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摘要：为促进花椒精油和菜籽蛋白的开发利用，采用热诱导法制备了菜籽分离蛋白（ＲＰＩ）－卡拉胶
轭合物纳米颗粒，并以此为乳化剂制备Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液负载花椒精油。通过单因素试验和响应面试
验优化了ＲＰＩ－卡拉胶轭合物－花椒精油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液的制备条件。对制备的ＲＰＩ－卡拉胶轭合
物－花椒精油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液的类型、微观结构、热稳定性、贮藏稳定性进行了表征，并考察了其抑
菌活性。结果表明：ＲＰＩ－卡拉胶轭合物－花椒精油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液最佳制备条件为ＲＰＩ－卡拉胶轭
合物纳米颗粒添加量０．９５％、花椒精油与大豆油混合物（体积比２∶３）添加量５０．６％、水相ｐＨ９．８，
在此条件下包封率为９２．３４％。制备的 ＲＰＩ－卡拉胶轭合物 －花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液为水包油
型，其在２０～６０℃范围内具有较好的稳定性，但在６０℃以上不稳定。经过３０ｄ贮藏，乳液乳滴粒
径变化较小。乳液具有良好的乳滴特征，为稳定性提供了物理基础。与花椒精油和大豆油的混合

物相比，ＲＰＩ－卡拉胶轭合物－花椒精油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液在作用受试菌４２ｈ前具有相似的抑菌效果，
但在４２ｈ后表现出更强的抑菌效果。综上，ＲＰＩ－卡拉胶轭合物－花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液包封率
较高，且具备优越的热稳定性、贮藏稳定性和抑菌活性。
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　　花椒精油是从花椒中提取的具有麻辣味的黄色
或淡黄绿色油状液体，主要含有芳樟醇、Ｄ－柠檬烯、
伪柠檬烯、４－松油烯醇、β－月桂烯、α－松油醇、萜品
烯－４－醇等活性成分［１］。相较花椒原料而言，花椒

精油具有香气纯正、使用方便等优势。与其他植物精

油类似，花椒精油拥有较好的抑菌性能，随着其对大

肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌等病菌的抑

制能力持续得到证实［２］，花椒精油有向保鲜剂方面发

展的趋势［３］。然而，由于存在易挥发、环境稳定性差、

亲水性弱等劣势，花椒精油在食品、医药、化妆品等领

域的应用受到一定限制。采用乳化对花椒精油进行

包封，可降低花椒精油的氧化变质风险、保护挥发性

组分、掩盖刺激性气味、实现缓释以延长作用时间，

并且有利于提高其在水体系下的溶解度及稳定性。

乳化包封需要选择适宜的乳化剂。传统乳化剂

以小分子表面活性剂为主，为保持体系稳定，乳化剂

的添加量相对偏高。此外，在使用过程中，表面活性

剂常导致起泡、空气夹带等问题，所得乳液也易受外

界环境因素的影响。相较而言，由植物源固体颗粒

稳定的Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液具有乳化剂用量少、乳化剂无
毒无害、抗奥氏熟化、不易被破坏等优点，在食品、医

药、材料、纺织等领域具有广阔的应用前景［４］。植

物蛋白和多糖是目前用于制备 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液的天
然植物性固体颗粒的主要生物大分子，蛋白质与多

糖通过糖基化等反应进行轭合形成蛋白质－多糖轭
合物，其作为一种功能成分，可用于提高乳液体系的

稳定性，或将生物活性化合物封装，从而提高食品的

营养价值［５］。菜籽粕因成本较低成为满足该领域

生产的潜在资源。从菜籽粕中获得的菜籽分离蛋白

（Ｒａｐｅｓｅｅｄｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ，ＲＰＩ）是一种优质的天然
植物蛋白，其营养丰富、功能特性优良，在食品领域

被广泛应用。卡拉胶是由半乳糖及脱水半乳糖所组

成的多糖类硫酸酯的钙、钾、钠、铵盐。作为一种从

红藻类海藻中提取出来的亲水性胶体，卡拉胶与蛋

白质共轭结合后可改善蛋白质的热稳定性、乳化活

性等加工特性［６］。针对植物精油这类不稳定、直接

暴露易氧化、受到光热变化影响易分解的天然生物

活性成分，以Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液为负载体系对其进行包
封递送具有良好的应用前景。因此，本研究采用热

诱导凝胶法制备 ＲＰＩ－卡拉胶轭合物纳米颗粒，以
大豆油为油相、ＲＰＩ－卡拉胶轭合物纳米颗粒为
Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液固体颗粒制备 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液负载花
椒精油，通过单因素试验和响应面试验优化 ＲＰＩ－
卡拉胶轭合物－花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液制备条件，
对乳液类型、微观结构和稳定性进行表征，同时测定

该乳液的抑菌活性，以期增强花椒精油的稳定性及

抑菌活性，实现花椒精油和ＲＰＩ的进一步开发利用。
１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

ＲＰＩ（蛋白质含量为８０％），蓝力生物技术（西安）
有限公司；κ－卡拉胶，绿新食品有限公司；花椒精油，
上海源叶生物科技有限公司；大豆油，益海嘉里金龙鱼

粮油食品股份有限公司；ＰＤＡ培养基，青岛海博生物
技术有限公司；卷枝毛霉，保藏于四川农业大学食品

学院；溴化钾、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、乙醇、氢氧化
钠、生理盐水、正己烷、盐酸等均为分析纯。

１．１．２　仪器与设备
ＶａｒｉｏｓｋａｎＦｌａｓｈ酶标仪，ＨＫ－２０Ｂ型摇摆式高

速中药粉碎机，ＪＹ１０００２型电子天平，ＤＨＧ－２２００Ｂ
型电热恒温干燥箱，ＦＥ２０Ｋ型 ｐＨ计，ＭＹＰ１１－２型
数显恒温磁力搅拌器，Ｘ３Ｒ型高速冷冻离心机，
ＬＧＪ－１８Ｓ型冷冻干燥机，ＺＷＹ－２１１Ｂ型卧式恒温
摇床，ＴｈｅｒｍｏＢＲ４ｉ型冷冻离心机，Ｒｉｓｅ－２００６激光
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粒度分析仪，Ｅ２００双目生物显微镜，７５９Ｓ紫外分光
光度计，ＳＷ－ＣＪ－２ＦＤ洁净工作台，ＮａｎｏＺＳ动态光
纳米粒度电位仪等。

１．２　试验方法
１．２．１　ＲＰＩ－卡拉胶轭合物的制备

参考赵丹等［７］的方法并稍作修改。将ＲＰＩ与κ－
卡拉胶（１．５ｇ／１００ｍＬ）以质量比２∶１混合，用超纯水
溶解至最终质量分数为２％，缓慢搅拌８ｈ混合均匀
后，置于４℃冰箱水合过夜，随后冷冻干燥２４ｈ，置
于４℃冰箱中冷藏备用。取一定量干燥后的粉末置
于培养皿中，在６０℃、相对湿度７９％的培养箱中反
应２４ｈ后，立即冷却以停止反应，得到ＲＰＩ－卡拉胶
轭合物，置于－２０℃ 储存备用。
１．２．２　ＲＰＩ－卡拉胶轭合物纳米颗粒的制备

参考王志高［８］的热诱导法并稍作修改。在磁力

搅拌下，将ＲＰＩ－卡拉胶轭合物充分溶解在超纯水中
得到质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的溶液，停止搅拌，将溶液
置于９０℃水浴中加热３０ｍｉｎ，随后立即将加热后的溶
液置于冰水中冷却至２５℃，然后冷冻干燥得到ＲＰＩ－
卡拉胶轭合物纳米颗粒（后简称“纳米颗粒”）。

１．２．３　纳米颗粒稳定的Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液的制备
参考Ｌｉｕ等［９］的方法并稍作修改。将一定量纳

米颗粒分散于超纯水中作为水相，用０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
或０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节水相 ｐＨ后加入一定量的
油相，采用高速剪切机于 １２０００ｒ／ｍｉｎ下分散
３ｍｉｎ，静置３０ｍｉｎ，获得Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液。
１．２．４　ＲＰＩ、ＲＰＩ－卡拉胶混合物及 ＲＰＩ－卡拉胶轭
合物粒径及多分散指数（ＰＤＩ）测定

将ＲＰＩ、ＲＰＩ－卡拉胶混合物（质量比２∶１）及ＲＰＩ－
卡拉胶轭合物分别溶解于超纯水，使其质量分数为

２％。用超纯水稀释４０倍后，采用ＮａｎｏＺＳ动态光纳
米粒度电位仪对样品的平均粒径和ＰＤＩ进行测定。
１．２．５　Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液包封率的测定

参考Ｑｉｎ等［１０］的方法并稍作修改。将０．５ｍＬ
乳液与４．５ｍＬ正己烷在５０ｍＬ离心管中混合，４０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上层正己烷层。将上层正己
烷层稀释１０倍后，用紫外分光光度计在波长２７９ｎｍ
（大豆油为油相）／２５８ｎｍ（大豆油和花椒精油混合物
为油相）下测定吸光度，根据大豆油／花椒精油的标准
曲线，计算乳液中游离油相质量浓度（Ｃ１），以初始油
相质量浓度（Ｃ０）和Ｃ１按式（１）计算包封率（Ｅ）。

Ｅ＝（Ｃ０－Ｃ１）／Ｃ０×１００％ （１）
１．２．６　Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液稳定性测定

参考Ｚｈａｎｇ等［１１］的方法并稍作修改，以乳化稳

定时间（ＥＳＩ）表征乳液稳定性。取１００μＬ乳液与

５ｍＬ１．０％ ＳＤＳ混合，分别在０ｍｉｎ和３０ｍｉｎ后在
底部取样，使用紫外分光光度计在５００ｎｍ处测定样
品的吸光度（Ａ０和 Ａ３０）。乳化稳定时间（Ｓ）根据公
式（２）进行计算。

Ｓ＝Ａ０×３０／（Ａ０－Ａ３０） （２）
１．２．７　ＲＰＩ－卡拉胶轭合物 －花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ
乳液的表征

１．２．７．１　乳液类型测定
采用乳液分散法［１２］测定。将ＲＰＩ－卡拉胶轭合

物 －花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液（后简称“花椒精油
Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液”）分别加入大豆油或超纯水中。如
果乳液液滴在油相中快速分散，并在水相中保持团

聚，则是油包水（Ｗ／Ｏ）型乳液，反之则是水包油
（Ｏ／Ｗ）型乳液。
１．２．７．２　微观结构观察

参考吴子涵等［１３］的方法，取１００μＬ新鲜制得
的花椒精油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液滴加到载玻片上，盖上盖
玻片，采用生物显微镜观察液滴分布。

１．２．７．３　热稳定性和贮藏稳定性
参考 Ｗａｎｇ等［１４］的方法，并稍作修改。将同批

制备的花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液分别置于 ２０、４０、
６０℃和８０℃下水浴加热３０ｍｉｎ，测定不同温度下乳
滴的粒径变化分析其热稳定性。将新制备的花椒精

油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液分别倒入不同的试管中，密封，室
温（２６℃）下保持不同的时间（０、６、１２、１８、２４、
３０ｄ），测定不同时间下乳滴的粒径变化分析其贮藏
稳定性。

１．２．７．４　乳滴粒径测定
参考Ｌｉｎ等［１５］的方法，利用Ｒｉｓｅ－２００６激光粒

度分析仪发射激光对样品的平均粒径进行测定，在

激光束照射下，粒径与散射光的角度成反比，而散射

光光强随角度增加呈对数规律衰减。测定时保持泵

转速为２０００ｒ／ｍｉｎ，遮光比大于１。
１．２．８　花椒精油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液抑菌活性测定
１．２．８．１　花椒精油对毛霉的半效抑菌浓度（ＥＣ５０）
的测定

采用琼脂稀释法［１６］进行测定。将具有一定浓

度梯度的花椒精油加入１００ｍＬＰＤＡ培养基中，分
别使花椒精油含量依次为 ０、０．６、１．２、２．４、４．８、
９．６、１９．２、３８．４、７６．８μＬ／ｍＬ，将培养皿做好标记。
再用直径为６ｍｍ的无菌打孔器从培养３～５ｄ的卷
枝毛霉菌落边缘位置切取菌饼，将菌饼镶嵌在含花

椒精油的培养皿中，于２８℃培养箱中培养７２ｈ，观
察并记录卷枝毛霉生长情况。采用十字交叉法测定

菌落直径，按照式（３）计算菌丝的径向生长抑制率
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（Ｉ）。对花椒精油含量和生长抑制率进行拟合，得
到花椒精油对毛霉的ＥＣ５０。

Ｉ＝（Ｄ０－Ｄ）／Ｄ０×１００％ （３）
式中：Ｄ０和Ｄ分别为对照菌菌落直径和处理菌

菌落直径，ｍｍ。
１．２．８．２　花椒精油及花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液对受
试菌生长的抑制作用

将花椒精油与大豆油混合液（体积比２∶３）和花
椒精油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液于超净工作台，打开紫外照射
灯，室温放置３ｈ后再进行后续试验。将花椒精油
与大豆油混合液和花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液按照一
定浓度加入１００ｍＬＰＤＡ培养基中，分别接种卷枝
毛霉于精油培养皿和精油乳液培养皿中，将培养皿

置于２８℃恒温培养箱内培养，分别在６、１８、３０、４２、
５４、６６ｈ和７８ｈ时，记录菌落直径，绘制毛霉在不同
抑菌成分下的生长曲线。同时以不添加精油和精油

乳液的培养皿作对照。

１．２．９　数据处理
样品重复３次试验，采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据

处理，采用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ１３软件进行响应面分析，采
用Ｏｒｉｇｉｎ２０２２软件绘图，显著水平均为ｐ＜０．０５。
２　结果与分析
２．１　ＲＰＩ－卡拉胶轭合物的粒径及ＰＤＩ

ＲＰＩ、ＲＰＩ－卡拉胶混合物和 ＲＰＩ－卡拉胶轭合
物的粒径及ＰＤＩ见表１。

表１　ＲＰＩ、ＲＰＩ－卡拉胶混合物和ＲＰＩ－卡拉胶
轭合物的粒径及ＰＤＩ

样品 平均粒径／ｎｍ ＰＤＩ
ＲＰＩ １６１．０±５．３ ０．４６０±０．０１７
ＲＰＩ－卡拉胶混合物 ３５３．４±１６．８ １．０００±０．０００
ＲＰＩ－卡拉胶轭合物 ７１０．２±６．４ ０．６２７±０．０３８

　　由表１可以看出，ＲＰＩ－卡拉胶轭合物的平均粒
径大于 ＲＰＩ和 ＲＰＩ－卡拉胶混合物的粒径，说明
ＲＰＩ与卡拉胶反应导致粒径增大。ＲＰＩ－卡拉胶混
合物 ＰＤＩ为１．０００，说明其粒径大小均一度极低，
而ＲＰＩ－卡拉胶轭合物的 ＰＤＩ小于混合物的，说明
ＲＰＩ－卡拉胶轭合物的粒径分布更均一，为Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ
乳液的稳定提供了前置条件。

２．２　花椒精油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液制备条件的确定
２．２．１　未负载花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液制备的单因
素试验

２．２．１．１　水相 ｐＨ对 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液包封率及稳定
性的影响

固定纳米颗粒添加量为０．９％（以水相质量为
基准），大豆油添加量为５０％（以水和油的总体积为

基准），调节水相 ｐＨ分别为 ５．５、７．０、８．５、１０．０、
１１．５，考察水相 ｐＨ对 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液包封率及稳定
性的影响，结果如图１所示。

　注：同一曲线上不同字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）。下同
图１　不同水相ｐＨ下Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液的包封率

和乳化稳定时间

　　由图１可知：水相ｐＨ在８．５～１１．５时，乳液的
乳化稳定时间及包封率较大，说明对应乳液的乳化

效果较好，稳定性较高；水相ｐＨ在５．５～１０．０时，乳
液包封率和乳化稳定时间呈显著上升趋势，在 ｐＨ
１０．０时达到最高点，之后随水相 ｐＨ升高呈下降趋
势。沈小倩等［１７］在对甘蔗渣纳米纤维 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ
乳液的稳定性影响因素研究中发现乳液稳定性随

ｐＨ增大而增大，与本研究结果不同。本研究中，
在水相 ｐＨ超过１０．０时，乳化稳定时间和包封率
下降，可能是由于加入过量的负离子屏蔽了颗粒

表面电荷，导致吸附效率减弱［１８］。综合考虑，选择

水相 ｐＨ８．５、１０．０和 １１．５作为优化 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳
液制备的条件。

２．２．１．２　纳米颗粒添加量对 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液包封率
及稳定性的影响

固定水相ｐＨ为１０．０，大豆油添加量为５０％，通
过调节纳米颗粒添加量分别为０．６％、０．９％、１．２％、
１．５％和１．８％，考察纳米颗粒添加量对 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳
液包封率及稳定性的影响，结果如图２所示。

图２　不同纳米颗粒添加量下Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液的
包封率和乳化稳定时间

　　由图２可知：纳米颗粒添加量在０．６％ ～１．２％
时，乳液的包封率变化较为平缓，且存在较高值，纳

米颗粒添加量在１．２％～１．８％时则呈下降趋势；在
纳米颗粒添加量为 ０．９％时乳化稳定时间达到峰
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值，说明此时乳液具有较好的乳化稳定性，在纳米颗

粒添加量大于０．９％时，乳化稳定时间呈显著下降
趋势，这可能是由于过量的纳米颗粒可能使乳滴絮

凝和聚集［１９］，导致乳液包封率和稳定性下降。综合

考虑，选择纳米颗粒添加量为０．６％、０．９％和１．２％
作为优化Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液制备的条件。
２．２．１．３　大豆油添加量对 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液包封率及
稳定性的影响

固定纳米颗粒添加量为０．９％，水相ｐＨ为１０．０，
调节大豆油添加量分别为４０％、５０％、６０％、７０％和
８０％，考察大豆油添加量对 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液包封率及
稳定性的影响，结果如图３所示。

图３　不同大豆油添加量下Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液的
包封率和乳化稳定时间

　　由图３可知：大豆油添加量在４０％ ～６０％时，
乳液的包封率具有较高值，在大豆油添加量为

６０％～８０％时则呈显著下降趋势；大豆油添加量在
５０％时，乳液的乳化稳定时间达到峰值，随后逐渐降
低，这可能是因为０．９％的纳米颗粒添加量对油相
覆盖有上限，过量的大豆油无法被纳米颗粒完全乳

化。综合考虑，选择大豆油添加量 ４０％、５０％和
６０％作为优化Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液制备的条件。
２．２．２　未负载花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液制备的响应
面优化试验

在单因素试验的基础上，根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设
计原理，选择水相ｐＨ（Ａ）、纳米颗粒添加量（Ｂ）、大
豆油添加量（Ｃ）为考察因素，以乳液体系的包封率
（Ｙ）以及乳化稳定时间（Ｚ）为响应变量，进行
Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液制备条件的响应面优化试验，使用
Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ１３软件进行数据分析。响应面试验
设计及结果见表２，包封率和乳化稳定时间的响应
面回归模型方差分析分别见表３及表４。

表２　响应面试验设计及结果

试验号 Ａ Ｂ／％ Ｃ／％ Ｙ／％ Ｚ／ｍｉｎ
１ １０．０ １．２ ６０ ８６．５２ ８７．９０
２ １０．０ ０．９ ５０ ９０．５８ １０１．４３
３ １０．０ ０．９ ５０ ９０．３３ １１２．４０
４ ８．５ １．２ ５０ ８８．４９ ５４．４６

续表２

试验号 Ａ Ｂ／％ Ｃ／％ Ｙ／％ Ｚ／ｍｉｎ
５ ８．５ ０．９ ４０ ８３．８０ ６１．５１
６ １１．５ ０．９ ６０ ６５．３５ ７１．６３
７ １０．０ ０．９ ５０ ９０．２１ １０４．７６
８ １０．０ ０．６ ６０ ８６．４３ ４４．４３
９ ８．５ ０．６ ５０ ８４．３４ ６０．２２
１０ １１．５ １．２ ５０ ６９．２３ ７８．１０
１１ １０．０ １．２ ４０ ９０．５２ ５７．４０
１２ ８．５ ０．９ ６０ ８６．４４ ７０．７６
１３ １１．５ ０．９ ４０ ７３．２３ ７８．５６
１４ １０．０ ０．９ ５０ ９２．７６ １０３．４２
１５ １０．０ ０．６ ４０ ８２．２６ ６２．９３
１６ １０．０ ０．９ ５０ ９２．３２ １０８．８２
１７ １１．５ ０．６ ５０ ７０．７５ ７４．２４

表３　包封率的响应面回归模型方差分析

方差

来源
平方和 自由度 均方 Ｆ ｐ 显著性

模型 １１９４．６０ ９ １３２．７３ ６７．６９ ＜０．０００１ 
Ａ ５２０．１９ １ ５２０．１９ ２６５．２７ ＜０．０００１ 
Ｂ １５．０７ １ １５．０７ ７．６９ ０．０２７６ 
Ｃ ３．２１ １ ３．２１ １．６４ ０．２４１３
ＡＢ ８．０４ １ ８．０４ ４．１０ ０．０８２６
ＡＣ ２７．６７ １ ２７．６７ １４．１１ ０．００７１ 
ＢＣ １６．６９ １ １６．６９ ８．５１ ０．０２２４ 
Ａ２ ５２１．８２ １ ５２１．８２ ２６６．１０ ＜０．０００１ 
Ｂ２ １５．２８ １ １５．２８ ７．７９ ０．０２６９ 
Ｃ２ ３５．４７ １ ３５．４７ １８．０９ ０．００３８ 
残余项 １３．７３ ７ １．９６
失拟项 ７．９３ ３ ２．６４ １．８２ ０．２８３２
纯误差 ５．８０ ４ １．４５
总和 １２０８．３２ １６

　注：表示显著（ｐ＜０．０５），表示极显著（ｐ＜０．０１）。下同

表４　乳化稳定时间的响应面回归模型方差分析

方差

来源
平方和 自由度 均方 Ｆ ｐ 显著性

模型 ６８３０．９９ ９ ７５９．００ １５．７８ ０．０００７ 
Ａ ３８６．１４ １ ３８６．１４ ８．０３ ０．０２５３ 
Ｂ １６２．３６ １ １６２．３６ ３．３８ ０．１０８８
Ｃ ２５．６３ １ ２５．６３ ０．５３ ０．４８９１
ＡＢ ２３．１４ １ ２３．１４ ０．４８ ０．５１０３
ＡＣ ６５．４５ １ ６５．４５ １．３６ ０．２８１６
ＢＣ ６００．２５ １ ６００．２５ １２．４８ ０．００９６ 
Ａ２ １０７５．２７ １ １０７５．２７ ２２．３６ ０．００２１ 
Ｂ２ ２３１１．５３ １ ２３１１．５３ ４８．０６ ０．０００２ 
Ｃ２ １６１２．６５ １ １６１２．６５ ３３．５３ ０．０００７ 
残余项 ３３６．６８ ７ ４８．１０
失拟项 ２５８．８２ ３ ８６．２７ ４．４３ ０．０９２２
纯误差 ７７．８５ ４ １９．４６
总和 ７１６７．６７ １６
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　　根据表２数据得到包封率的二次多项式回归模
型为Ｙ＝－５８７．０９＋１０５．１８Ａ＋１０８．２２Ｂ＋５．２１Ｃ－
３．１５ＡＢ－０．１８ＡＣ－０．６８ＢＣ－４．９５Ａ２－２１．１７Ｂ２－
０．０３Ｃ２。由表３可知，包封率模型 ｐ小于０．０００１，
表明回归模型极显著，失拟项 ｐ为 ０．２８３２，大于
０．０５，表明失拟项不显著，试验误差小，且决定系数
（Ｒ２）为０．９８８６，调整决定系数（Ｒ２Ａｄｊ）为０．９７４０，表
明模型拟合效果良好，可以用于对乳液包埋率的预

测。回归模型的一次项 Ａ（水相 ｐＨ）影响极显著
（ｐ＜０．０００１），Ｂ（纳米颗粒添加量）影响显著，Ｃ（大
豆油添加量）影响不显著；交互项与二次项中 ＡＣ、
Ａ２、Ｃ２影响极显著，ＢＣ、Ｂ２影响显著，其余无统计学
意义（ｐ＞０．０５）。通过Ｆ值可知，３个因素对乳液包
封率的影响强弱顺序是水相ｐＨ＞纳米颗粒添加量＞
大豆油添加量。

根据表２数据得到乳化稳定时间的二次多项式
回归模型为Ｚ＝－１２７５．９８＋１５５．３５Ａ＋２２６．０２Ｂ＋
１８．７７Ｃ＋５．３４ＡＢ－０．２７ＡＣ＋４．０８ＢＣ－７．１０Ａ２－
２６０．３４Ｂ２－０．２０Ｃ２。由表４可知，模型ｐ为０．０００７，
表明回归模型极显著，失拟项ｐ为０．０９２２，大于０．０５，
表明失拟项不显著，试验误差小，且 Ｒ２为０．９５３０，
Ｒ２Ａｄｊ为０．８９２６，表明模型拟合效果良好，可以用于对
乳液乳化稳定时间的预测。回归模型的一次项 Ａ
（水相ｐＨ）影响显著，Ｂ（纳米颗粒添加量）、Ｃ（大豆
油添加量）影响不显著；交互项与二次项中 ＢＣ、Ａ２、
Ｂ２和Ｃ２影响极显著（ｐ＜０．０１），其余无统计学意义
（ｐ＞０．０５）。通过Ｆ值可知，３个因素对乳液乳化稳
定时间的影响强弱顺序是水相 ｐＨ＞纳米颗粒添加
量＞大豆油添加量。

用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ１３软件对回归方程模型以包
封率和乳化稳定时间为最大值进行优化，并结合实

际操作条件，得到稳定 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液的最佳制备条
件为水相ｐＨ９．８、纳米颗粒添加量０．９５％、大豆油
添加量５０．６％，在此条件下预测包封率为９２．３３％，
乳化稳定时间为１０５．１０ｍｉｎ。为验证模型可靠性，
采用上述条件制备 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液，测得包封率为
９１．２４％，乳化稳定时间为１０７．４３ｍｉｎ，实测值与预
测值之间相对误差在±５％之内，说明该模型可以反
映３个因素对乳液包封率及乳化稳定时间的影响，
真实可靠。

２．２．３　油相中花椒精油与大豆油体积比例的确定
将花椒精油与大豆油体积比调整为１∶４、２∶３、

３∶２、４∶１后，在２．２．２确定的 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液最佳制
备工艺条件下，考察花椒精油与大豆油体积比对花

椒精油包封率的影响，结果见图４。

图４　不同花椒精油与大豆油体积比下Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ
乳液对花椒精油的包封率

　　由图４可知，随着花椒精油与大豆油体积比的
增加，花椒精油的包封率增加，在花椒精油与大豆

油体积比为２∶３时包封率达到最大值（９２．３４％），
继续减少大豆油体积，花椒精油的包封率下降。因

此，选择花椒精油与大豆油体积比２∶３结合响应面
优化的条件制备花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液，并进行后
续试验。

２．３　花椒精油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液的表征
２．３．１　乳液类型

将花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液分别滴在超纯水和
大豆油中，乳滴在水相中快速分散，在油相中保持团

聚，证明该体系是Ｏ／Ｗ型乳液。
２．３．２　微观结构

图５为未添加纳米颗粒的油水混合物与花椒精
油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液在４００倍显微镜下的微观结构。

图５　Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液的微观图像

　　由图５可知：经过纳米颗粒乳化后的乳液具有
更均匀的结构和特征，乳滴的密度相对较高，而粒径

较小，这与胡亚琼［２０］的研究结果一致。另外，乳滴

的分布并不完全均匀，而是由两种不同粒径大小的

乳滴构成。这种差异在稀释５倍后的乳液微观图像
中更为清晰可见，可能与花椒精油和大豆油的性质

不同有关［２１］。不同的油相可能因其不同的黏度而

形成不同大小的乳滴，通常情况下黏度较高的油相

会形成较大的乳滴，同时其稳定性可能较差。乳滴

显示出明显的轮廓，并呈现出均匀的球形，这表明乳

滴的结构相对稳定［２２］，不存在破乳和析油的现象，

进一步说明了乳液的乳化效果良好。从稀释后的乳

９３２０２４年第４９卷第６期　　　　　　　　　　　　　中　国　油　脂



液微观图可看出，乳滴分布明显更加规则，没有出现

重叠的现象，同样也反映了乳液的出色乳化效果。

２．３．３　热稳定性
加热过程中花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液乳滴粒径

变化如图６所示。

图６　不同加热温度下花椒精油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液乳滴粒径

　　由图６可知，随着加热温度的升高，乳液中的乳
滴粒径逐渐增大。在２０～６０℃范围内，乳滴粒径的
增加幅度相对较小。然而，当温度从 ６０℃升至
８０℃时，乳滴粒径增幅较大。随着温度升高，蛋白
质分子中的疏水基团可能会显露出来，增加了分子

间的吸引力，促使乳滴聚集，进而导致乳滴粒径的增

大。此外，温度升高会增加分子的热运动，可能导致

乳滴之间的碰撞频率增加，也有助于乳液粒径的增

大。这与潘晴楣等［２３］的研究结果类似。

２．３．４　贮藏稳定性
在室温（２６℃）、不同贮藏时间下花椒精油

Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液乳滴粒径变化如图 ７所示。

图７　不同贮藏时间下花椒精油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液乳滴粒径

　　由图７可知，乳液中的乳滴粒径在贮藏时间的
延长过程中未显示明显的变化，这表明该乳液在贮

藏期间表现出出色的稳定性，这对于确保乳液能够

成功应用具有重要意义。这种优良的贮藏稳定性可

能是由于纳米颗粒相对较小，并且 κ－卡拉胶的加
入促使水相发生胶结构化，进一步增强了连续油相

的凝胶网络，从而提高了乳液的水合能力、物理稳定

性及贮藏稳定性［２４］。

２．４　花椒精油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液抑菌活性
经测定，花椒精油对毛霉的ＥＣ５０为５８．３６μＬ／ｍＬ，

在此基础上考察花椒精油及花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳

液对受试菌生长的抑制作用，结果见图８。

图８　花椒精油和花椒精油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液的抑菌生长曲线

　　从图８可以看出，在 ６～７８ｈ之间，花椒精油
Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液组相对于花椒精油组（花椒精油与大
豆油混合物）表现出了更好的抑菌效果。在毛霉的

早期生长阶段，即６～４２ｈ之间，花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ
乳液组的抑菌生长曲线几乎与花椒精油组的重合。

而在４２ｈ后，花椒精油Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液组显示出更好
和更持续的抑菌效果，这表明乳液体系强化了花椒

精油对毛霉的抑制效果，具有更卓越的抑菌性能。

史沛青等［２５］在研究桉叶精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液的抑菌
作用时，观察到了对植物性精油的缓慢释放现象，这

可能是Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液具有更良好抑菌效果的原因。
同时在培养过程中可以观察到，花椒精油组在 ＰＤＡ
培养基中出现了油滴的渗出，而花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ
乳液组在ＰＤＡ培养基中没有油滴渗出，表现出优良
的溶解性。

３　结　论
通过单因素试验和响应面试验，得到花椒精油

Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液最佳制备条件为水相 ｐＨ９．８、纳米颗
粒添加量０．９５％、花椒精油与大豆油混合物（体积
比２∶３）添加量 ５０．６％，此条件下包封率达到了
９２．３４％。此外，花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液在 ２０～
６０℃范围内表现出较好的稳定性，但在６０℃以上不
稳定，在 ３０ｄ的常温（２６℃）贮藏后，粒径变化较
小，证明乳液在常温贮藏条件下具有出色的稳定性。

同时，乳液微观结构中观察到两种不同大小的规则

球形乳滴，分别由大豆油和花椒精油形成，体现出

Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液分散体系的特性，为乳液的稳定性提
供了物理基础。花椒精油 Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液在作用受
试菌前４０ｈ内与花椒精油具有接近的抑菌效果，但
在４２ｈ后表现出更强的抑菌效果，这表明ＲＰＩ－卡
拉胶轭合物纳米颗粒能够实现对花椒精油的缓慢释

放并增强其抑菌稳定性。综上，本研究开发了稳定

负载花椒精油的Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇ乳液，具备良好的热稳定
性、贮藏稳定性和抑菌活性，为ＲＰＩ和花椒精油的进
一步开发利用提供了一定的参考价值。
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