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食品包装安全研究

壳聚糖双胍盐酸盐抑菌剂的合成及在包装上的应用

李 灵, 王建清

(天津科技大学, 天津 300222)
摘要: 以壳聚糖和双氰胺为原料,制备了应用于肉禽类包装的壳聚糖双胍盐酸盐抑菌剂。 利用正交实验优化

设计了制备壳聚糖双胍盐酸盐的工艺条件,发现当盐酸浓度为 0. 40 mol / L,反应官能团物质的量比为 1 颐 5,反
应时间为 20 min 时,产物产率达到 92. 96% 。 红外光谱证明,壳聚糖的氨基和双氰胺的氰基已进行了亲核加成

反应,合成了双胍产物壳聚糖双胍盐酸盐;抑菌试验表明,壳聚糖双胍盐酸盐的抑菌性明显优于壳聚糖,且对金

黄葡萄球菌的抑菌性优于对大肠杆菌的抑菌性。 加入 10% (质量分数)抑菌剂的聚乙烯醇复合膜,对大肠杆菌

和金黄葡萄球菌的抑菌率分别达到 95. 67%和 97. 45% 。
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Synthesis of Antimicrobial Chitosan Biguanidine and Its Application in
Packaging
LI Ling, WANG Jian鄄qing
(Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300222, China)
Abstract: Antimicrobial chitosan biguanidine was prepared for meat and poultry packaging using chitosan and dicyan鄄
diamide as raw material. The preparation process of chitosan biguanidine was optimized using orthogonal experiment
method. It was found that when HCl concentration is 0. 4 mol / L, mole ratio of functional group is 1 颐 5, and the reac鄄
tion time is 20 min, the best yield is 92. 96% . The product was characterized by FTIR and the result showed that the
nucleophilic addition reaction of the amino鄄group of chitosan and the cyano鄄group of dicyandiamide has been done and
the product is chitosan biguanidine. The results of antibacterial test showed that the antibacterial activity of chitosan
biguanidine is obviously better than chitosan, and also the antibacterial activity against S. aureus is better than E. coli.
The inhibition rate of the antibacterial film with 10% chitosan biguanidine against E. coli and S. aureus is 95. 67% and
97. 45% respectively.
Key words: chitosan; dicyandiamide; antibacterial activity

摇 摇 抑菌剂是一类对细菌、真菌具有抑制或杀灭活性

的化学物质,是抑菌包装材料的核心。 壳聚糖是一种

从甲壳素中提取的天然高分子糖,结构与纤维素相

似,具有抗菌、易分解的特性[1-2]。 由于与传统的天

然抗菌剂相比壳聚糖的抗菌活性低,且不溶于水,只
溶解于稀酸溶液中,限制了很多方面的作用。

胍盐化合物是人们近年来研究的热点[3]。 胍基

是存在于蛋白、核酸、链霉素等天然产物及甜菜、稻
壳、蘑菇和豆类等多种植物中,人、动物体内也含有微

量胍,但游离胍不稳定,易吸收空气中的二氧化碳,产
生碳酸胍。 自 20 世纪 30 年代,人们发现胍盐产物具

有良好的抑菌效果,胍盐及其衍生物被开发用于医

药、工业、食品和日常生活用品中[4-5]。 目前,有研究

者将壳聚糖双胍整理到经过氧化处理的羊毛上,结果
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表明壳聚糖双胍盐整理羊毛织物的抑菌性远远大于

壳聚糖整理羊毛织物的抑菌性[6],但尚未将其应用到

包装领域。 以壳聚糖和双氰胺为原料,在一定反应条

件下进行正交实验,优化双胍衍生物壳聚糖双胍盐酸

盐的制备条件,并对其抑菌性进行研究,为应用到食

品包装材料提供理论依据。

1摇 试验条件

1. 1摇 药品

壳聚糖(脱乙酰度 91% ),青岛弘海生物技术有

限公司;双氰胺,北京化学试剂公司。
盐酸,天津基准化学试剂有限公司;无水乙醇,天

津市江天化工技术有限公司;丙酮,天津市江天化工

技术有限公司;牛肉膏,天津市英博生化试剂有限公

司;氯化钠,天津市江天化工技术有限公司;蛋白胨,
北京奥博星生物技术有限责任公司;琼脂,日本 Bio鄄
sharp 公司;PVA(1788),山西三维集团股份有限公

司。
1. 2摇 仪器

高速离心机,H鄄1650 湘仪离心机仪器有限公司;
循环水式真空泵,SHZ鄄D 巩义市英峪仪器厂;PHS鄄
25pH 计,上海精密科学仪器有限公司;VD鄄650 桌上

式洁净工作台:苏州净化设备有限公司;傅里叶变换

红外光谱仪,VECTOR 22 布鲁克仪器公司;HH. B11鄄
360 电热恒温培养箱,天津市天宇实验仪器有限公

司。

2摇 试验方法

2. 1摇 壳聚糖双胍盐酸盐(CHG)的合成

称取 2. 0 g 壳聚糖(CS)溶于一定浓度的盐酸溶

液中,搅拌至完全溶解,利用无水乙醇进行沉淀,减压

抽滤,然后用乙醇洗涤抽干沉淀,干燥得到壳聚糖盐

酸盐粉末。 将壳聚糖盐酸盐粉末溶于蒸馏水中,待完

全溶解后与一定量双氰胺在 120 益条件下搅拌至完

全反应,冷却后进行减压抽滤,用无水乙醇对滤液进

行沉淀,并洗涤抽干,然后进行丙酮索式提取纯化 24
h,干燥研磨便得到壳聚糖双胍盐酸盐粉末。
2. 2摇 壳聚糖双胍盐酸盐的工艺条件确定

在单因素实验的基础上,以盐酸浓度、反应官能

团物质的量比和反应时间为影响因素,选择 3 个水

平,采用 L9(33)正交实验,以产率为评价指标,选择最

佳的合成工艺条件。

产率=实际产量
理论产量

伊100%

2. 3摇 红外光谱测试

采用布鲁克仪器公司生产的 VECTOR 22 型傅立

叶变换红外光谱仪(分辨率:4 cm-1,扫描次数:16)对
物质进行溴化钾压片法红外光谱分析。
2. 4摇 壳聚糖双胍盐酸盐的抑菌性与最小抑菌浓度

采用琼脂扩散法对双氰胺、壳聚糖和新制备的壳

聚糖双胍盐酸盐进行抑菌性测试。
细菌培养用牛肉膏蛋白胨琼脂培养基。 具体配

方为:牛肉膏 3. 0 g,蛋白陈 10 g,氯化钠 5. 0 g,琼脂

14 g,水 1000 mL,加热融化,纱布过滤补足水至 1000
mL,调 pH 值为 7. 4 ~ 7. 6。 分装,高压湿热灭菌(120
益,20 min),备用。 取新鲜制备的菌悬原液加入已灭

菌的琼脂培养基中,备用。 将双氰胺、壳聚糖和壳聚

糖双胍盐酸盐分别配成 3% (质量分数)的溶液,紫外

线杀菌,备用。 用移液枪分别吸取各菌悬液 300 滋L
均匀涂布于营养培养基上,然后用无菌镊子取 6 mm
滤纸片平贴于平板中央,用移液枪吸取 20 滋L 待测液

滴加在滤纸片上,设置空白对照。 将平皿放入培养

箱,在 37 益条件下培养 24 h,十字交叉法量取抑菌圈

直径,取平均值。
分别取 1 mL 不同浓度的壳聚糖溶液、壳聚糖双

胍盐酸盐溶液和 9 mL 无菌培养基共混,将其倒入无

菌培养基中,待凝固后加入 0. 1 mL 细菌悬浮液涂布,
置于 37 益的培养箱内,倒置培养 24 h,以完全抑制细

菌生长的浓度定为最小抑菌浓度。 不加抑菌剂的作

为空白对照组。
2. 5摇 聚乙烯醇抑菌包装膜的制备

分别将 PVA(1788)和壳聚糖溶于蒸馏水中、2%
(体积分数)醋酸溶液中,配得两者质量比为 6 颐 2。
两者共混溶液在 45 益条件下进行 0. 03% (体积分

数)戊二醛交联 30 min,交联之后加入适量的壳聚糖

双胍盐酸盐搅拌至完全溶解为止。 之后进行真空脱

泡流延成形,干燥后薄膜在 2% (质量分数)碱液中浸

泡 3 min,然后用大量清水冲洗,待晾干后用 7% (体
积分数)甘油增塑浸泡 15 min,再晾干并保存于相对

湿度为 50%的干燥器内待用。
2. 6摇 聚乙烯醇抑菌包装膜的抑菌性测试

样品制备:将加入抑菌剂的聚乙烯醇薄膜和未加
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抑菌剂的薄膜分别剪成 0. 15 g,纯 PVA 膜作为空白

样品。 用 75%的乙醇溶液清洗,之后用无菌水漂洗,
紫外杀菌消毒,自然干燥。

细菌培养:分别从已培养 24 h 活化处理的细菌

斜面培养基中取一环大肠杆菌和金黄葡萄球菌到无

菌水中,配成细菌悬浮液。 分别将细菌悬浮液用生理

盐水稀释 10 000 倍,取 1 mL 稀释的细菌液和 20 mL
液体培养基加入到不同的锥形瓶中,然后将上述处理

的薄膜试样加到锥形瓶中,在 37 益的震荡培养箱中

培养 18 h。
抗菌实验:从上述培养的不同锥形瓶中用移液枪

取 1 mL 菌液,分别用生理盐水稀释 1 000 倍、10 000
倍。 将液体培养基分别倒入培养皿中,待冷却后将稀

释的细菌液 300 滋L 滴加到培养皿中,涂匀。 在 37 益
的恒温培养箱中倒置培养 24 h,观察细菌生长情况,
数菌落,参考 GB / T 4789. 2 -2010,抑菌率测定参照

QB鄄T 2591-2003。

抑菌率=B-CB 伊100%

式中:B 为纯 PVA 薄膜的菌落总数;C 为聚乙烯

醇薄膜的菌落总数。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 合成条件对壳聚糖双胍盐酸盐产率的影响

壳聚糖双胍盐酸盐的合成反应见图 1。 壳聚糖

图 1摇 壳聚糖双胍盐酸盐的合成反应

Fig. 1 The synthetic reaction of chitosan biguanidine hydrochloride

双胍盐酸盐(CHG)的合成反应第 1 步是将适量壳聚

糖溶于盐酸,为简单的酸碱中和反应。 第 2 步是亲核

加成反应。 壳聚糖分子中 N 原子具有弧度电子,可以

作为亲核试剂进攻双氰胺分子中的 C 原子,而双氰胺

分子中氰基的 N 原子带有弧度电子可以与 H+结合,
从而质子化并带有正电荷,三键的电子云会更加偏向

N 原子,C 原子带有更多的正电荷,使得氰基具有更

强的亲电性,从而与壳聚糖进行亲核加成反应[7]。 由

此改变上述任何一个反应条件都会影响其产物的产

率。
3. 1. 1摇 盐酸浓度对产率的影响

壳聚糖 2. 0 g,反应官能团物质的量比为 1 颐 4,反
应温度为 120 益,反应时间为 15 min,改变盐酸浓度,
壳聚糖双胍盐酸盐产率变化见图 2。 可以看出,随着

图 2摇 盐酸浓度对产率的影响

Fig. 2 Influence of hydrochloric acid concentration on the yield

盐酸浓度的增加,产率也随之增大。 这是由于盐酸浓

度增加,被溶的壳聚糖量增加,加大了与双氰胺进行

亲核加成的反应物量,使得产率逐渐增加。 当盐酸的

物质的量浓度达到 1 mol / L 时,高分子壳聚糖开始降

解,形成的不再是棉絮状的壳聚糖盐酸盐,而是片段

状物质。 在无介质存在下,壳聚糖是以螺旋结构存

在。 当溶解在 1 mol / L 的盐酸中时,氢离子与壳聚糖

分子链上的游离氨基不断地结合,使—NH2 逐渐变成

了—NH3
+。 当溶液中剩余的 H+不多,即溶液中的离

子强度很低时,壳聚糖分子链上的—NH2 基团因正电

荷的同性排斥而使其分子链舒展,成为扩张型线性形

分子。 这样将更利于壳聚糖在溶液中降解,糖苷键断

裂,即长链的部分水解,形成许多聚合度不等的片

段[8]。 另一方面,在酸度较大的条件下,双氰胺的氰

基容易发生副反应生产脒基脲。
3. 1. 2摇 反应官能团物质的量比对产率的影响

反应官能团物质的量比即壳聚糖氨基与双氰胺

氰基的物质的量比值,对产率的影响十分明显,见图

3。 图 3 中的反应条件为:壳聚糖质量为 2. 0 g,盐酸
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图 3摇 反应官能团物质的量比对产率的影响

Fig. 3 Influence of mole ratio of functional groups on the yield

的物质的量浓度为 0. 8 mol / L,反应温度为 120 益,反
应时间为 15 min。 由图 3 可以看出,产率随着双氰胺

的量增加而增大。 壳聚糖是多聚体大分子,含有多个

氨基,双氰胺为小分子。 随着包围氨基的氰基物质的

量逐渐增多,使得 2 个官能团发生亲核加成的概率增

大,从而使得产率增加。 在壳聚糖物质的量保持不变

的条件下,增加双氰胺的物质的量,根据勒夏特列原

理,增加反应物的量会推动反应向着生成物的方向进

行。 从图 3 中可以看出,随着增加双氰胺物质的量,
其产率增加速率逐渐趋于平缓。 这是由于随着反应

的进行,壳聚糖分子上的可进行反应的氨基逐渐减

少,多余的双氰胺会因为空间位阻增大,反而不利于

反应的进行。
3. 1. 3摇 反应时间对产率的影响

当壳聚糖仍为 2. 0 g,盐酸浓度为 0. 8 mol / L,反
应官能团物质的量比为 1 颐 4,反应温度为 120 益时,
随着增加时间,反应就越完全,产率更高,见图 4。 由

图 4摇 反应时间对产率的影响

Fig. 4 Influence of time on the yield

于在高温下双氰胺容易分解成氨气,随着反应时间的

延长,双氰胺不仅仅参与了亲核加成反应,自身还在

不断分解,并且壳聚糖在高温酸性环境下,自身也会

水解为葡萄糖或氨基葡萄糖等,因而随着反应时间的

延长,产物生产速率逐渐趋向平缓。
3. 1. 4摇 正交实验

在单因素实验的基础上,以盐酸浓度、反应官能

团物质的量比和反应时间为影响因素,选择 3 个水

平,采用 L9(33)正交实验,以产率为评价指标,找出最

佳的合成工艺条件。 因素水平设计见表 1,实验结果

及其分析见表 2, 3。
表 1摇 正交实验因子水平

Tab. 1 Reaction factor爷s level of orthogonal test

水

平

A
盐酸浓度

/ (mol·L-1)

B
反应官能团

物质的量比

C
反应时间

/ min
1 0. 4 1 颐 3 10
2 0. 6 1 颐 4 15
3 0. 8 1 颐 5 20

表 2摇 正交实验因素水平

Tab. 2 Factors and level of the orthogonal test

A
(盐酸浓度)

B
(物质的量比)

C
(时间)

产率 / %

1 A1 B1 C1 63
2 A1 B2 C2 65. 97
3 A1 B3 C3 92. 96
4 A2 B1 C2 62. 1
5 A2 B2 C3 59. 7
6 A2 B3 C1 62. 2
7 A3 B1 C3 61. 65
8 A3 B2 C1 60. 24
9 A3 B3 C2 70. 05

表 3摇 正交实验结果分析

Tab. 3 Results analysis of the orthogonal test

因素 盐酸浓度 反应物质的量比 反应时间

K1 221. 93 186. 75 185. 44
K2 184 185. 91 198. 12
K3 191. 14 225. 21 214. 31
k1 73. 8 62. 25 61. 81
k2 61. 33 61. 97 66. 04
k3 63. 71 75. 07 71. 44

极差 12. 41 14. 92 9. 63

摇 摇 由壳聚糖双胍盐酸盐正交实验的分析结果可以

看出,选定的 3 个因素对合成工艺的影响显著性依次

为反应官能团物质的量比>盐酸浓度>反应时间。 这

说明,壳聚糖和双氰胺的反应物质的量比对合成产物

影响最为显著。
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综合上述结果,最佳合成工艺条件是 A1B3C3,即
盐酸的物质的量浓度为 0. 4 mol / L,反应官能团物质

的量比为 1 颐 5,反应时间为 20 mim,此时产率达到

92. 96% 。
3. 2摇 壳聚糖双胍盐酸盐的红外表征

壳聚糖双胍盐酸盐的红外分析结果见图 5。 由

图 5摇 壳聚糖双胍盐酸盐的红外光谱

Fig. 5 FT鄄IR spectra of chitosan biguanidine hydrochloride

图 5 可以看出,在 1600 cm-1处为壳聚糖较强的氨基

弯曲振动吸收峰。 壳聚糖双胍盐酸盐在 1640 cm-1处

出现特征峰,这是胍基中 C N 的伸缩振动,其次

1383 cm-1处出现新的特征峰,这是 C—N—C 结构的

吸收峰,而在 1522 cm-1处是—NH2
+的弯曲振动吸收

峰[9]。 另外,2207 cm-1处为双氰胺的氰基特征峰,在
纯化产物中未见此吸收峰。 综上所述,壳聚糖的氨基

和双氰胺的氰基已进行了亲核加成反应,即合成了双

胍产物壳聚糖双胍盐酸盐。
3. 3摇 壳聚糖双胍盐酸盐的抑菌性与最小抑菌浓度

抑菌圈法是可以定性或初步判断抑菌剂抑菌作

用强弱的方法。 抑菌结果见图 6。
由图 6 可以看出,双氰胺对于大肠杆菌和金黄葡

萄球菌基本没有表现出抑菌性,壳聚糖对大肠杆菌和

金黄葡萄球菌的抑菌直径分别为 8 mm 和 9 mm。 而

壳聚糖双胍盐酸盐对大肠杆菌和金黄葡萄球菌的抑

菌圈明显大于壳聚糖,分别为 13 mm 和 14 mm。
壳聚糖双胍盐酸盐和壳聚糖分别对大肠杆菌和

金黄色葡萄球菌(鲜肉中最常见的 2 种致腐微生物)
的最小抑菌浓度见表 4。

壳聚糖双胍盐酸盐的重复单元是 2鄄双胍葡萄糖

盐酸盐,含有大量带正电荷的—NH2
+,溶液中含有游

图 6摇 双氰胺、壳聚糖和壳聚糖双胍盐酸盐

对大肠杆菌和金黄球菌的抑菌效果

Fig. 6 Bacteriostasis of dicyandiamide, chitosan, and
chitosan biguanidine hydrochloride against E. coli and S. aureus

表 4摇 壳聚糖(CS)和壳聚糖双胍盐酸盐(CHG)
对大肠杆菌和金黄葡萄球菌的最小抑菌浓度

Tab. 4 The MIC of CS and
CGH against E. coli and S. aureus

菌种 MIC / (mg·mL-1)

壳聚糖双胍盐酸盐
大肠杆菌

金黄葡萄球菌

1. 4
1. 2

壳聚糖
大肠杆菌

金黄葡萄球菌

2. 7
2. 4

离的—NH2
+越多,浓度越大,吸附细菌阴离子的能力

就越强,能够破坏细菌的正常代谢,从而所表现出的

抑菌性比壳聚糖更强。 壳聚糖表现出抑菌性是由于

结构中存在氨基基团,而壳聚糖双胍盐酸盐所含有的

氨基基团数量更多,所表现出的抑菌性就更强[10]。
3. 4摇 聚乙烯醇抑菌膜的抑菌性

聚乙烯醇复合膜分别对大肠杆菌和金黄葡萄球

菌的抑菌率见表 5。
表 5摇 聚已烯醇抑菌复合膜的抑菌效果

Tab. 5 Antibacterial result of
the PVA antibacterial composite film

样品名称 大肠杆菌 金黄葡萄球菌

加入 CHG 的薄膜 95. 67% 97. 45%
未加 CHG 的薄膜 49. 89% 52. 28%

加入壳聚糖双胍盐酸盐的聚乙烯醇薄膜的抑菌

率均大于 90% ,表现出良好的抑菌效果,此时壳聚糖

双胍盐酸盐含量为 10% 。 未加入抑菌剂的聚乙烯醇
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复合膜分别对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌率

为 49. 89%和 52. 28% 。 以上结果表明聚乙烯醇抑菌

复合膜对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌有良好的抑菌

效果。

4摇 结论

当盐酸浓度为 0. 40 mol / L,壳聚糖和双氰胺的反

应官能团物质的量比为 1 颐 5,反应时间为 20 min 时,
制备的壳聚糖双胍盐酸盐产率达到 92. 96% 。 对于大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌的最小抑菌浓度分别为1. 4
mg / mL 和 1. 2 mg / mL,大大优于壳聚糖的抑菌性。

当壳聚糖双胍盐酸盐含量为 10% ,聚乙烯醇抑

菌复合薄膜对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌率

分别达到 95. 67% 和 97. 45% ,作为食品包装膜有良

好的抑菌性。
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