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柚皮苷纳米乳化体系的制备及其稳定性研究
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摘要　为了构建安全高效的柚皮苷营养递送系统,以乳清分离蛋白(WPI)为乳化剂,系统地研究了柚皮苷

单层纳米乳液(NA/WPΙＧe)及加入ιＧ卡拉胶和阿拉伯胶的双层乳液的制备条件,并考察了柚皮苷单层、双层纳米

乳液在不同环境条件下的稳定性.结果表明:NA/WPΙＧe的最佳工艺参数为 WPI质量浓度５g/１００mL,油水体

积比１０∶９０,高压微射流均质压力６８．９５MPa,循环３次,此时的 NA/WPΙＧe的柚皮苷包埋率高达７５．５０％;对于

添加ιＧ卡拉胶和阿拉伯胶二次均质制备的双层纳米乳液,阿拉伯胶和ιＧ卡拉胶质量浓度均为０．３g/１００mL的双

层纳米乳液中的柚皮苷包埋率最高,分别为６９．８０％和６４．７８％.但在１００℃水浴１０min和不同 NaCl浓度环境

下,柚皮苷双层纳米乳液粒径较 NA/WPΙＧe显著降低(P＜０．０５);在贮藏３５d后,柚皮苷双层纳米乳液的液滴颗

粒增长率较 NA/WPΙＧe显著降低(P＜０．０５),贮藏稳定性随着ιＧ卡拉胶和阿拉伯胶浓度的增加而逐渐提高,且添

加ιＧ卡拉胶的双层乳液具有更高的离子稳定性和贮藏稳定性.柚皮苷双层纳米乳液提高了 NA/WPΙＧe在其等

电点处的稳定性.研究结果表明,加入阿拉伯胶和ιＧ卡拉胶后,制备的双层纳米乳液的物理稳定性更好,可以对

柚皮苷形成更好的保护.
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　　柚皮苷(naringin,NA)是柑橘类水果中一种极

具代表性的天然黄酮化合物.柚皮苷因具有抗氧

化[１]、抗 癌[２]、缓 解 糖 尿 病[３]、抗 骨 质 疏 松[４]、抗

炎[５]、抗动脉粥硬化[６]等药理作用及生物活性而广

受关注.尽管柚皮苷在体外试验中表现出良好的生

物活性,但是其在水中的溶解度和人体内的吸收率

很低,导致口服柚皮苷的生物利用效率极低,这在很

大程度上限制了其在食品领域的开发利用[７].为此

研究者们通过制备柚皮苷环糊精包合物、卵磷脂复

合物、纳米微粒、酶处理法、脂质体等手段来提高柚

皮苷的生物利用率[８Ｇ１０].
近年来,食品、医药等行业已经广泛采用纳米乳

化体系进行功能性物质的包埋与递送的方法.纳米

乳化体系因其分散相的粒径达到纳米级水平,体系

具有较高的热力学稳定性[１１],有利于提高产品的品

质以及人体对活性成分的生物利用率.利用高压微

射流均质技术制备的纳米乳液具有多种优势,不但

操作简便、经济成本低,而且制备的乳液粒径小、稳
定性较高[１２].牛乳清分离蛋白(WPI)作为天然食

品蛋白,成本较低,具有生物相容性、生物降解性及

良好的功能性质[１３],可采用 WPI乳液包埋递送柚

皮苷.为了提高纳米乳液的稳定性,可添加与 WPI
所带电荷相反的多糖利用层层静电沉积法(LBL)制
备双层纳米乳液[１４].ιＧ卡拉胶和阿拉伯胶(GA)均
为阴离子多糖,GA分子中的－COO－ 与ιＧ卡拉胶分

子中的－SO４
－ 可与蛋白质分子中的－NH＋ 通过

静电结合形成双层乳液膜[１５],从而提高蛋白乳液在

极端环境下的稳定性.目前,采用 WPI构建合适

的乳化体系递送柚皮苷的研究还未见报道,也很

少见添加阿拉伯胶和ιＧ卡拉胶制备的双层乳液的

研究.
本研 究 以 WPI 为 乳 化 剂,中 链 甘 油 三 酯

(MCT)为油相,采用高压微射流的均质方法制备柚

皮苷纳米乳液体系,并引入阴离子多糖制备双层纳

米乳液,对比研究２种乳液在不同环境下的稳定性,
以期为扩大柚皮苷的应用以及 WPI乳液递送体系

的开发提供技术支持.
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1　材料与方法

1.1　试验材料、试剂和仪器

柚皮苷(纯度≥９８％),购自武汉科瑞生物技术

有限公司;乳清分离蛋白(纯度≥９８％),购自美国

Davisco食品国际公司;柚皮苷标准品、中链甘油三

酯、阿拉伯胶、ιＧ卡拉胶,购自上海源叶生物科技有

限公司;叠氮化钠,购自天津科密欧试剂有限公司;
无水乙醇、氢氧化钠、盐酸、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠

等试剂均为分析纯,购自国药集团化学试剂有限

公司.

JＧ２６XP 高 速 冷 冻 离 心 机,美 国 Beckman
Counter公司;ZetasizerNanoＧZS９０ 光散射粒径分

析仪,英国 Malvern公司;AL２０４型分析天平,梅特

勒Ｇ托利多仪器有限公司;UVＧ１７５０紫外Ｇ分光光度

计,日本岛津公司;UltraＧTurraxT１８高速分散器,
德国IKA 公司;８５Ｇ２磁力搅拌器,常州国华电器有

限公司;PHSＧ３CpH 分析仪,上海雷磁公司;MＧ
１１０ＧEHＧ３０高压微射流纳米均质机,美国 MFIC公

司;Waters高效液相色谱仪,美国 Waters公司.
1.2　试验方法

１)标准曲线的绘制.采用 HPLC方法,色谱条

件参考Zhang等[１６]的方法.首先测得柚皮苷在无

水乙醇中的最大吸收波长为２８３nm.精确称取柚

皮苷１．０mg,用甲醇分别稀释成质量浓度为０．２５、

１．００、２．００、４．００、５．００、１０．００μg/mL 的标准溶液.
以标准品溶液浓度(X)为横坐标,峰面积(Y)为纵

坐标,进 行 线 性 回 归,所 得 的 回 归 方 程 为:Y ＝
２３６６９X＋４８３９．６(R２＝０．９９９１).结果表明,柚皮

苷质量浓度在０．２５~１０．００μg/mL内呈现良好的线

性关系.

２)柚皮苷单层和双层纳米乳液的制备.单层柚

皮苷纳米乳液的制备:称取５０mg柚皮苷(纯度≥
９８％)溶于５０g中链甘油三酯中,超声处理２０min
至完全溶解,形成油相.将 WPI溶于 pH７．０的

０．０５mol/L的磷酸盐缓冲溶液中,室温下搅拌４h
后于４℃冷藏保存,溶胀达１２h,形成水相.在高速

乳化剪切仪的作用下(１８０００r/min,５min),将柚

皮苷油相缓慢加入到水相中,形成粗乳液.将制备

好的粗乳液样品通过动态高压微射流纳米均质机进

一步处理,得到纳米乳液.并加入质量分数０．０２％
叠氮化钠,以抑制微生物的生长.双层柚皮苷纳米

乳液的制备:在单层纳米乳液的基础上加入不同质

量浓度的阿拉伯胶和ιＧ卡拉胶溶液,进行二次均质,
阿拉伯胶和ιＧ卡拉胶在乳液中最终质量浓度分别为

０．１、０．２、０．３g/１００mL.

３)乳液的平均粒径、多分散系数(PDI)和Zeta
电位测定.参考刘蕾等[１７]的方法.利用马尔文激

光粒径仪在２５℃下测量柚皮苷纳米乳液的平均粒

径、粒径分布规律及Zeta电位.样品用磷酸盐缓冲

液稀释５００倍,以防止多次散射效应.设定测量参

数为:样品折射率为１．４７３;分散剂折射率为１．３３０.

４)乳液浊度 和 离 心 稳 定 常 数 的 测 定.参 考

Wang等[１８]和 He等[１９]的方法.采用紫外Ｇ可见分

光光度计在５００nm 下测定稀释５００倍的纳米乳液

的浊度,样品池为１cm 的石英比色皿.样品稀释

５００倍后,３０００r/min离心１０min,取下层溶液采

用紫外Ｇ可见分光光度计在５００nm 处测吸光度,并
计算离心稳定常数Ke 值.

５)柚皮苷包埋率的测定.柚皮苷的含量采用

HPLC的方法测定.准确吸取２００μL的样品,然后

依次加入２mL的甲醇和２mL的正己烷(体积比为

１∶１)的混合有机相进行萃取.４０００r/min离心

６min后,除去上清液正己烷,取 １ mL 样品离心

(１１６５０r/min,２min),经有机膜过滤后进行液相

色谱分析.利用测得的标准曲线回归方程计算不同

条件下柚皮苷的浓度.包埋率计算公式如下:
包埋率＝C１/C２×１００％

式中:C１ 为纳米乳液中柚皮苷的质量浓度,

μg/mL;C２为柚皮苷的总质量浓度,μg/mL.

６)透射电子显微镜(TEM)测量.样品用蒸馏

水稀释２０倍后,滴加样品至覆盖有碳膜的铜网上.
随后滴加体积分数２％磷钨酸溶液进行负染色处

理,放至通风处干燥后,通过 TEM 观察纳米乳液的

形态并拍照.
1.3　数据处理

试验均重复３次,结果以“平均值±标准差”表
示,采用 SPSS２０．０进行显著性分析,使用 Origin
８．０软件进行绘图.２组数据间有显著性差异表示

为P＜０．０５.

2　结果与分析

2.1　柚皮苷单层纳米乳液的制备

在预试验中发现,当均质次数超过３次、均质压

力超过６８．９５MPa时,纳米乳液温度升高,WPI多

肽链之间的疏水作用力在高压和高温的共同作用下

４９
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增加,引起分散相聚集[２０],从而导致乳液粒径、多分

散系数(PDI)增加且稳定性下降.以下试验中均固

定均质压力为６８．９５MPa并循环３次.由于 WPI
的加入量决定是否有足够的蛋白质吸附于均质过程

中新生成的油滴表面,这是形成稳定纳米乳液的重

要因素,同时油相的加入量可显著影响纳米乳液的

物理特性,因此,为获得稳定的乳化体系,研究 WPI
质量浓度和油水体积比对柚皮苷纳米乳液物理稳定

性的影响,选择最优制备工艺.

１)WPI质量浓度对柚皮苷纳米乳液物理特性的

影响.表１为固定油水体积比为１０∶９０,考察 WPI
质量浓度对柚皮苷纳米乳液物理特性的结果.结果

显示,当 WPI质量浓度分别为０．５和１．０g/１００mL
时,制备乳液的粒径、PDI、浊度和离心稳定常数

(Ke)显著高于其他样品(P＜０．０５),这是由于分散

相中的 WPI质量浓度过低,没有足够的 WPI吸附

于油Ｇ水界面,小液滴易聚合形成粒径较大的液滴.
而乳液浊度与分散相的粒径呈正相关,乳液的浊度

越大,表明较大粒径的液滴分布越多,且乳液的分布

不集中、易分层,从而降低了乳化液的离心稳定性,
柚皮苷的包埋率较低.当 WPI质量浓度增加到２．０
g/１００mL时,乳液的粒径、PDI、浊度和 Ke 显著降

低(P＜０．０５).WPI质量浓度为５．０g/１００mL时,
液滴的粒径、浊度最低,柚皮苷的包埋率最高,同时

具有良好的离心稳定性和均一性,表明在此浓度下

WPI在液滴表面已形成紧密的界面膜.图１为纳

米乳液的粒径分布图.当 WPI质量浓度为 ０．５
g/１００mL时,图１中显示为宽峰且存在双峰;当

WPI质量浓度为５．０g/１００mL时,纳米乳液的粒径

分布显示的峰值明显变窄,表明乳液液滴的分布较

为集中.综上考虑,选择质量浓度为５．０g/１００mL
的 WPI制备柚皮苷纳米乳液.

表１　WPI质量浓度对乳化液物理特性的影响

Table１　Effectofproteinconcentrationonthephysicalpropertiesofemulsions

WPI质量浓度/
(g/１００mL)

WPIconcentration

平均粒径D３２/nm
AveragesizeD３２

多分散系数

PDI
浊度/m－１

Turbidity
离心稳定常数/％

Ke

柚皮苷包埋率/％
Naringin

encapsulationratio

０．５ ３２５．２３±６．７６a ０．３１６±０．０５a ６４６５４±９７８a ３５．８７±３．７４a ３４．０２±４．９０e

１．０ ２６６．１０±２．９１b ０．２２７±０．０３b ４５４４５±４０４b ２７．７０±２．６３b ４７．８１±１．５０d

２．０ ２００．８７±４．８０c ０．１５１±０．０３c ２６１３９±５２７c ２．４２±０．７８d ５２．１０±０．８８c

３．０ １９０．２７±３．２９c ０．２０６±０．０３b ２４６０３±４０４c ６．２４±０．３３d ５５．８１±１．４７c

４．０ １８２．４０±２．１７d ０．１１８±０．０１c ２４４１１±４６０c ２．５７±０．７８d ６９．０５±１．０２b

５．０ １７９．６０±２．４１d ０．１４３±０．０２c ２０８８０±２９０d ３．７７±０．３３d ７４．５１±２．５６a

６．０ １８９．７３±０．９３c ０．１８２±０．０２b ２４０２７±９５８c １３．２０±１．３５c ７１．９０±２．８８b

　注:字母相同表示差异不显著(P＞０．０５);字母不同表示差异显著(P＜０．０５).下表同.Note:Thesameletterindicatesthatthe

differenceisnotsignificant(P＞０．０５);thedifferentlettersindicatessignificantdifference(P＜０．０５)．Thesameasbelow．

图１　WPI质量浓度对纳米乳液粒径分布的影响

Fig．１　Effectofproteincontentonparticlesize
distributionofnanoemulsion

　　２)油水体积比对柚皮苷纳米乳液物理特性的影

响.表２为固定 WPI质量浓度为５．０g/１００mL,考
察油相加入量对柚皮苷纳米乳液物理特性的影响.
由表２可知,当油水体积比不超过１０∶９０时,乳液

的粒径、PDI和浊度均较低,柚皮苷包埋率在油水体

积比为１０∶９０时最高,表明此条件下制备的乳液具

有良好的包埋率.而当油水体积比大于１０∶９０时,
乳液的粒径和 PDI均呈现上升趋势并且乳液的浊

度显著增加(P＜０．０５).试验所选油水体积比５个

水平中,乳液的Ke 值均小于２０％.随着油水体积

比的增加,乳液的 Ke 值逐渐提高.当油水体积比

增加至２０∶８０时,其Ke 值却反而下降.其原因可

能是当乳液中 WPI质量浓度较高为５．０g/１００mL、
油水体积比小于１０∶９０时,WPI分子可充分地吸

附于油滴表面,形成稳定且聚结力强的界面膜,从而

５９
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抑制了油相的重新聚合.但当油相体积增加时,由
于均质产生的分散相过多,造成维持乳液稳定的

WPI含量不足,油滴易扩散到大油滴中使乳液粒径

升高,从而引起浊度和 Ke 值提高.图２中纳米乳

液的粒径分布与 PDI的变化趋势相似.当油水体

积比大于２０∶８０后,柚皮苷纳米乳液粒径分布的峰

值变宽且不是单峰,说明过量的油相会影响乳液的

均一性.当油水体积比为１０∶９０时,纳米乳液粒径

分布的峰值宽度最窄.综合考虑得出,１０∶９０的油

水体积比最适合柚皮苷纳米乳液的制备.
综上得出,柚皮苷单层纳米乳液的最佳制备工

艺参数为:高压微射流均质压力６８．９５MPa,循环３
次,WPI质 量 浓 度 ５．０g/１００ mL,油 水 体 积 比

１０∶９０.
表２　油水体积比对纳米乳液物理性质的影响

Table２　TheinfluenceofoilＧtoＧaqueousratioonthephysicalpropertyofnanoemulsions

油水体积比

OilＧtoＧaqueous
ratio(V/V)

平均粒径D３２/nm
AveragesizeD３２

多分散系数

PDI
浊度/m－１

Turbidity
离心稳定常数/％

Ke

柚皮苷包埋率/％
Naringinencapsulation

ratio

５∶９５ １９４．４３±０．６１d ０．１８８±０．０１d １２４３６±７１９e １０．１６±１．４４c ６４．７１±１．８３c

１０∶９０ １８２．９７±１．２７e ０．１６７±０．０１d １８７６９±９８３d １２．５０±０．３１b ７４．５０±２．５６a

１５∶８５ ２４６．１０±５．０２b ０．２７４±０．０１b ３４３９１±９３７c １６．４２±１．６８a ７１．７８±１．０５b

２０∶８０ ２３０．６３±５．８９c ０．２４６±０．０１c ４８６７０±４３４b １４．９４±０．３０b ６５．９８±０．６７c

２５∶７５ ３３６．５７±８．４６a ０．３２８±０．０３a ５２９３８±９６０a １９．５１±１．７８a ６３．９１±２．３３c

图２　油水体积比对纳米乳液粒径分布的影响

Fig．２　EffectofoilＧtoＧaqueousratioonparticle
sizedistributionofnanoemulsion

2.2　阿拉伯胶与ιＧ卡拉胶对双层纳米乳液物理特

性的影响

　　验证试验结果表明,采用最佳工艺参数制备的

柚皮苷单层纳米乳液(NA/WPΙＧe)的平均粒径在

１４５nm 左右,PDI在０．１８左右,柚皮苷包埋率为

７５．５％.为了进一步提高 NA/WPΙＧe的稳定性,可
添加与 WPI所带电荷相反的多糖来制备双层纳米

乳液.
如表３和表４所示,添加ιＧ卡拉胶和阿拉伯胶

(GA)后柚皮苷纳米乳液的粒径略有增加,这是ιＧ卡拉

胶和GA在静电力作用下吸附于蛋白质表面造成的.
当ιＧ卡拉胶和GA的质量浓度均为０．３g/１００mL时,纳
米乳液的粒径最高,可能是这２种阴离子多糖的加

入在蛋白质界面表面形成了一层或多层致密膜.与

单层纳米乳液相比,柚皮苷包埋率在双层纳米乳液

中有所降低,当ιＧ卡拉胶和 GA 在乳液中质量浓度

均为０．３g/１００mL时,柚皮苷包埋率最高,分别为

６９．８８％和６４．７８％.由表５可知,在pH６条件下,

ιＧ卡拉胶和 GA的添加使纳米乳液的Zeta电位绝对

值显著增加,由初始的 －１４．４０ mV 分别提高至

－４５．７０mV和－４７．６０mV,这是由于带负电的多

糖增加了乳液的电负性,从而使纳米乳液的带电稳

定性提高[２１].
表３　NA/WPI/ιＧcarrageenan型纳米乳液的相关物理指标

Table３　RelevantphysicalindicatorsofNA/WPI/ιＧcarrageenannanoemulsions

ιＧ卡拉胶质量浓度/(g/１００mL)
ιＧCarrageenanconcentration

平均粒径D３２/nm
AveragesizeD３２

多分散系数

PDI
柚皮苷包埋率/％

Naringinencapsulationratio
０．０ １４８．３０±１．３６c ０．１７０±０．０１０c ７５．５０±２．５６a
０．１ １５４．６８±０．２４c ０．１９７±０．００４a ６２．８０±１．３４d
０．２ １６３．３０±０．１６b ０．１８１±０．００４b ６４．１７±１．１９c
０．３ １７１．００±０．１７a ０．１９７±０．００５a ６９．８８±０．６３d

　注:所有样品均测定３次取平均值,同一列数据后标注不同字母代表样品间差异显著(P＜０．０５).下表同.Note:Allsampleswere

measured３timesandaveraged,thesamecolumnofdatawasfollowedbydifferentletterstorepresentsignificantdifferencesamong
samples(P＜０．０５)．Thesameasbelow．

６９
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表４　NA/WPI/GA型纳米乳液的相关物理指标

Table４　RelevantphysicalindicatorsofNA/WPI/GAnanoemulsions

GA质量浓度/(g/１００mL)
Gumarabicconcentration

平均粒径D３２/nm
AveragesizeD３２

多分散系数

PDI
柚皮苷包埋率/％

Naringinencapsulationratio

０．０ １４８．３０±１．３６b ０．１７０±０．０１０a ７５．５０±２．５６a
０．１ １６１．４３±１．４６a ０．１６４±０．００６ab ５５．２３±０．２０c
０．２ １６２．７７±２．９６a ０．１６０±０．００５b ５６．７８±０．３１c
０．３ １６３．８３±３．６１a ０．１４０±０．０１０c ６４．７８±０．８６b

表５　NA/WPI/GA与NA/WPI/ιＧcarrageenan型纳米乳液在pH６下的Zeta电位变化

Table５　ThechangeofZetapotentialofNA/WPI/GAandNA/WPI/ιＧcarrageenannanoemulsionsunderpH６

ιＧ卡拉胶质量浓度/(g/１００mL)
ιＧCarrageenanconcentration

Zeta电位/mV
Zetapotential

阿拉伯胶质量浓度/(g/１００mL)
Gumarabicconcentration

Zeta电位/mV
Zetapotential

０．０ －１４．４０±１．４６a ０．０ －１４．４０±１．４６a

０．１ －３０．３０±１．７７b ０．１ －４２．５０±１．３７b

０．２ －３８．２３±０．４５c ０．２ －４３．８０±１．２８b

０．３ －４５．７０±０．４５d ０．３ －４７．６０±１．３２c

2.3　柚皮苷纳米乳液的显微观察

对３种乳液样品进行 TEM 观察,由图３A 可

知,NA/WPΙＧe及其双层纳米乳液的液滴呈规则球

形,但乳滴大小不均一,并伴随少量乳滴的轻微聚集

现象.从图３B、３C可看出,双层乳液的液滴大小较

均一,NA/WPI/GAＧe比 NA/WPΙＧe的液滴分散性

更好;NA/WPI/ιＧcarrageenanＧe 液 滴 的 分 散 性 比

NA/WPI/GAＧe低,且存在少量液滴聚集融合现象.
由图３也可以看出,纳米乳液的粒径绝大多数小于

０．２μm,与粒径分析仪测定的粒径分布及大小结果

A:NA/WPΙＧe;B:NA/WPI/GAＧe;C:NA/WPI/ιＧcarrageenanＧe．

图３　柚皮苷纳米乳液的透射电子显微镜图像

Fig．３　TheTEMimagesofnaringinnanoemulsion

基本一致.
2.4　柚皮苷纳米乳化体系的稳定性

１)柚皮苷纳米乳化体系在高温条件下的稳定

性.将最佳工艺制备 出 的 NA/WPIＧe分 别 置 于

６０℃水浴条件下加热３０min和１００℃下加热 １０
min,测定柚皮苷纳米乳液粒径的变化来衡量纳米

乳化体系的高温稳定性,并测定ιＧ卡拉胶与 GA 不

同质量浓度对其的影响.由图４可知,高温水浴使

NA/WPΙＧe粒径增加,１００℃条件下加热１０min导

致的粒径变化比６０℃条件下加热３０min导致的粒

径变化显著.在高温处理的过程,乳化剂为 WPI的

乳化体系中油滴易发生聚集和交联,而本试验中乳

液高温处理后无蛋白聚集现象,说明 NA/WPΙＧe及

其双层纳米乳液均具有一定的高温耐受性.由图

４A可知,在１００℃水浴１０min的条件下,随着ιＧ卡

拉胶质量浓度对其的增加,双层纳米乳液的粒径显

著降低(P＜０．０５).当纳米乳液中的ιＧ卡拉胶质量

浓度为０．３g/１００mL时,在６０℃水浴３０min和

１００℃水浴１０min后,双层纳米乳液的粒径基本不

变,说明乳液的高温稳定性明显提高(P＜０．０５).
由图４B可知,在１００℃水浴１０min的条件下,当

GA质量浓度超过０．１g/１００mL后,双层纳米乳液

的粒径明显增大(P＜０．０５),说明乳液的高温稳定

性逐渐降低.对比 NA/WPΙＧe在高温下的粒径变

化,当 GA质量浓度为０．１g/１００mL时,双层纳米

乳液表现出良好的高温稳定性(P＜０．０５).

７９
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　A:ιＧ卡拉胶ιＧCarrageenan;B:阿拉伯胶 Gumarabic.小写字母不同表示相同乳液在不同温度下有显著性差异;大写字母不同表示在

同一温度下不同乳液中有显著性差异(P＜０．０５).Thedifferentlowercaseindicatesthatthedifferenceamongthesamplesunderthe

sameemulsionanddifferenttemperatureconditionsissignificant．Thedifferentcapitalindicatesthatthedifferenceamongthesamples

underthedifferentemulsionsandthesametemperatureconditionsissignificant(P＜０．０５)．

图４　温度对纳米乳化体系粒径的影响

Fig．４　Effectoftemperatureondropletsizeofnanoemulsions

　　２)柚皮苷纳米乳化体系在不同离子强度条件下

的稳定性.将最佳工艺制备出的 NA/WPIＧe置于

不同浓度(０~０．５mol/L)的NaCl溶液中稀释,测定

乳液粒径的变化来考察 NA/WPIＧe在不同离子强

度下的稳定性及ιＧ卡拉胶和 GA质量浓度对其的影

响.由图５可知,当NaCl浓度在０~０．５mol/L时,
由于盐离子对分散相表面蛋白质电荷有中和作用,

NA/WPΙＧe的粒径随着盐离子浓度的增加而显著

增加(P＜０．０５),当 NaCl浓度为０．５mol/L时,纳
米乳液的液滴粒径为３３３．７nm.由图５可知,当加

入ιＧ卡拉胶和 GA 后,柚皮苷双层纳米乳化体系的

粒径在不同离子强度下均显著低于 NA/WPΙＧe
(P＜０．０５),说明ιＧ卡拉胶和 GA均提高了柚皮苷纳

米乳化体系的稳定性.由图５A 可知,当ιＧ卡拉胶

的质量浓度增加至０．３g/１００mL时,柚皮苷双层纳

米乳液的粒径在不同离子强度下无显著差异(P＞
０．０５),且粒径均低于 NA/WPΙＧe.同样由图５B可

见,GA的质量浓度为０．３g/１００mL的柚皮苷双层

纳米乳液的粒径在不同离子强度下比较相近但是有

一定的显著差异(P＜０．０５),说明 GA 质量浓度为

０．３g/１００mL的柚皮苷双层纳米乳液抵抗盐离子

不稳定因素能力较强.

　A:ιＧ卡拉胶ιＧCarrageenan;B:阿拉伯胶Gumarabic.０g/１００mL曲线代表NA/WPI型纳米乳液,０．１、０．２、０．３g/１００mL代表双层纳

米乳中ιＧ卡拉胶或者阿拉伯胶加入量.小写字母不同表示相同乳液在不同 NaCl浓度下有显著性差异,大写字母不同表示同一 NaCl
浓度在不同乳液中有显著性差异(P＜０．０５).The０g/１００mLrepresentstheNA/WPItypenanoemulsion,０．１,０．２and０．３g/１００mL

representtheamountofιＧcarrageenanorgumarabicaddedinthebilayernanoemulsion．ThedifferentlowercaseindicatesthatthedifferＧ

enceamongthesamplesunderthesameemulsionbutdifferentNaClconcentrationsconditionsissignificant．Thedifferentcapitalindicates

thatthedifferenceamongthesamplesunderthedifferentemulsionsandthesameNaClconcentrationconditionsissignificant(P＜０．０５)．

图５　NaCl浓度对纳米乳化体系粒径的影响

Fig．５　EffectofNaClconcentrationsonthedropletsizeofnanoemulstions

　　３)柚皮苷纳米乳化体系在不同pH 下的稳定

性.由于 WPI在等电点处,乳液的稳定性易受分散

相的影响而发生聚集,可通过测定柚皮苷纳米乳化

体系的Zeta电位值来考察柚皮苷纳米乳化体系的
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稳定性.根据最佳工艺制备出 NA/WPIＧe后,测定

纳米乳液在不同pH 下的Zeta电位变化,得出纳米

乳化体系在不同pH 范围内的稳定性及ιＧ卡拉胶与

GA质量浓度对其的影响.由图６可知,在pH３~
９内,NA/WPΙＧe的Zeta电位值随pH 的上升而下

降,且由３７．７０mV 降至－４２．８０mV.随着pH 的

上升,吸附在分散相表面的蛋白质分子所带的正电

荷不断减少,负电荷不断增加,促使蛋白质分子的净

电荷由正电逐渐变为负电.NA/WPΙＧe的等电点

在４．５左右.由图６可见,添加ιＧ卡拉胶和 GA 后,
柚皮苷纳米乳化体系在pH３~９内,Zeta电位值始

终保持很强的电负性.同 NA/WPΙＧe对比得出:纳
米乳液的Zeta电位值降低,负电荷增加,且Zeta电

位值的绝对值随着ιＧ卡拉胶和阿拉伯胶浓度的增加

呈下降的趋势.当ιＧ卡拉胶质量浓度为０．３g/１００
mL时,柚皮苷纳米乳液的Zeta电位值在pH３~９
内由２５．４７mV 降至－５３．４０mV;当 GA 质量浓度

为０．３g/１００mL时,柚皮苷纳米乳液的Zeta电位

值则由２０．４０ mV 降至－５１．９０ mV.ιＧ卡拉胶和

GA均使 NA/WPΙＧe的等电点左移,提高了 NA/

WPΙＧe在其等电点处的稳定性.NA/WPΙＧe及双

层纳米乳液的Zeta电位绝对值在pH６~９(中性和

碱性)内均较高,表明纳米乳液稳定性良好.pH６
条件下,单层纳米乳液所带负电荷－１４．４０mV,而

０．３g/１００mL的ιＧ卡拉胶或GA的纳米乳液对应的

Zeta电位值分别是－４５．７０mV 和－４７．６０mV,表
明负电性的ιＧ卡拉胶和 GA的加入均提高了柚皮苷

纳米乳液的电荷稳定性.

A:ιＧ卡拉胶ιＧCarrageenan;B:阿拉伯胶 Gumarabic．

图６　pH对纳米乳化体系Zeta电位值的影响

Fig．６　EffectofpHvaluesonzetapotentialofnanoemulstions

　　４)柚皮苷纳米乳化体系的贮藏稳定性.将最佳

工艺制备好的 NA/WPIＧe置于４℃温度下避光保

存３５d,通过粒径测量考察纳米乳化液的贮藏稳定

性,并测定ιＧ卡拉胶与 GA 浓度对柚皮苷纳米乳化

体系贮藏稳定性的影响.由图７可见,NA/WPIＧe
液滴的粒径随着贮藏时间的延长而显著增加(P＜
０．０５),在贮藏３５d后,液滴粒径的增长幅度最大,
达７４％.图７A 显示,当双层纳米乳液中ιＧ卡拉胶

的质量浓度为０．１g/１００mL时,乳液贮存３５d后,
液滴粒径增加２５．４％.由于ιＧ卡拉胶的增加,提高

了分散相之间的静电斥力和空间阻力,从而使乳液

的空间稳定性升高.当乳液中ιＧ卡拉胶质量浓度达

到０．３g/１００mL,乳液放置３５d后液滴粒径增加

２２％.结果表明,ιＧ卡拉胶的添加有利于提高柚皮

苷纳米乳液的稳定性.图７B显示,当 GA 质量浓

度为０．１g/１００mL时,纳米乳液的液滴粒径随着贮

藏时间的延长呈现显著上升的趋势(P＜０．０５),贮

藏３５d后,乳液的液滴粒径增长６２％,显著高于ιＧ卡

拉胶制备的双层乳液.随着 GA 质量浓度的增加,
乳液的粒径增长幅度降低,当乳液中 GA 质量浓度

为０．２g/１００mL时,乳液放置３５d后液滴粒径仅

增加３４％,表明乳液的贮藏稳定性逐渐升高.

3　讨　论

为提高柚皮苷在纳米乳液中的载量,本试验采

用中链甘油三酯(MCT)为油相包载柚皮苷并制备

纳米乳化体系,在刘小杰等[２２]的报告中指出,相比

普通植物油,MCT 具有更好的热稳定性和抗氧化

稳定性,且在正常的摄入量范围内,MCT属于安全

食品.相比于 Kanaze等[２３]利用具有潜在毒性的化

工合成聚合物,本试验采用了天然的可食用乳化剂

WPI,并采用可食用的绿色环保型运载材料,符合食

品安全的要求;无需复杂的样品前处理过程,操作简

便快速;制备的运载体系含有较高的柚皮苷包埋率.

９９
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　A:ιＧ卡拉胶ιＧCarrageenan;B:阿拉伯胶Gumarabic.０g/１００mL曲线代表NA/WPI型纳米乳液,０．１、０．２、０．３g/１００mL代表双层纳

米乳中ιＧ卡拉胶或者阿拉伯胶加入量.小写字母不同表示相同乳液不同贮藏时间有显著性差异,大写字母不同表示同一时间不同乳

液有显著性差异(P＜０．０５).The０g/１００mLrepresentstheNA/WPItypenanoemulsion,０．１,０．２and０．３g/１００mLrepresenttheaＧ

mountofιＧcarrageenanorgumarabicaddedinthebilayernanoemulsion．Thedifferentlowercaseindicatesthatthedifferenceamongthe

samplesunderthesameemulsionanddifferentstoragetimeconditionsissignificant．ThedifferentcapitalindicatesthatthedifferenceaＧ

mongthesamplesunderthedifferentemulsionandthesametimeconditionsissignificant(P＜０．０５)．

图７　贮藏时间对纳米乳化体系粒径的影响

Fig．７　Effectofstoragetimeonthedropletsizeofnanoemulsions

因此,本试验制备的柚皮苷纳米乳液具有明显的

优势.
在研究 WPI质量浓度对柚皮苷纳米乳液稳定性

的影响中发现,当 WPI质量浓度高于５．０g/１００mL
时,总体系的理化稳定性降低,与Jafari等[２４]的研究

结果相似,Jafari利用排斥絮凝理论解释这一现象,
当 WPI浓度超过临界值时,连续相因渗透作用而引

起液滴絮凝.
本试验研究双层纳米乳液在不同环境因素下的

物理稳定性,并与 NA/WPΙＧe对比后发现双层纳米

乳液的物理稳定性更好.可能是由于在二次均质高

能高压的条件下,WPI与多糖在静电引力作用下,

WPI暴露出更多的正电基团与 GA 分子链中大

量－COO－ 和ιＧ卡拉胶中的－SO４
－ 等负电性基

团中和[２５].结果表明:在高温环境下,NA/WPΙＧe
本身就具有一定的高温稳定性,这是由于 WPI中含

有的βＧ乳球蛋白对高温的耐受性较高[２６],对纳米乳

液周围的致密蛋白层起到很好的保护效果,而双层

纳米乳液较 NA/WPΙＧe具有更好的高温耐受性.
相比于单层乳液,加入 GA 和ιＧ卡拉胶的双层乳液

在不同离子强度下的稳定性和贮藏稳定性更强,这
可能是由于ιＧ卡拉胶分子可提高分散相间的静电斥

力和空间阻力,GA可增加体系质量传导的障碍[２７],
从而增强纳米乳液的贮藏稳定性.ιＧ卡拉胶和阿拉

伯胶的引入提高了 NA/WPΙＧe在其等电点处的稳

定性,其原因可能是ιＧ卡拉胶和阿拉伯胶的引入会

在分散相表面形成第二层界面层,从而增加了分散

相表面的带电量和分散相之间的排斥力,但添加多

糖制备双层乳液对中性和碱性条件下的稳定性无明

显提升,后期仍需进一步研究.研究表明,WPI与ιＧ
卡拉胶和 GA结合制备的双层纳米乳液抵抗环境压

力(温度、离子强度等)的能力方面更占优势,具有更

良好的物理稳定性,能对所包埋的柚皮苷提供更好

的保护,与 Gharibzahedi等[２８]利用果胶和βＧ乳球蛋

白制备的双层乳液的研究结果一致.由于 WPI纳

米乳液的液滴粒径较小,乳液均匀稳定,但受环境影

响较大,而性质稳定的多糖乳液可以在高温、高离子

强度条件和较宽pH 值范围内保持贮藏稳定性[２９],

WPI与多糖结合制备的双层乳液可充分发挥这２
种物质的优点[３０],在食品领域具有广阔 的 应 用

前景.

参 考 文 献

[１]　BADARYOA,ABDDELＧMAKSOUDS,AHMEDW A,etal．

Naringeninattenuatescisplatinnephrotoxicityinrats[J]．Life

sciences,２００５,７６(１８):２１２５Ｇ２１３５．
[２]　BEAR W L,TEELR W．EffectofcitrusflavonoidsonthemuＧ

tagenicityofheterocyclicaminesandoncytochromeP４５０１A２

activity[J]．Anticancerresearch,２０００,２０(５b):３６０９Ｇ３６１４．
[３]　MAHMOUNDA M,ASHOURMB,ABDELＧMONEIM A,et

al．HesperidinandnaringinattenuatehyperglycemiaＧmediated

oxidativestressandproinflammatorycytokineproductionin

highfatfed/streptozotocinＧinducedtype２diabeticrats[J]．

００１



　第４期 程　喆 等:柚皮苷纳米乳化体系的制备及其稳定性研究 　

Journalofdiabetesanditscomplications,２０１２,２６(６):４８３Ｇ４９０．
[４]　LYUJW,SUNXL,MAJX,etal．InvolvementofperiostinＧ

sclerostinＧWnt/βＧcateninsignalingpathwayintheprevention

ofneurectomyＧinducedbonelossbynaringin[J]．Biochemical

andbiophysicalresearchcommunications,２０１５,４６８(４):５８７Ｇ

５９３．
[５]　MARILENA AR,JANET A,GUTIERREZU,etal．Invivo

antiＧinflammatoryeffectsofisorhamnetinglycosidesisolated

fromOpuntiaficusＧindica (L．)Millcladodes[J]．Industrial

cropsandproducts,２０１５,７６:８０３Ｇ８０８．
[６]　CHIGWECHOKHAPK,YOSHINAGAA A,NATSUKIK,

etal．NEU３inhibitoryeffectofnaringinsuppressescancercell

growthbyattenuationofEGFRsignalingthroughGM３gangliＧ

osideaccumulation[J]．Europeanjournalofpharmacology,

２０１６,７８２:２１Ｇ２９．
[７]　徐智儒,肖峰,蒋春红,等．犬血浆中柚皮苷和新橙皮苷的 LCＧ

MS/MS法测定及其药动学[J]．中国医药工业杂志,２０１６,４７
(２):１９２Ｇ１９７．

[８]　许鹭,蓝木香,杨继国,等．柚皮苷Ｇ卵磷脂包合物的制备及其理

化性质研究[J]．现代食品科技,２０１５,３１(８):２３７Ｇ２４１．
[９]　FENGT,WANGK,LIUFF,etal．Structuralcharacterization

andbioavailabilityofternarynanoparticlesconsistingofamyＧ

lose,αＧlinoleicacidandβＧlactoglobulincomplexedwithnaringin
[J]．Internationaljournalofbiologicalmacromolecules,２０１７,

９９:３６５Ｇ３７４．
[１０]陈剑兵,郑美瑜,陆胜民,等．柚皮苷的酶水解工艺[J]．浙江农

业科学,２０１６,５７(９):１４９２Ｇ１４９４．
[１１]阀斐,张辉．可使用纳米乳的研究进展[J]．中国食品学报,２０１４,

１４(１):２１３Ｇ２１６．
[１２]FERNANDEZＧAVILAC,ESCRIU R,TRUJILLO AJ．UltraＧ

highpressurehomogenizationenhancesphysicochemicalpropＧ

ertiesofsoyproteinisolateＧstabilizedemulsions[J]．FoodreＧ

searchinternational,２０１５,７５:３５７Ｇ３６６．
[１３]DIMAŞ,DIMAC,IORDACHESCU G．EncapsulationoffuncＧ

tionallipophilicfoodanddrugbiocomponents[J]．FoodengiＧ

neeringreviews,２０１５,７(４):４１７Ｇ４３８．
[１４]LIVNEYYD．Milkproteinsasvehiclesforbioactives[J]．CurＧ

rentopinionincolloidandinterfacescience,２０１０,１５(１/２):７３Ｇ

８３．
[１５]TIPPETTS M,SHEN F K,MARTINIS．OilglobulemicroＧ

structureofprotein/polysaccharideorprotein/proteinbilayer

emulsionsatvariouspH[J]．Foodhydrocolloid,２０１３,３０(２):

５５９Ｇ５６６．
[１６]ZHANGP,LIUX,HU WJ,etal．Preparationandevaluationof

naringeninＧloadedsulfobutyletherＧβＧcyclodextrin/chitosannanＧ

oparticlesforoculardrugdelivery[J]．Carbohydratepolymers,

２０１６,１４９:２２４Ｇ２３０．
[１７]刘蕾,袁芳,高彦祥．αＧ乳白蛋白提高βＧ胡萝卜素乳液稳定性

[J]．农业工程学报,２０１６,３２(增刊２):４２３Ｇ４２９．
[１８]WANGB,LID,WANGLJ,etal．AbilityofflaxseedandsoyＧ

beanproteinconcentratestostabilizeoilＧinＧwateremulsions
[J]．Journaloffoodengineering,２０１０,１００:４１７Ｇ４２６．

[１９]HE W,TAN Y,TIANZ,etal．FoodproteinＧstabilizednanoeＧ

mulsionsaspotentialdeliverysystemsforpoorlywaterＧsoluble

drugs:preparation,invitrocharacterization,andpharmacokiＧ

neticsinrats[J]．Internationaljournalofnanomedicine,２０１１,

６:５２１Ｇ５３３．
[２０]EUSTONSR,FINNIGANSR,HIRSTRL．AggregationkiＧ

neticsofheated wheyproteinＧstabilizedemulsions[J]．Food

hydrocolloid,２０００,１４:１５５Ｇ１６１．
[２１]GUZEYD,MCCLEMENTSDJ．Formation,stabilityandpropＧ

ertiesofmultilayeremulsionsforapplicationinthefoodindusＧ

try[J]．Advancesincolloidandinterfacescience,２００６,１２８/

１２９/１３０:２２７Ｇ２４８．
[２２]刘小杰,何国庆,陶飞,等．中链甘油三酯及其在食品工业中的

应用[J]．食品科学,２００５,２６(８):４６９Ｇ４７２．
[２３]KANAZEFI,KOKKALOUE,NIOPASI,etal．ThermalanalＧ

ysisstudyofflavonoidsoliddispersionshavingenhancedsoluＧ

bility[J]．Journalofthermalanalysisandcalorimetry,２００６,８３
(２):２８３Ｇ２９０．

[２４]JAFARISM,HEYH,BHANDARIB．NanoＧemulsionproducＧ

tionbysonicationandmicrofluidization:acomparison[J]．InＧ

ternationaljournaloffoodproperties,２００６,９:４７５Ｇ４８５．
[２５]TIPPETTSM,MARTINIS．InfluenceofiotaＧcarrageenan,pecＧ

tin,andgelatinonthephysicochemicalpropertiesandstability

ofmilkproteinＧstabilizedemulsions[J]．Journaloffoodscience,

２０１２,７７(２):C２５３ＧC２６０．
[２６]DEMETRIADESK,MCCLEMENTSDJ．InfluenceofpHand

heatingonphysicochemicalpropertiesofwheyproteinＧstabiＧ

lizedemulsionscontaininganonionicsurfactant[J]．Journalof

agriculturalandfoodchemistry,１９９８,４６(１０):３９３６Ｇ３９４２．
[２７]NIUFG,DONGYT,SHENF,etal．PhaseseparationbehavＧ

iorandstructuralanalysisofovalbuminＧgumarabiccomplex

coacervation[J]．Foodhydrocolloid,２０１４,４３:１Ｇ７．
[２８]GHARIBZAHEDISM T,ROSTAMIH,YOUSEFIS．Impact

ofwheyproteinＧbeetpectinconjugationonthephysicochemical

stabilityofβＧcaroteneemulsions[J]．Foodhydrocolloids,２０１２,

２８(２):２５８Ｇ２６６．
[２９]LIMASL,ROOSYH．StabilityofflocculatedparticlesinconＧ

centratedandhighhydrophilicsolidlayerＧbyＧlayer(LBL)eＧ

mulsionsformedusingwheyproteinsandgumarabic[J]．Food

researchinternational,２０１５,７４:１６０Ｇ１６７．
[３０]BENGOECHEAC,JONESOG,GUERREROA,etal．FormaＧ

tion and characterization oflactoferrin/pectin electrostatic

complexes:impactofcomposition,pHandthermaltreatment
[J]．Foodhydrocolloids,２０１１,２５(５):１２２７Ｇ１２３２．

１０１



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３８卷　

Preparationandstabilityofnaringinnanoemulsionsystem

CHENGZhe　PANSiyi

CollegeofFoodScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity/

KeyLaboratoryofEnvironmentalFoodScience,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　Theaim wastoconstructasafeandefficientnaringinnutrientdeliverysystem．Whey
proteinisolate(WPI)wasusedasemulsifier,thepreparationconditionswerestudiedfornaringinmonoＧ
layernanoemulsion(NA/WPΙＧe)andbilayernanoemulsionwithιＧcarrageenanandgumarabic．SubseＧ
quently,thestabilityoftheNA/WPΙＧeandnaringinbilayernanoemulsionwasinvestigatedunderdifferＧ
entenvironmentalfactors．TheresultsshowedthattheoptimalpreparationconditionsofNA/WPΙＧe
were:５g/１００mL WPIconcentration,１０％oilＧtoＧaqueousratio(V/V),６８．９５MPahomogenizationpresＧ
surefor３cycles．Thenaringinencapsulationratiocouldreach７５．５０％underthiscondition．ForthebilayＧ
ersnanoemulsionwith０．３g/１００mLofgumarabicandιＧcarrageenan,naringinencapsulationratioswere
thehighest,whichwere６９．８０％and６４．７８％,respectively．Thenaringinbilayernanoemulsion’sdroplets
weresignificantlysmallerthanNA/WPΙＧeat１００℃ waterbathfor１０minanddifferentNaClconcentraＧ
tions(P＜０．０５)．After３５daysofstorage,thegrowthrateofbilayernanoemulsion’sdropletswassigＧ
nificantlylowerthanthatofNA/WPΙＧe(P＜０．０５)．Andthestoragestabilityincreasedwithincreasing
concentrationofιＧcarrageenanandgumarabic．BilayernanoemulsionwithιＧcarrageenanownedhigher
ionicstabilityandstoragestabilitythanthatwithgumarabic．ThenaringinbilayernanoemulsionimＧ
provedthestabilityofNA/WPΙＧeatitsisoelectricpoint．Inconclusion,thebilayernanoemulsionpreＧ
paredbyaddinggumarabicandιＧcarrageenanhadbetterphysicalstability,soitcanprovidebetterproＧ
tectionfornaringin．

Keywords　naringin;nanoemulsion;wheyproteinisolate;ιＧcarrageenan;gumarabic;stability
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