，反应温度５０℃，ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比
为３４。在此优化工艺条件下，验证试验螯合率为
８８８６％。方差分析与检验结果表明，ｐＨ值、反应温

６８３ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１８年



度、ＣＣＯＳ与 ＣａＣｌ２质量比以及３个因素的平方项，ｐＨ
值和反应温度、ｐＨ值和质量比的交互作用对产品螯
合率的影响均达到了极显著的水平（ｐ＜００１）。

（３）对产物进行傅里叶变换红外光谱扫描及元

素分析，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，

ＣＣＯＳ Ｃａ（Ⅱ）配合物的的结构初步认为 ＣＣＯＳ与
Ｃａ２＋摩尔比为２∶１。
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