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球霰石碳酸钙制备工艺优化及几丁质酶
对碳酸钙的影响

吕凤娇，郭　悦，徐　露，施　雯，魏雨洪，孙丽丹，谢晓兰*

（泉州师范学院化工与材料学院，福建泉州 362000）

摘　要：为了建立一种以 CaCl2 为原料碳化合成高产率高纯度球霰石碳酸钙的工艺。通过单因素考察几丁质酶添

加、碳化温度、pH、CaCl2 浓度和碳化时间等工艺条件对钙离子碳化率的影响，再用正交试验优化工艺，并用扫

描电镜（SEM）、红外光谱（IR）等表征考察优化条件下几丁质酶对碳酸钙晶型与组成的调控。结果表明，几丁

质酶添加基本不影响钙离子碳化率，而碳化温度、pH、CaCl2 浓度和碳化时间等对钙离子碳化率存在显著性影

响；35 ℃ 下，以 1 L/min 气体流速往 pH 12.5 的 1 mol/L CaCl2 溶液持续通入 CO2 碳化 6 min，钙离子碳化效果最

佳，碳化率达 99.88%。SEM 和 IR 等表征结果显示，未加几丁质酶制得由球状颗粒和少部分菱形块状组装形成的

直径为 2 ~ 8 μm 的大小不一的方解石型碳酸钙微球；加入几丁质酶后，菱形块状形貌消失，且随着几丁质酶添加

比例增大，碳酸钙微球尺寸逐渐下降；当酶钙质量比为 0.01:1 时，制备得直径小于 1 μm 的大小较均一的高纯度

蓬松球霰石型碳酸钙微球。结果说明几丁质酶调控下可制备出高产率高纯度球霰石碳酸钙，研究对食药级碳酸钙

的仿生制备具有重要意义。
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Abstract：In order to establish a high-yield and high-purity vaterite calcium carbonate synthesis process, CaCl2 was used as
raw material. The effects of chitinase addition, carbonization temperature, pH, CaCl2 concentration and carbonization time
on the carbonization rate of calcium ions were investigated through the single factor, and orthogonal experiment was used
to optimize the process. Scanning electron microscope (SEM) and infrared spectroscopy (IR) were applied to investigate the
regulation of chitinase on the crystal  form and composition of calcium carbonate under optimized conditions.  The results
showed that the addition of chitinase rarely affected the calcium ion carbonization rate, while the carbonization temperature,
pH, CaCl2 concentration and carbonization time had significant effects on the calcium ion carbonization rate. At 35 ℃, the
gas flow rate was 1 L/min, the 1 mol/L CaCl2 solution with pH 12.5 was continuously fed with CO2 for 6 min to carbonize,
and the effect of calcium ion carbonization was the best, with a carbonization rate of 99.88%. Characterization results such
as SEM and IR showed that 2~8 μm calcite-type calcium carbonate microspheres, which assembled from spherical particles
and  a  small  part  of  diamond-shaped  blocks,  were  obtained  without  chitinase  regulation.  After  adding  chitinase,  the
diamond-shaped block shape disappeared, and the size of calcium carbonate microspheres gradually decreased as the adding  
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proportion of chitinase increased. The high-purity fluffy vaterite-type calcium carbonate microspheres with diameter of less
than 1  μm,  were  obtained with  uniform size  when the  enzyme calcium mass  ratio  was  0.01:1.  The results  indicated that
high-yield and high-purity vaterite calcium carbonate could be prepared under the control of chitinase. The research was of
great significance for the biomimetic preparation of food and pharmaceutical grade calcium carbonate.

Key words：carbonization process；calcium carbonate；chitinase；crystal form control

 

碳酸钙是动物贝壳、甲壳、蛋壳、牙齿以及骨头

等生物体硬组织的主要成分，在生物体内由蛋白质、

多糖等生物大分子调控下矿化形成 [1−4]。碳酸钙主

要有方解石、文石、球霰石等 3 种晶型，不同晶型具

有不同形状、性质和功能[5−6]。方解石和文石是单晶

体，具有热力学稳定、结构密实的特性，在自然界广

泛存在；球霰石是多晶体，一般是由纳米级球形颗粒

聚集而成的结构松软的多孔微球，具有密度小、比表

面积大、溶解性和分散性好、良好生物安全性及可吸

收利用性，被广泛用于食品和医药等行业领域[7−9]。

如利用球霰石微球具有促进骨基质形成的特性[10]，在

增加骨密度的保健食品中，碳酸钙成为使用率最高的

补钙配方主成分[11]，同时也被用于人工骨和人造牙齿

的制备[12]；利用其孔隙率高的特性，用作药物、生物

标记物、生物传感器等生物医药载体[13−15]。

然而球霰石热力学不稳定，易转化成文石或方

解石，自然界中存量稀缺，故如何合成稳定的球霰石

碳酸钙越来越受关注[7,9]。目前球霰石碳酸钙的合成

方法主要采用碳化法和复分解法，碳化法是直接往

Ca2+溶液中通入 CO2 反应生成碳酸钙，产品纯度较

高，但容易受 CO2 溶解速率影响导致球霰石产率较

低；复分解法是利用可溶性钙盐和碳酸盐混合反应制

备碳酸钙，反应快产率高，但容易引入杂质；且非仿生

体系下，两种方法合成的产品稳定性均较差，易转化

成文石与方解石导致产品纯度不高[7,9]。为了提高球

霰石稳定性，近年来在碳化法和复分解法合成体系里

添加糖、蛋白质等有机分子做为晶型调控剂。仿生

合成稳定球霰石的研究报道不少[16−24]，但研究内容基

本侧重于添加剂对晶型的调控，而关于添加剂对球霰

石产率和纯度的影响鲜少研究。

几丁质酶是一种糖苷键水解酶，广泛分布在动

物、植物以及微生物等各种生物体内，具有消化几丁

质食物、调控形态发育、抗菌防御等功能，在食品、

医疗、环保等方面具有广泛应用[25−26]。虾蟹、昆虫等

甲壳动物的几丁质酶主要分布在胃肠等内脏和壳膜

等组织部位，与围食膜蜕换和周期性蜕壳生长发育密

切相关 [27−31]。韩晓梅等 [2] 报道虾蟹壳约含 15%~

25% 的甲壳素和 50% 矿物质等化合物，其中矿物质

主要是碳酸钙，虾蟹壳中碳酸钙生物合成应该与壳膜

几丁质酶的调控具有密切关系，但有关几丁质酶对碳

酸钙仿生合成调控的研究未见报道。本文优化了钙

离子碳化合成碳酸钙的工艺条件，并在优化工艺条件

下考察了几丁质酶对钙离子碳化合成碳酸钙的调控，

通过扫描电镜（SEM）、红外光谱（IR）等表征分析了

产品组成与形貌特征，研究内容对高产率高纯度的球

霰石仿生合成和食药级碳酸钙的制备具有重要指导

意义。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

几丁质酶　实验室自制，以凡纳滨对虾内脏为

材料，经 pH 7.5 Tris-HCl 缓冲液抽提、硫酸铵分级

沉淀、透析、Sephadex G-100 和 DEAE-32 柱层析制

备得电泳纯制剂 [26]，比活力为 14.15  U/mg，备用；

99.95% CO2 气体　泉州市丰泽区东流焊接材料经

营部；无水氯化钙（分析纯）　国药集团化学试剂有限

公司；乙二胺四乙酸二钠（分析纯）、钙羧酸指示剂

（分析纯）　北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司；氨

水（分析纯）　西陇科学股份有限公司；其它试剂　均

为国药集团化学试剂分析纯产品；实验用水　为去离

子水。

DGG-9123A 型电热恒温鼓风干燥箱　上海森

信实验仪器有限公司；DF-101S 集热式恒温加热磁

力搅拌器　巩义市予华仪器有限责任公司；JY3002

电子天平　上海舜宇恒平科学仪器有限公司；

AR124CN 分析天平　奥豪斯仪器（常州）有限公司；

FE28 pH 计　梅特勒-托利多仪器有限公司；NICOLET

iS  10 红外光谱仪　Thermo  Fisher  SCIENTIFIC；

ZEISS MERLIN Compact 扫描电镜　德国 Zeiss 公

司；STA 409 PC 热重分析仪　NETZSCH。 

1.2　实验方法 

1.2.1   碳酸钙碳化制备工艺　用氨水调节 CaCl2 溶

液至合适 pH，再加入适量几丁质酶（按不同酶钙质量

比或不加），混匀后，在一定温度下通入 CO2，使钙离

子碳化析出晶体，抽滤、洗涤后烘干得碳酸钙产品。 

cCa2+ =
cs×V2

V1

1.2.2   钙离子浓度测定与碳化率计算　钙离子浓度

测定采用 EDTA 滴定法[17]。取碳化前后（通 CO2 气

体前后）的 CaCl2 溶液适量，用氢氧化钠溶液调

pH 至 12~13，加入钙羧酸指示剂摇匀，用 EDTA 标

准液滴定，当溶液由玫瑰红变为亮蓝色，终止滴定并

记录消耗的 EDTA 标准液体积，每个样液平行滴定

两次，取平均值按公式 计算钙离子浓度。

式中：cs，EDTA 标准溶液浓度，mol/L；V2，滴定

消耗的 EDTA 标准溶液体积， mL； V1，样液体

积，mL。
碳化前后溶液体积变化忽略不计，钙离子碳化
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率计算公式如下：

钙离子碳化率η(%) =
(碳化前溶液钙离子浓度-碳化后溶液钙离子浓度)

碳化前溶液钙离子浓度
×100

 

1.2.3   碳化工艺的单因素实验　对几丁质酶添加量

（按不同酶钙质量比添加）、温度、CaCl2 浓度、pH、

碳化时间等 5 个因素进行单因素实验，平行实验

3 次，分别考察各因素对钙离子碳化率的影响，确定

较优工艺条件。 

1.2.3.1   几丁质酶对钙离子碳化率的影响　按 0:1、
0.001:1、0.002:1、0.004:1、0.01:1 的酶钙质量比，

分别往 30 mL pH 12.0 的 1.00 mol/L 的 CaCl2 溶液

中加入不同量的几丁质酶，搅拌混匀后，20 ℃ 下，按

1 L/min 气流速度通入 CO2 碳化 5 min 后，过滤收集

样品，测定分析计算碳化率，考察几丁质酶添加对钙

离子碳化率的影响。 

1.2.3.2   温度对钙离子碳化率的影响　分别在 0、
10、20、30、40、50、60 ℃ 等不同温度下，按 1 L/min
气流速度，往 30 mL pH12.0 的 1.00 mol/L 的 CaCl2
溶液，通入 CO2 碳化  5  min 后，过滤收集滤液和

CaCO3 产物，分析滤液残余钙离子浓度，计算碳化率，

考察温度对钙离子碳化率影响，确定较佳碳化温度。 

1.2.3.3   CaCl2 浓度对钙离子碳化率的影响　20 ℃
下，按 1 L/min 气流速度，分别往 30 mL pH12.0 的

0.25、0.50、0.75、1.00、1.25、1.50 mol/L 等不同浓度

的 CaCl2 溶液，通入 CO2 碳化 5 min 后，过滤收集样

品，测定分析计算碳化率，考察 CaCl2 浓度对钙离子

碳化率影响，确定较佳 CaCl2 浓度。 

1.2.3.4   pH 对钙离子碳化率的影响　20 ℃ 下，按1 L/min
气流速度，分别往 30 mL 用氨水调节至 pH 10.5、
11.0、11.5、12.0、12.5 等不同 pH 的 1.00  mol/L 的

CaCl2 溶液，通入 CO2 碳化 5 min 后，过滤收集样品，

测定分析计算碳化率，考察 pH 对钙离子碳化率影

响，确定较佳 pH。 

1.2.3.5   碳化时间对钙离子碳化率的影响　20 ℃ 下，

按 1 L/min 气流速度，往 30 mL pH 12.0 的 1.00 mol/L
的 CaCl2 溶液，分别通入 CO2 碳化 1、2、3、5、7、
9 min 后，过滤收集样品，测定分析计算碳化率，考察

碳化时间对钙离子碳化率影响，确定较佳碳化时间。 

1.2.4   正交试验优化碳化工艺条件　为进一步优化

碳化工艺条件，根据单因素实验结果，选取 A 碳化温

度（℃）、B 碳化时间（min）、CpH、DCaCl2 浓度

（mol/L）等 4 个因素作为试验因素，以钙离子碳化率

为指标，按 L9（34）正交表制定正交方案并实验，正交

试验因素水平见表 1。 

1.2.5   几丁质酶对碳酸钙晶型调控的研究　在优化

的碳化工艺条件下，分别按 0:1、0.002:1、0.004:1、
0.01:1 酶钙质量比往 30 mL 的碳化体系中加入几丁

质酶，充分搅拌混匀后，以 1 L/min 气体流速持续通

入 CO2 碳化，碳化结束后过滤收集滤液和 CaCO3 产

物，分析滤液残余钙离子浓度，计算碳化率，洗涤收

集 CaCO3 固体，并置于 105 ℃ 下干燥至恒重，称重

并取样分析产品几丁质酶含量及表征产品形貌特征，

与同等条件下不加几丁质酶碳化制备的 CaCO3 形貌

比较，考察几丁质酶对碳酸钙晶型的调控。 

1.2.6   碳酸钙产品表征　 

1.2.6.1   扫描电镜形貌分析　用直接分散法处理样

品：先把裁剪好的尺寸适中的导电胶粘在铜片上，接

着将烘干的待测样品借外物直接散落附着于导电

胶。进样，观察各样品在放大 1000~20000 倍下的形

貌，晶型及粒径大小。 

1.2.6.2   红外光谱定性分析　按 50:1~100:1 的质量

比取适量 KBr 粉末和少量碳酸钙样品于玛瑙研钵

中，研磨后压片，以 KBr 空白片剂为参照，扫描

4000~400 cm−1 之间的红外光谱，表征分析产物组成。 

1.3　数据处理

所有工艺优化实验均做 3 个平行，用 Excel
2007、SPSS 18.0、Grapher 8.0 等软件进行数据处理

与分析，实验结果以平均值±标准差表示，单因素方

差分析（ANOVA）按 P<0.05 分析显著性。 

2　结果与分析 

2.1　单因素实验 

2.1.1   几丁质酶对钙离子碳化率的影响　蛋白质类

调控剂的侧链一般都含有—COOH 等可解离基团，

会与钙离子产生静电与配位作用，影响碳化反应。由

图 1 可见，按不同酶钙质量比分别往相同的碳化体系

中加入不同量几丁质酶后，钙离子碳化率基本在

98.31%~98.54% 间波动，对实验数据进行单因素方

差分析，P=0.775>0.05，说明几丁质酶添加对钙离子

 

表 1    正交试验因素水平设计

Table 1    Factors and levels of orthogonal test

水平
因素

A 碳化温度（℃） B 碳化时间（min） C pH D/CaCl2浓度（mol/L）

1 25 4 11.5 0.90
2 30 5 12.0 1.00
3 35 6 12.5 1.10
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图 1    几丁质酶添加量对钙离子碳化率的影响

Fig.1    Effect of chitinase addition on the rate of
carbonation of calcium ion
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的碳化率不具有显著性影响。 

2.1.2   温度对钙离子碳化率的影响　温度会影响化

学反应速度和化学反应平衡，温度升高可以提升体系

中离子运动速率促进离子之间碰撞结合的机会，有利

碳化反应；但温度升高也会降低 CO2 的溶解度，导致

体系中 CO3
2-离子浓度下降，不利钙离子的碳化反

应。由图 2 可见，在固定碳化体系下，温度低于 30 ℃
时，钙离子碳化率随着温度升高而轻微上升；温度高

于 30 ℃ 时，钙离子碳化率随温度升高而出现下降趋

势；整体变化趋势显示，低温体系下的钙离子溶液碳

化率优于高温体系；说明随着温度升高，CO2 的溶解

度对碳化率影响渐趋主导，在 30 ℃ 下，具有较好的

碳化效果，钙离子碳化率达 97.89%；单因素方差分

析 P=0.00657<0.05，说明温度对钙离子碳化率具有

显著性影响。
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图 2    温度对钙离子碳化率的影响
Fig.2    Effect of temperature on the rate of

carbonation of calcium ion
  

2.1.3   CaCl2 浓度对钙离子碳化率的影响　固定碳

化时间、CO2 通入流速时，体系 CaCl2 初始浓度直接

影响到 CO3
2−/Ca2+的比例，从而影响钙离子的转化

率。图 3 显示，随 CaCl2 浓度上升，钙离子碳化率呈

现先增大后趋于平稳的趋势。当钙离子浓度小于

1.0  mol/L 时，体系局部 CO3
2−/Ca2+的比例较高，

CO3
2−过饱和，碳化结束时可能导致碳化成的碳酸钙

少量转化成碳酸氢钙，从而导致钙离子碳化率较低；

但随着 CaCl2 浓度上升，体系 CO3
2−/Ca2+比例下降，

CO3
2−过饱和度下降并逐渐趋于稳定，体系钙离子基

本都碳化成碳酸钙并稳定存在，故钙离子碳化率随钙

离子浓度增大而上升，并趋于稳定；当钙离子浓度为

1.00 mol/L 时，就具有较佳的碳化效果，碳化率为

98.37%。单因素方差分析 P=4.56×10−10<0.05，说明

CaCl2 浓度对钙离子碳化率的影响具有显著性。 

2.1.4   pH 对钙离子碳化率的影响　碳化体系的

pH 直接影响二氧化碳的溶解度以及碳酸的解离趋势

（碳酸二级解离常数，pKa2=10.2），进而影响着体系钙

离子的碳化反应效果。实验采用氨水调节碳化体系

pH，考察 pH 对钙离子碳化率的影响，由图 4 可知，

钙离子碳化率随着体系 pH 增大呈现先增大后趋于

平稳的趋势；pH<12.0，体系钙离子碳化率随着 pH 增

大快速增大；pH>12.0，钙离子的碳化率随 pH 增大变

化不明显；当 pH=12.0 时，钙离子碳化率为 98.14%。

单因素方差分析 P=1.25×10−17<0.05，说明 pH 对钙

离子碳化率的影响具有显著性。考虑强酸强碱设备

成本，确定碳化体系较佳 pH 为 12。
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图 4    pH 对钙离子碳化率的影响
Fig.4    Effect of pH on the rate of carbonation of calcium ion

  

2.1.5   碳化时间对钙离子碳化率的影响　固定碳化

体系下，碳化时间直接影响着钙离子与通入的二氧化

碳的碳化反应程度。图 5 显示，随碳化时间延长，钙

离子碳化率呈现先增大后趋于平稳的趋势。当碳化

时间小于 3 min 时，碳化率随碳化时间延长而快速上

升，说明在这个时间范围内，钙离子不能达到完全的

碳化效果；当碳化时间为 3、5、7、9 min，体系钙离子

碳化率分别达 97.60%、98.57%、99.11%、99.22%；

即碳化时间大于 3 min 后，钙离子的碳化率上升缓

慢，基本趋于稳定，说明碳化 3 min 后体系大部分钙

离子已基本完成碳化反应；单因素方差分析

P=1.45×10−21<0.05，说明碳化时间对钙离子碳化率具

显著性影响。考虑碳化程度，确定较佳碳化时长

为 5 min。 

2.2　正交试验优化碳化工艺条件 

2.2.1   正交试验与结果分析　由于添加少量几丁质

酶不影响碳化率，故确定 A 碳化温度（℃）、B 碳化时

长（min）、C pH、D CaCl2 浓度（mol/L）等四因素进行

正交试验，根据单因素优化结果，分别在 A 碳化温度

（℃）、B 碳化时长）min）、C  pH、D  CaCl2 浓度
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图 3    CaCl2 浓度对钙离子碳化率的影响

Fig.3    Effect of CaCl2 concentration on the rate of carbonation
of calcium ion
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（mol/L）等 4 个因素的较佳值周边选择三个水平，按

L9（34）正交表设计组合出 9 个实验方案，以钙离子碳

化率为指标，进一步优化碳化工艺条件。具体的实验

方案及实验结果极差分析见表 2，实验结果的

SPSS 方差显著性分析见表 3。
 
 

表 2    钙离子碳化制备碳酸钙的正交实验方案及实验结果
Table 2    The schemes and results of orthogonal experiments for

the preparation of calcium carbonate by calcium ion
carbonization

试验号 A B C D 钙离子碳化率（%）

1 1 1 1 1 90.38
2 1 2 2 1 98.80
3 1 3 3 3 99.82
4 2 1 2 3 97.76
5 2 2 3 1 99.04
6 2 3 1 2 99.74
7 3 1 3 2 98.80
8 3 2 1 3 98.91
9 3 3 2 1 99.33

K1 289.00 286.94 289.03 288.75
K2 296.54 296.65 295.89 297.34
K3 297.04 298.89 297.66 296.49
R 2.68 3.98 2.88 2.86

因素主
次关系 4 1 2 3

 

 

 

表 3    正交试验结果方差统计分析
Table 3    Statistical analysis of variance of orthogonal test

results

源 III 型平方和 df 均方 F Sig.

校正模型 0.028a 8 0.003 2871.510 0.000
截距 34.619 1 34.619 2.866×107 0.000

碳化温度 0.005 2 0.003 2239.609 0.000
碳化时间 0.011 2 0.005 4485.255 0.000
CaCl2浓度 0.006 2 0.003 2470.258 0.000

pH 0.006 2 0.003 2290.917 0.000
误差 3.262×10−5 18 1.208×10−6

总计 34.647 27
校正的总计 0.028 26

注：a. R2 = 0.999（调整 R2 =0.998）。
 

由表 2 实验结果可知，按 A1B3C3D3 组合的工艺

条件，即在体系 pH12.5，碳化温度 25 ℃ 下，对 30 mL

1.1 mol/L CaCl2 溶液碳化时间 6 min，可取得最佳碳

化效果，碳化率达 99.82%。但对实验结果进行极差

分析，结果显示最佳碳化工艺条件组合应该为

A3B3C3D2，即体系 pH 为 12.5、碳化温度为 35 ℃、

CaCl2 浓度为 1 mol/L、碳化时间为 6 min；通过比较

R 值可知，四个因素对钙离子碳化率的影响主次顺序

为：B>C>D>A，即碳化时间>pH>CaCl2 浓度>碳化温

度。表 3 的 SPSS 统计分析结果显示，四个因素对钙

离子碳化率影响均具有显著性，影响主次顺序同极差

分析结果基本一致。 

2.2.2   钙离子碳化最佳工艺条件验证　由于正交实

验结果显示最佳反应条件为 A1B3C3D3 组合，而正交

实验结果极差分析得出的最佳反应条件为

A3B3C3D2 组合，结果不一致。故在 A3B3C3D2 组合

条件下进行验证实验，平行实验三次，得钙离子碳化

率达 99.88%±0.02%，比 A1B3C3D3 组合条件下的碳

化率 99.82% 稍高一点，故确定钙离子最佳碳化工艺

条件为体系 pH 为 12.5、碳化温度为 35 ℃、CaCl2
浓度为 1 mol/L、碳化时间为 6 min。 

2.3　几丁质酶对碳酸钙晶型的调控

在优化的碳化工艺条件下，分别按 0:1、
0.002:1、0.004:1、0.01:1 的酶钙质量比，往 35 ℃、

pH 12.5、30 mL 的 1 mol/L CaCl2 溶液中加入几丁

质酶，搅拌混匀后，持续通入二氧化碳碳化 6 min，碳
化结束分析计算钙离子碳化率，不同体系下的碳化率

在 99.85%~99.92% 范围内波动，结果进一步显示几

丁质酶的添加确实不影响钙离子的碳化率。产品经

洗涤、烘干至恒重后，取适量产品酸溶后，根据蛋白

质的紫外特征吸收性质，测定样品液在 280 nm 的吸

光度值判断产品是否夹杂几丁质酶，结果显示不同酶

钙质量比的碳化体系制备的产品均无夹杂几丁质

酶。在此基础上，取样进行扫描电镜、红外光谱等性

能表征测试，进一步了解几丁质酶对碳酸钙晶型的调

控及产品组成情况。 

2.3.1   扫描电镜分析　采用扫描电镜（SEM）测定不

同量几丁质酶调控下碳化而成的碳酸钙的形貌和粒

径。图 6 中的 a、b、c、d 分别是未加酶、按 0.002:1、
0.004:1、0.01:1 的酶钙质量比添加几丁质酶调控碳

化形成的碳酸钙的 SEM 图像。

由图 6a 可见，未添加几丁质酶调控碳化制备的

碳酸钙是由约 110 nm 的球状颗粒和少部分尺寸近 1 μm
的菱形块状自组装形成的直径为 2 ~ 8 μm 左右的大

小不一的微球。图 6b 显示，按 0.002:1 的酶钙比添

加几丁质酶制备得到的碳酸钙微球尺寸变小，且菱形

块状形貌消失，碳酸钙基本由 80 nm 的纳米级球状

颗粒团聚而成的粒径约为 2 ~ 4 μm 的大小较均匀的

微球。进一步增大几丁质酶加入量，由图 6c、6d 可

知，碳酸钙基本颗粒和微球粒径随着酶添加量增大而

减小，纳米球基本颗粒的团聚由紧密趋向蓬松；按

0.004:1 的酶钙比添加酶调控，可得到 70 nm 的纳米
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图 5    碳化时间对钙离子碳化率的影响

Fig.5    Effect of reaction time on the rate of carbonation of
calcium ion
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颗粒团聚组成的粒径约为 1.5 μm 的大小均匀的微

球；当比例增到 0.01:1，得到 60 nm 的纳米颗粒团聚

组成的粒径小于 1 μm 的蓬松微球。SEM 表征结果

说明几丁质酶的添加不仅能改变碳酸钙基本颗粒的

晶型与尺寸，还会影响碳酸钙颗粒团聚的紧密度与团

聚微球粒径，这对食品、保健等轻工业新型钙制剂的

制备与应用具有重要意义。几丁质酶对碳酸钙晶型

的调控效应与高平章等[17] 用胰蛋白酶调控碳酸钙晶

型的效果类似，肯定了蛋白质类物质对碳酸钙的仿生

制备过程具有实际的调控作用。
 

2.3.2   红外光谱分析　方解石型碳酸钙的红外光谱

特征吸收峰为 876 cm−1 和 712 cm−1[4,32]。图 7 是未

加几丁质酶调控 CaCl2 碳化形成的碳酸钙红外光谱

图，由图可见，在 3436、1421、875 cm−1 和 714 cm−1

处出现特征吸收峰，与竹文坤等[22] 以 CaCl2 和碳酸

钠为原料在纯水体系下复合合成的方解石型碳酸钙

的红外谱图基本一致，均具有 876 cm−1 和 712 cm−1

的红外特征峰，说明未加几丁质酶调控碳化形成的碳

酸钙为方解石型。图中 3436 cm−1 是 H-O 键的伸缩

振动吸收峰，表明碳酸钙含有水分；而 1421 cm−1 是

方解石型碳酸钙中的 C-O 键的伸缩振动特征吸收

峰；875 cm−1 和 714 cm−1 是方解石型碳酸钙中 C-O
键的弯曲振动特征吸收峰。目前大部分实验制备的

方解石基本是密实菱形，但电镜图显示未加几丁质酶

碳化制备的碳酸钙为球形；实验结果与徐焕焕等[32]

采用复分解法，用豆腐废水调控制备出球形方解石碳

酸钙的形貌相似，表明特定条件下制备的方解石碳酸

钙并不完全是菱形。

球霰石型碳酸钙的红外光谱特征吸收峰为

876 cm−1 和 745 cm−1[4]。图 8 是按 0.01:1 酶钙质量

比加入几丁质酶调控 CaCl2 碳化形成的碳酸钙红外

光谱图，由图可知，在 1456~1409 cm−1 之间出现了较

宽的分裂吸收峰，1089、874 cm−1 和 745 cm−1 处也出

现特征吸收峰，特征峰与马晓明等[23] 在胃蛋白酶调

控下水醇体系中用 CaCl2 和碳酸氢铵仿生合成的球

霰石碳酸钙的红外特征吸收峰基本一致，也与王芬

等[33] 利用 CO2 碳化制备的球霰石型碳酸钙的红外
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图 6    不同量几丁质酶调控制备的碳酸钙的扫描电镜图

Fig.6    Scanning electron microscope of calcium carbonate prepared under the control of different amounts of chitinase
注：a、b、c、d 分别代表酶钙质量比为 0:1、0.002:1、0.004:1、0.01:1。
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图 7    未加几丁质酶的碳酸钙红外谱图

Fig.7    Infrared spectrum of calcium carbonate without chitinase
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图 8    加几丁质酶的碳酸钙红外谱图

Fig.8    Infrared spectrum of calcium carbonate with chitinase
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特征峰基本吻合。图中 1456~1409 cm−1 之间的分裂

吸收峰是球霰石型碳酸钙中 C-O 键反对称伸缩振动

吸收峰；1089、874 cm−1 和 745 cm−1 分别是球霰石型

碳酸钙中 C-O 键的对称伸缩振动、面外弯曲振动和

面内弯曲振动吸收峰。结果说明几丁质酶存在影响

了 Ca2+碳化形成的碳酸钙的晶型，可调控碳化形成

的球霰石型碳酸钙，红外谱图表征结果与 SEM 观测

结果相一致。

几丁质酶对碳酸钙晶型的调控机理应该与大部

分蛋白质与氨基酸的调控机理类似，借助分子中的

—COOH 实现，该基团在中性或碱性条件下解离成

—COO-，与 Ca2+发生静电和配位作用，提高体系局

部 Ca2+浓度，为碳酸钙结晶提供成核位点，降低成核

活化能，调控球霰石型晶体形成[5,17]。目前报道的水

体系中蛋白质调控制备的碳酸钙晶型基本以球霰石

为主，且晶体中会夹杂有水分和蛋白质[17,22−23]，但由

图 8 可见，几丁质酶调控制备的碳酸钙不仅未出现

水分子 H-O 键的伸缩振动峰，也没有出现蛋白质酰

胺键的特征峰，说明几丁质酶虽调控碳酸钙晶型，但

在晶体生长过程中确实没有夹杂入几丁质酶。

产品未夹杂几丁质酶可能是所用的几丁质酶虽

含有较多天冬氨酸、谷氨酸等酸性氨基酸，等电点为

5.2[26]，在碳化体系下几丁质酶侧链酸性基团基本解

离成负离子，加入少量即可与钙离子相互作用起到良

好的晶型调控效果，但由于加入量少又可使结合在几

丁质酶上的钙离子重新被置换碳化，从而防止碳化过

程中的夹杂；故按 0.01:1 酶钙质量比加入少量几丁

质酶调控碳化，既可制出较纯的干燥的球霰石型碳

酸钙。 

3　结论
以 CaCl2 为原料碳化合成碳酸钙，以钙离子碳

化率为指标，单因素考察了碳化温度、CaCl2 浓度、

pH、碳化时间和几丁质酶添加等五个因素对钙离子

碳化率的影响，结果显示碳化温度、CaCl2 浓度、

pH、碳化时间等 4 个因素对钙离子碳化率有显著性

影响，但几丁质酶添加基本不影响钙离子的碳化率。

采用正交试验对 4 个显著影响因素进行优化，确定

了最佳碳化工艺条件为：35 ℃ 下，以 1 L/min 气体流

速往 pH  12.5 的 1.00  mol/L  CaCl2 溶液持续通入

CO2 碳化 6 min，钙离子碳化成碳酸钙可获最佳效

果，碳化率达 99.88%。极差分析与 SPSS 统计分析

均显示四个因素对碳化率的影响主次顺序为：碳化时

间>pH>CaCl2 浓度>碳化温度，四个因素对钙离子碳

化率影响均具有显著性。

在优化工艺条件下，分别按 0:1、 0.002:1、
0.004:1、0.01:1 的酶钙质量比往体系中加入不同量

几丁质酶后，碳化制备碳酸钙，考察几丁质酶对碳酸

钙晶型的调控。蛋白成分测定分析显示，碳化过程未

夹入几丁质酶；SEM 和 IR 等表征结果显示，未加几

丁质酶时，碳化得到的是由球状颗粒和少部分菱形块

状组装形成的直径为 2 ~ 8 μm 的大小不一的方解石

型碳酸钙微球；加入几丁质酶后，菱形块状形貌消失，

且随着几丁质酶的添加比例增大，碳酸钙微球尺寸逐

渐下降；当酶钙质量比为 0.01:1 时，可制备得直径小

于 1 μm 的大小较均一的高纯度蓬松球霰石型碳酸

钙微球。说明几丁质酶调控下可以改变碳酸钙的晶

型与尺寸，是高产率高纯度碳化法制备球霰石型碳酸

钙仿生合成的良好调控剂。
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