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摘要：采用金属离子配位反应、硫化反应和包埋技术，制备壳聚糖型 SO2缓释材料（Chitosan type SO2 sustained release material，

CS-SO2SM），以期从分子结构着手研发出 SO2 新型葡萄保鲜剂。通过单因素实验，筛选最佳金属离子和硫化剂，结合析因实验设

计，采用碘量法测定 SO2释放量和抑菌圈试验测定其抑菌性；并以 SO2释放曲线、释放天数为主要考察指标，抑菌性为辅助指标，

优化 CS-SO2SM 的制备工艺；通过场发射环境扫描电子显微镜-能谱仪对其形态进行观察，傅里叶红外光谱仪考察其官能团的变化。

最佳工艺为选择 Cu2+，四硫化双五亚甲基秋兰姆（TRA）0.5 g，焦亚硫酸钠 0.5 g，搅拌 1.5 h，制备得到的 CS-SO2SM 为黑褐色粉

末，电镜下为絮云状，主要官能团-OH、-NH、-CONH 的特征吸收峰与壳聚糖相比均出现蓝移，SO2释放曲线呈先上升后缓慢下降。

该条件下制备得到的材料抑菌圈平均直径为 19.25 mm，具有最佳抑菌效果。研究表明通过配位反应、硫化反应及包埋技术制备而

成的 CS-SO2SM 有望成为具有一定应用前景的 SO2新型保鲜剂。 
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Abstract: In this study, chitosan-type SO2 sustained-release material (CS-SO2SM) was prepared by metal ion complexation reaction, 

vulcanization reaction and embedding technology, in order to develop a new SO2 preservative for grapes based on molecular structure. 

Through single factor experiments, the best metal ion(s) and vulcanizing agent(s) were screened. In combination with the factorial experiment 

design, the amount of released SO2 and the antibacterial activity were determined by the iodometric method and inhibition zone test, 

respectively. The preparation process of CS-SO2SM was optimized through taking the SO2 release curve and release days as the main 

examination indices. Its morphology was observed by the field emission environmental scanning electron microscope-energy spectrometer, 

and the changes of its functional groups were examined by a Fourier infrared spectrometer. The optimal process conditions: Cu2+ as the metal 

ion, 0.5 g of dipentamethylenethiuram tetrasulfide (TRA), 0.5 g of sodium pyrosulfite, and preparation duration (with stirring) as 1.5 h. The 

prepared CS-SO2SM was a dark brown powder which appeared as flocculated clouds under the electron microscope. The characteristic 

absorption peaks of the main functional groups, -OH, -NH and -CONH showed blue shifts compared with chitosan. The SO2 release curve 

showed a rise first and then a slow decline. The materials prepared under these conditions had an average diameter of 19.25 mm for the  
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inhibition zone and exhibited the strongest antibacterial effect. The research has shown that CS-SO2SM prepared by coordination reaction, 

vulcanization reaction and embedding technology is expected to be a new type of SO2 preservative with a certain application prospect. 

Key words: chitosan; complexing reaction; factorial experiment; SO2 sustained-release material 

 
壳聚糖是一种广泛存在于自然界中的可再生、无

毒副作用、生物相容性和降解性良好的天然氨基多

糖，其自身及其衍生物具有许多独特的生理、药理功

能性质，被广泛应用于医药[1,2]、食品[3-6]、农业[7]等多

种行业领域中。壳聚糖的水溶性和成膜性一直是限制

其在保鲜上应用的关键问题[8,9]，其吡喃环上含有活泼

的-OH、-NH2，在 N 或 O 上可引入其他活性基团，改

善其溶解性和生物活性；还可以利用 O 或 N 原子的孤

对电子配位抑或利用交联剂交联以致产生新的活性

功能和新的材料特性；拓展壳聚糖及其衍生物的应用

领域以及壳聚糖的配位化学研究，开展壳聚糖及其衍

生物金属配合物的制备[10]、结构[11]、理化性质[12]和功

能活性研究[13]是重要的研究方向之一。近年来，壳聚

糖在不同领域的应用研究日益增多，并且都取得了一

定的进展，各学科的相互渗透与交叉，不断拓展了壳

聚糖的改性方法，提高了壳聚糖的生物活性，同时赋

予其更多功能。壳聚糖改性产物已经在果蔬保鲜[14]、

纺织[15]、环境微生物污染防治[16,17]、患者周围神经损

伤修复[18]等方面展现出了很好的应用前景，各种改性

方法的不断改进是壳聚糖发挥重要作用的基础保障。 
SO2 保鲜是葡萄贮藏化学保鲜的主要方法[19]，传

统的SO2处理保鲜是使用亚硫酸盐潮解释放出SO2气

体，若总投放量低则保鲜效果不佳；若总投放量高则

会出现 SO2残留高、葡萄易漂白的现象[20]。因此，亟

需开发 SO2残留少、使用方便、释放稳定的 SO2葡萄

保鲜剂以满足当下葡萄采后保鲜的市场需求。近年

来，国内外学者开发出多种葡萄贮藏保鲜技术，如贾

晓昱等[21]采用脉冲式防腐设备精准定量控制SO2循环

熏蒸，贮藏 180 d 时，腐烂率仅为 3.9%，漂白指数为

0.3，且 SO2残留量为 3.1 mg/kg。焦旋等[22]研制的二

氧化硫精准释放葡萄保鲜片皆在追求低残留和稳定

释放的 SO2保鲜技术。 
本研究以壳聚糖为主要原料，选择能在食品上应

用的、安全性高的有机金属盐，利用金属离子络合配

位法对壳聚糖改性，制备具有 SO2催化释放中心的壳

聚糖骨架分子 A。一方面以胶体硫、二氯代烷烃与多

硫化钠反应制得的聚硫胶为硫化剂对 A 进行硫化浅

交联及壳聚糖分子骨架硫化掺杂，形成含硫壳聚糖骨

架大分子 B，作为葡萄保鲜贮藏前期较高浓度 SO2缓

释剂；另一方面将 A 作为包埋剂，选择非水极性溶剂

分散共混、固相捏合、两相高速剪切分散对亚硫酸

盐、焦亚硫酸盐[23]进行包埋，制备改性壳聚糖 SO2缓

释包埋产物 C，作为葡萄保鲜贮藏中后期 SO2平稳长

效缓释剂；最后采用高速剪切法将 B 与 C 混合，乙醇

/丙酮沉淀制备壳聚糖型 SO2缓释材料。本研究选择用

安全性高的金属离子改性壳聚糖结合传统的亚硫酸

盐包埋制作能够缓释SO2的材料相对于其他产品增加

了一定抑菌性以及缓释 SO2的效果。CS-SO2SM 制作

工艺如下。 

 
依据上述制备工艺，筛选金属离子和硫化剂，应

用析因实验设计，以 SO2释放量、释放曲线及抑菌圈

直径为综合考察指标，通过场发射环境扫描电子显微

镜-能谱仪对其形态进行观察，傅里叶红外光谱仪考察

其官能团的变化，确定壳聚糖型 SO2缓释材料制备工

艺，为后续将该材料应用于葡萄保鲜提供物质和理论

基础。 

1  材料与方法   

1.1  材料与试剂 

壳聚糖（脱乙酰度 97%），江苏瑞多生物有限公

司；焦硫酸钠（分析纯），天津市光复精细化工研究

所；硫代硫酸钠（分析纯），天津市北联精细化学品

开发有限公司；四硫化双五亚甲基秋兰姆（TRA，纯

度≧98%）、二硫化四甲基秋兰姆（TMTD，纯度

≧98%），上海麦克林生化科技有限公司；沉淀硫（化

学纯），天津市福晨化学试剂厂；灰葡萄孢，北纳创

联生物技术有限公司。 

1.2  仪器与设备 

Quanta 250-EDS 场发射环境扫描电子显微镜，美

国 FEI 仪器公司；Nicolet 6700 傅立叶变换红外光谱

仪，赛默飞世尔科技公司；85-2 控温磁力搅拌器，江

苏金怡仪器科技有限公司；XH-D 旋涡混合器，上海

左乐仪器有限公司；pHS-3E 酸度计，天津市赛得利

斯实验分析仪器制造厂。 

1.3  实验方法 

1.3.1  CS-SO2SM 制备工艺的考察  
1.3.1.1  金属离子筛选 
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按照课题组壳聚糖型 SO2 缓释材料的制备方法
[24]，以 50 和 150 ku 壳聚糖为原料，硫化剂为四硫化

双五亚甲基秋兰姆（TRA），设定金属离子为 Cu2+、

Zn2+，采用碘量法测定 SO2释放量，连续测定 60 d，
选出合成 CS-SO2SM 的最佳金属离子。 
1.3.1.2  硫化剂筛选 

以 50和 150 ku壳聚糖为原料，金属离子为 1.3.1.1
实验选出，设定硫化剂为 TRA、二硫化四甲基秋兰姆

（TMTD），同 1.3.1.1 方法测定 SO2释放量，选出合

成 CS-SO2SM 的最佳硫化剂。 
1.3.2  析因实验优化 CS-SO2SM 制备工艺 

前期研究结果表明，硫化剂和焦亚硫酸钠用量、

含硫壳聚糖骨架大分子B与改性壳聚糖SO2缓释包埋

产物 C 的混合时间对 SO2释放的影响较大，所以采用

3 因子 3 水平的完全析因实验设计，以 SO2释放曲线、

释放天数为主要考察指标，进行综合评分，优化

CS-SO2SM 制备工艺，综合评分公式如下： 
综合评分=SO2释放曲线占50分+SO2释放天数占

50 分 
（1）SO2释放曲线评分方法：先上升后逐渐下降

较为符合葡萄保鲜的曲线记为4~5分，基本符合记2~3
分，有 SO2释放记 0~1 分。 

（2）SO2释放天数评分方法：总释放天数为 40 d，
释放天数/40×5。 

3×3×3 析因实验因素水平表见表 1，完全的 3×3×3
析因实验共进行 27 次实验，以确定每个因素的贡献

率。 
表1 3×3×3析因实验因素水平表 

Table 1 3×3×3 Factorial experimental factor level 

水平 
因素 

硫化剂 
加入量（A）/g 

焦亚硫酸钠 
加入量（B）/g 

混合搅拌 
时间（C）/h

1 0.1 0.1 1.0 

2 0.3 0.3 1.5 

3 0.5 0.5 2.0 

1.3.3  CS-SO2SM 的结构表征 
1.3.3.1  场发射环境扫描电子显微镜 

取 0.5 mg 样品置于样品舱中，在压力 130 Pa，保

压时间 30 μs 下进行检测分析。 
1.3.3.2  红外光谱检测   

将样品与溴化钾按质量比 1:100 充分混合压制溴

化钾片，置于样品室中进行检测分析。 
1.3.4  SO2释放量测定 

按照如下方法测定在室温环境下每天释放的 SO2

变化量及变化趋势：将 1 g 样品置于磨口锥形瓶中，

室温放置 48 h 后取出，然后在磨口锥形瓶中迅速加入

去离子水 100 mL 和 10.5 mol/L NaOH 溶液 1 mL，放

置 30 min，淀粉指示剂 2 mL，0.1 mol/L 碘标准液滴

定，记录体积，计算 SO2释放量，同法做空白实验。

公式如下： 
2 1 0SO N V V= × −释放量 （ ） 

式中 N 为碘标准溶液的浓度（mol/L）；V1为滴定试样时

消耗的碘标准溶液的体积（L）；V0 为滴定空白试样消耗的碘

标准溶液的体积（L）。 

1.3.5  抑菌实验 
参考了 Tan 等[25]的方法并加以修改，采用析因实

验的结果选取较优配方，使用灰葡萄孢菌进行抑菌试

验。 
1.3.5.1  菌悬液的制备 

使用菌用接种环挑取少许菌落置于装有无菌水

的试管内，涡旋混匀，制成菌悬液，待用。 
1.3.5.2  抑菌圈实验 

取直径 6 mm 的灭菌滤纸放入不同配方、相同浓

度的保鲜剂（1%甲酸溶液作溶剂）中浸泡。取上述菌

悬液 40 µL 均匀涂布于培养基，用无菌镊子将浸有保

鲜剂溶液的滤纸贴于培养皿中，每个培养皿贴 4 片，

并用浸有 1%甲酸溶液的滤纸作对照，在 28 ℃恒温培

养箱中培养。7 d 后取出观察并测定其抑菌圈直径。 

1.4  统计学分析 

实验结果用均值±标准差（⎯X+SD）表示，用SPSS 
21.0 版统计软件中的多因素方差分析进行统计学处

理，p<0.05 为差异显著，p<0.01 为差异极显著。用

Origin9.1 作图软件进行图形绘制。 

2  结果与讨论 

2.1  金属离子对 CS-SO2SM释放 SO2的影响 

 
图1 不同金属离子缓释材料的SO2释放量 

Fig.1 SO2 release from different metal ion sustained-release 

materials 

在室温条件下连续测样 60 d 内的最大温差为
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14.6 ℃，最大湿差为 25%。由图 1 可知，Cu2+合成的

CS-SO2SM 释放曲线呈先上升后下降的趋势，在第 4 d
释放量最大，其释放量为 31.36 mg/g，5~60 d 呈现缓

慢下降的趋势，并且整个释放过程中 SO2的释放量随

着环境温湿度的改变较为稳定； Zn2+ 合成的

CS-SO2SM 释放曲线在第 40 d 释放量最大，其释放量

为 32.64 mg/g，在整个释放过程中 SO2的释放量随着

温湿度的改变而出现忽高忽低的现象较多，其中有 16 
d 无 SO2的释放。通过对比上述两种金属离子络合产

物 SO2的释放曲线可知，选择 Cu2+对络合配位改性壳

聚糖合成 CS-SO2SM，其 SO2释放曲线符合葡萄保鲜

曲线特征[26]。 

2.2  硫化剂对 CS-SO2SM释放 SO2的影响 

 
图2 不同硫化剂缓释材料的SO2释放量 

Fig.2 SO2 release from different sulfur release agents 

由图 2 可知，TRA 合成的 CS-SO2SM 释放曲线有

先上升后下降的趋势，第 4 d 释放量最大，其释放量

为 18.56 mg/g，5~60 d 呈现缓慢下降的趋势；TMTD
合成的 CS-SO2SM 释放曲线呈现忽高忽低的现象，其

中有 18 d 无 SO2的释放。通过对比上述两条 SO2的释

放曲线可知，在使用 Cu2+络合配位改性壳聚糖时，

TRA 合成的 CS-SO2SM 更加稳定且能持久释放 SO2。 

2.3  析因实验结果 

由表 2 可知，最大的综合值为 10，其对应的组合

水平是 A3B3C2，即 TRA 加入量 0.5 g、焦硫酸钠加

入量 0.5 g 与混合搅拌时间 1.5 h 的制备工艺为最佳。 
由表 3 可以看出，TRA 加入量，焦亚硫酸钠加入

量和混合搅拌时间对 SO2 释放量的影响极显著

（p<0.01），且三者均有显著交互作用（p<0.01）。 
壳聚糖可通过化学法、物理法及生物方法等改性

[27-29]，本研究利用析因实验法对硫化改性的壳聚糖配

方进行优化。析因实验设计主要用于分析各因素和交

互作用，寻找最佳组合。从实验结果可知，TRA 加入

量，焦亚硫酸钠加入量和混合搅拌时间对 CS-SO2SM
制备有显著影响，通过析因实验得到最佳制备工艺为

50 和 150 ku 壳聚糖 1 g 溶于甲酸溶液中，磁力搅拌下

滴加与壳聚糖等摩尔质量的硫酸铜溶液，搅拌 3 h，
加氨水调 pH 至 6 左右继续搅拌 3 h，即得产物 A；然

后加入 0.5 g TRA 沉淀硫混合物（1:1）和 1 mL 乳化

剂，60 ℃搅拌 1 h 即得产物 B；产物 A 中加入 0.5 g
硫代硫酸钠、0.5 g 焦硫酸钠和 1 mL 乳化剂，60 ℃搅

拌 1 h，即得产物 C；最后将产物 B 与 C 按 1:1（V/V）
混合，60 ℃搅拌 1.5 h，加入乙醇/丙酮（1:1，V/V）
混合溶液，放置，抽滤，沉淀物用 75%、95%、100%
乙醇依次洗涤，60 ℃烘干，即得 CS-SO2SM。 

表2 综合评分表 

Table 2 Scoring table 

试验号 曲线评分(5 分) 天数评分(5 分) 综合评分

1 2  3  2 3  2  3 5  5  5 

2 1  2  2 2  2  2 3  4  4 

3 1  2  1 2  1  2 3  3  3 

4 3  2  3 3  3  2 6  5  5 

5 2  2  2 2  2  3 4  4  5 

6 2  2  2 2  2  2 4  4  4 

7 2  2  2 2  2  2 4  4  4 

8 2  2  2 3  2  2 5  4  4 

9 2  2  2 3  2  2 5  4  4 

10 2  3  2 3  2  3 5  5  5 

11 3  3  3 3  3  3 6  6  6 

12 3  3  3 3  3  3 6  6  6 

13 3  2  3 3  4  3 6  6  6 

14 2  3  2 3  2  3 5  5  5 

15 3  4  3 4  3  4 7  7  7 

16 3  3  3 3  3  3 6  6  6 

17 3  3  3 3  3  3 6  6  6 

18 2  3  2 3  2  3 5  5  5 

19 3  3  3 3  3  3 6  6  6 

20 3  4  3 4  3  4 7  7  7 

21 3  3  3 3  3  3 6  6  6 

22 4  3  3 3  4  4 7  7  7 

23 3  3  4 4  4  3 7  7  7 

24 3  3  3 3  3  3 6  6  6 

25 4  4  4 4  4  4 8  8  8 

26 5  5  5 5  4  5 10  9  10

27 4  5  4 4  3  4 8  8  8 
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表3 方差分析表 

Table 3 Analysis of variance 

源 Ⅲ型平方和 df 均方 F Sig 

校正模型 10873.302a 26 418.204 96.784 .000 

截距 389930.864 1 389930.864 90241.143 .000 

TRA 加入量 7874.228 2 3937.114 911.161 .000 

焦亚硫酸钠加入量 263.580 2 131.790 30.500 .000 

搅拌时间 141.358 2 70.679 16.357 .000 

TRA 加入量*焦硫酸钠加入量 247.994 4 61.998 14.348 .000 

TRA 加入量*搅拌时间 631.327 4 157.832 36.527 .000 

焦硫酸钠加入量*搅拌时间 748.920 4 187.230 43.330 .000 

TRA 加入量*焦硫酸钠加入量*搅拌时间 965.895 8 120.737 27.942 .000 

误差 233.333 54 4.321   

总计 401037.500 81    

校正的总计 11106.636 80    

注：*R 方=0.979（调整 R 方=0.969）；因变量：综合值。 

2.4  CS-SO2SM的结构表征 

材料表征主要分为元素分析、分子与固态分析、

表面表征技术，常用的检测方法有原子吸收光谱、X-
衍射、红外光谱、拉曼光谱、热分析、紫外光谱、电

子显微镜等[30,31]，本研究应用红外光谱、场发射扫描

电子显微镜-能谱仪进行结构表征。 
2.4.1  场发射环境扫描电子显微镜-能谱检测 

 
图3 壳聚糖电镜图（3000×） 

Fig.3 Chitosan electron micrograph (3000×) 

 

图4 产物A电镜图（3000×） 

Fig.4 Electron micrograph of compound A (3000×) 

在扫描电镜下，合成中间产物 A（图 4）与壳聚

糖原料（图 3）相比较，A 不再是常见壳聚糖高分子

无定形玻璃态，而是转化为类半结晶性的团粒状，这

可能是因为经过 Cu→N 配位后改变了壳聚糖链的极

性，利于结晶。产物 B（图 5）的形态从 A 的半结晶

态转化为类低聚橡胶常表现出的片絮状结构，产物 B
是在产物A基础上进一步交联硫化的结果。产物C（图

6）是产物 A 将硫酸盐包埋，结构上类似于产物 A，

CS-SO2SM 为半结晶与片絮状的无定混合态，这与终

产物即是产物 B 与产物 C 共混的结果相关。 

 
图5 产物B电镜图（3000×） 

Fig.5 Electron micrograph of compound B (3000×) 

 

图6 产物C电镜图（3000×） 

Fig.6 Electron micrograph of compound C (3000×) 

 
图7 CS-SO2SM 

Fig.7 Chitosan type SO2 sustained material 
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图8 CS-SO2SM电镜图（3000×） 

Fig.8 Electron micrograph of CS-SO2SM (3000×) 

 
图9 CS-SO2SM能谱图 

Fig.9 CS-SO2SM spectrum 
产品 CS-SO2SM 为黑褐色固体粉末（图 7）。由

壳聚糖原料合成壳聚糖型 SO2 缓释材料的各中间产

物，在电镜下的形态发生了相应的改变（图 8）。由

能谱仪元素分析（图 9）可知，C、O、Cu、S 的原子

含量分别是 69.68%、22.70%、2.92%、4.70%；归一

化质量分别是 54.48%、23.65%、12.07%、9.81%。 
2.4.2  红外光谱检测 

CS-SO2SM 红外光谱图中（图 10），与 50、150 ku
壳聚糖相比，壳聚糖的特征吸收峰峰Ⅰ（-OH 和-NH
伸缩振动吸收峰）、峰Ⅱ（C-H 伸缩振动吸收峰）和

峰Ⅲ、Ⅳ（酰胺吸收峰）均出现[32]，并发生不同程度

的蓝移，且透过率明显增大，这是 Cu→N 配位产生吸

收峰向高波数移动的结果。综合扫描电镜-能谱仪和

FT-IR 分析，结果表明成功合成了以壳聚糖为骨架的

缓释材料 CS-SO2SM。 

 
图10 CS-SO2SM红外光谱 

Fig.10 Infrared spectrum of CS-SO2SM 

2.5  抑菌实验 

表4 抑菌效果 

Table 4 Bacteriostatic effect 

样品 抑菌圈平均直径/mm 

空白 8.67±0.58 

25 14.00±2.65* 

26 20.33±4.04** 

27 12.00±1.00 

注：*p<0.1，**p<0.01 与空白组比较。 

通过析因实验选取三个较优配方做抑菌试验。由

表 4 可知，三者均有抑菌作用，其中 26 号（A3B3C2）
抑菌圈最大（p<0.01），抑菌性能为最佳，与析因实

验结果基本一致。 

3  结论 

本研究选用壳聚糖为原料，采用金属离子配位反

应、硫化反应和包埋技术通过共混、交联制备了壳聚

糖型 SO2 缓释材料。通过单因素试验筛选出 Cu2+与

TRA 分别作为金属离子和硫化剂，3×3×3 析因实验对

制备工艺进行优化，确定了适合该材料的配方为 TRA 
0.5 g、焦亚硫酸钠 0.5 g、搅拌 1.5 h。综合扫描电镜-
能谱仪和 FT-IR 分析，CS-SO2SM 是以壳聚糖为骨架，

经过铜离子配位反应、胶硫化和硫酸盐包埋形成的黑

褐色固体粉末。抑菌实验表明抑菌圈平均直径为 20.33 
mm，具有最佳抑菌效果，与析因结果相同。本研究

中制备的CS-SO2SM的SO2释放曲线具备葡萄保鲜曲

线特征，有望成为一种新型 SO2保鲜剂。 
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