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摘要!以抑菌圈直径试验筛选出的对金黄色葡萄球菌抑

制效果较好的
-

种柑橘#佛手柑!甜橙!蜜柚$精油为油

相"以吐温
4*

为乳化剂"去离子水为水相"通过相转变法

制备纳米乳%结果表明"

-

种柑橘精油纳米乳的配方&精

油质量分数为
)I

!吐温
4*

质量分数为
H(I

!去离子水质

量分数为
,*I

"此条件下制备的纳米乳平均粒径为
!*

"

H*>7

"粒径分布较均匀%抑菌圈直径试验和最小抑菌浓

度试验表明"将
-

种柑橘精油制备成纳米乳"其抑菌活性

均得到提升"其中佛手柑精油纳米乳表现出最强的抑制

金黄色葡萄球菌效果"最小抑菌浓度和最小杀菌浓度均

为
-B,'7

F

(

70

"抑菌活性为纯精油的
HB'

倍%扫描电镜

结果显示"相对于纯精油"佛手柑精油纳米乳对菌体结构

的破坏更显著"说明佛手柑精油纳米乳对食源性病菌金

黄色葡萄球菌具有良好的抑制作用%

关键词!柑橘精油'佛手柑'纳米乳'金黄色葡萄球菌'抑

菌活性
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金黄色葡萄球菌!

><(
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@
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:)?)??5J(5H75J

#是一种常

见的食源性致病菌%可造成呕吐腹痛等症状%因此市售食

品中往往会添加一些防腐剂抑制金黄色葡萄球菌的生

长*

!

+

&随着人们对健康)绿色食品的追求%天然抑菌剂成

为一种趋势&柑橘精油主要存在于柑橘外果皮的油囊

中%可通过蒸馏)冷榨或萃取等技术提取&柑橘精油富含

柠檬烯)松油烯)月桂烯等抑菌活性成分*

H

+

%可作为理想

的天然抑菌剂替代亚硝酸钠)苯甲酸钠等传统防腐

剂*

-[(

+

&然而%柑橘精油水溶性差)易挥发)易氧化%极大

地限制了其应用范围&

纳米乳是一种非热力学稳定的胶体分散体系%粒径

一般为
!*

"

!**>7

*

'

+

%根据油或水作为分散相%分为水包

油型)油包水型)双连续型
-

种*

)

+

&纳米乳具有良好的动

力学稳定性%其乳中乳化剂及其他助乳化剂的存在%降低

了油水界面张力*

,

+

%同时%缩小粒径至纳米级别可减少液

滴聚集)絮凝和引力作用从而显著提高乳液稳定性*

4

+

&

将精油制备成纳米乳能提高精油的水溶性%使得亲脂性

成分快速融入以水为主要溶剂的食品生产体系*

"[!!

+

&另

外%纳米乳具有高分散性)高渗透性等优点%提高了精油

的抗菌)抗氧化等生物活性*

!H[!-

+

&

研究拟以
4

种柑橘精油为原料%金黄色葡萄球菌为

受试菌种%通过抑菌圈大小筛选合适的柑橘精油作为油

相%并以吐温
4*

为乳化剂%去离子水为水相%利用相转变

法制备柑橘精油纳米乳并确定最佳配方&根据平均粒

径)多分散相系数)粒度分布对柑橘精油纳米乳稳定性进

行评价%通过抑菌圈直径)最小抑菌浓度)最小杀菌浓度

以及扫描电镜比较柑橘精油纳米乳和纯精油的抑菌活

性%旨在为柑橘精油作为一种天然食品抑菌剂的开发与

应用提供依据&

!

!

材料与方法
!B!

!

材料与仪器

!B!B!

!

材料与试剂

佛手柑"产地浙江省金华市%市售$

甜橙"产地云南省玉溪市%市售$

酸橙"产地湖南省涟源市%市售$

蜜柚"产地福建省漳州市%市售$

沙田柚"产地广西省容县%市售$

金桔"产地广西省阳朔县%市售$

蜜橘"产地湖南省石门县%市售$

帝王柑"产地广东省德庆县%市售$

金黄色葡萄球菌"广东省微生物培养中心$

无水硫酸钠"分析纯%天津市恒兴化学试剂制造有限

公司$

吐温
4*

"化学纯%国药集团化学试剂有限公司$

苏丹红
ZZZ

"化学纯%上海麦克林生化科技有限公司$

0]

肉汤培养基)

0]

琼脂培养基)

Y1

琼脂培养基"

广东环凯微生物科技有限公司&

!B!BH

!

主要仪器设备

恒温恒湿培养箱"

0126H'*1$6!!

型%上海一恒科学

仪器有限公司$

空气浴摇床"

%26!**]

型%金坛市精达仪器制造有限

公司$

离心机"

WN8>?9!6H)d

O

型%美国
]C@E78>

有限公司$

磁力搅拌器"

1#6)W

型%江苏金怡仪器科技有限

公司$

气相 色 谱'质 谱 联 用 仪"

,4"*W6'",'$

型%美 国

W

F

9:C>?

公司$

扫描电子显微镜"

W*H!**-*!

型%德国
Ĉ9LL

公司$

激光粒度仪"

Ĉ?8L9<CK38>G 2̂"*

型%英国马尔文仪

器公司&

!BH

!

试验方法

!BHB!

!

柑橘精油的制备
!

将柑橘皮与
(

倍质量的水混匀

于烧瓶蒸馏
-T

%将馏分用无水硫酸钠干燥后置于
(P

下

保存备用&

!BHBH

!

菌种活化
!

取甘油管保藏的金黄色葡萄球菌至

4*70

的
0]

肉汤培养基中%

-,P

%

H**K

(

79>

震荡培养

H(T

%取
H**

#

0

培养液接入
4*70

的
0]

肉汤培养基%于

-,P

%

H**K

(

79>

下震荡培养
H(T

%连续培养
H

代%用
0]

肉汤培养基稀释菌体浓度为
!a!*

,

$/̀

(

70

备用&

!BHB-

!

柑橘精油的筛选
!

采用滤纸片*

!(

+法对精油抑菌

效果进行比较筛选%取活化的菌液均匀涂布于
Y1

琼脂

培养基上&将含有
)

#

0

精油的无菌圆盘滤纸片置于平

板%不含精油的空白滤纸片作为对照%平板于
-,P

培养

H(T

%测定抑菌圈大小&

!BHB(

!

柑橘精油化学成分测定
!

参照苏瑾等*

!'

+的方法%

通过气相色谱'质谱!

\$6Y2

#分析柑橘精油化学成分&

!B-

!

柑橘精油纳米乳的制备

!B-B!

!

伪三元相图绘制
!

采用相转变法制备柑橘精油纳

米乳*

!)

+

&固定柑橘精油和吐温
4*

的质量为
H

F

%按

L

乳化剂
cL

精油分别为
"c!

%

4cH

%

,c-

%

)c(

%

'c'

%

(c)

%

-c,

%

Hc4

%

!c"

于烧杯中混匀%

H'P

)

'**K

(

79>

下磁力

搅拌%以
!70

(

79>

的流速依次向烧杯中滴加去离子水%

当烧杯中溶液由澄清变浑浊再变澄清时%即为相转变点%

记录此时所滴加的去离子水质量%并计算各组分在相转

变点的质量分数%用
XK9

F

9>4B*

绘制伪三元相图&

!B-BH

!

纳米乳平均粒径)多分散相系数!

&QZ

#及粒度分布

%$!

"

_G:B-,

"

3GB-

蒋书歌等!柑橘精油纳米乳的制备及对金黄色葡萄球菌的抑制活性研究



测定
!

将样品用去离子水稀释
!**

倍以避免多重散射的

影响%使用马尔文激光粒度仪测定乳液的平均粒径)

&QZ

及粒度分布%测定条件为温度
H'P

%散射角
!,-j

)平衡时

间
'79>

)测试时间
'79>

&

!B(

!

柑橘精油纳米乳抑菌性

!B(B!

!

纳米乳抑菌活性

!

!

#纳米乳抑菌圈直径"取活化后的菌液
!**

#

0

均

匀涂布于
Y1

琼脂培养基上&将含有
H*

#

0

纳米乳或普

通乳液的无菌圆盘滤纸片置于平板%其中普通乳液中各

组分含量与纳米乳一致%通过初步混合制备&空白组添

加含
H(I

吐温
4*

的稀释液&平板于
-,P

下培养
H(T

%

测定抑菌圈大小&

!

H

#纳米乳最小抑菌浓度"参照
\AG

等*

!(

+的方法采

用倍半稀释法分别测定柑橘精油纳米乳及对应浓度纯精

油的最小抑菌浓度!

YZ$

#和最小杀菌浓度!

Y]$

#&

!B(BH

!

纳米乳对微生物微观结构的影响
!

参照
YG

F

T979

等*

!,

+的方法用扫描电镜!

25Y

#观察经纳米乳处理后的

金黄色葡萄球菌的形态变化&

!B'

!

统计分析

所有试验数据均以-平均值
e

标准差.表示&使用

\K8

O

T&8D&K9L74

软件进行绘图与
W3X_W

差异显著性

分析!

&

#

*B*'

#&

H

!

结果与分析

HB!

!

柑橘精油的筛选

HB!B!

!

柑橘精油抑菌性
!

由图
!

和表
!

可知%抑菌圈直

径大小分别为佛手柑
-

蜜柚
-

甜橙
-

帝王柑
-

沙田柚
-

金桔
-

酸橙
-

蜜橘%且佛手柑)蜜柚)甜橙三者抑菌圈大

小无显著性差异%因此筛选出抑菌效果较好的佛手柑)蜜

柚)甜橙精油进一步试验&

HB!BH

!

柑橘精油化学成分
!

由表
H

可知%分别鉴定了
-

种

精油中的
-*

种化合物%其分别占出峰总物质的
",B,(I

!佛手柑#%

"4B4)I

!甜橙#%

"4B()I

!蜜柚#&佛手柑精油

的主 要 化 合 物 为
!

6

松 油 烯 !

-'B",I

#)

P6

柠 檬 烯

!

-HB,"I

#)

-6

蒈烯!

'B!'I

#$甜橙精油的主要化合物为

P6

柠 檬 烯 !

,-B4)I

#)

%

6

月 桂 烯 !

,B)'I

#)

%

6

水 芹 烯

!

-BH!I

#$蜜 柚 精 油 的 主 要 化 合 物 为
P6

柠 檬 烯

!

')B'HI

#)

%

6

月桂烯!

H)B4HI

#)

%

6

蒎烯!

(B,HI

#&据报

道*

!4[!"

+

%

!

6

松油烯和
P6

柠檬烯具有广谱抑菌效果&此

图
!

!

4

种柑橘精油对金黄色葡萄球菌抑菌效果图

/9

F

AKC!

!

Q98

F
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F

T?
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:)?)??5J(5H75J

外%蒈烯)月桂烯及
%

6

蒎烯等其他主要成分也具有较好的

抑菌活性*

H*[HH

+

&

HBH

!

柑橘精油纳米乳的制备

HBHB!

!

伪三元相图的绘制
!

由图
H

可知%当
L

乳化剂
c

L

精油为
'c'

%

(c)

%

-c,

%

Hc4

%

!c"

时%佛手柑精油纳米

乳无相转变%当
L

乳化剂
cL

精油 为
(c)

%

-c,

%

Hc4

%

!c"

时%甜橙)蜜柚精油纳米乳无相转变%这些情况下均无法

形成纳米乳&由于载油量越大抑菌活性越强%因此选择

载油量最大的组合作为纳米乳最优配方&当
L

乳化剂
c

L

精油为
4cH

时%佛手柑清油)甜橙精油)蜜柚精油
-

种乳

液中精油均具有最大质量比%分别为!

'B",e*B**

#

I

%

!

)B,"e*B**

#

I

%!

)B!,e*B**

#

I

%故选取
L

乳化剂
cL

精油 为

4cH

制备乳液&为避免载油量差异对后续抑菌试验造成

偏差%将
-

种纳米乳的配方统一设定为精油质量分数

)I

)吐温
4*

质量分数
H(I

)水质量分数
,*I

&

HBHBH

!

纳米乳平均粒径)

&QZ

及粒度分布
!

在确定最佳

配方基础上%制备
-

种柑橘精油纳米乳%分别测定其平均

粒径)

&QZ

及粒径分布%结果见表
-

)图
-

&

!!

由表
-

可知%佛手柑精油)甜橙精油)蜜柚精油
-

种

纳米乳的平均粒径分别为!

!'B*!e*B4'

#%!

!'B-)e*B,)

#%

!

!,B(-e*BHH

#

>7

%佛手柑与甜橙之间无显著性差异%蜜

柚的平均粒径偏大&佛手柑精油纳米乳的
&QZ

显著低于

甜橙精油纳米乳和蜜柚精油纳米乳%

&QZ

越小%乳液液滴

分布越均匀%体系越稳定%说明佛手柑精油纳米乳相较其

他两种纳米乳粒径分布更均匀&粒度分布结果更直观反

映了
-

种纳米乳在稳定性上的差异%其中佛手柑精油

纳米乳的粒径分布最窄且呈单峰%说明液滴粒径一致性

表
!

!

4

种柑橘精油对金黄色葡萄球菌抑菌圈直径的影响k

%8M:C!

!

5RRC@?GRC9

F

T?@9?KALCLLC>?98:G9:LG>9>T9M9?9G><G>CGR><(

T

@

+

:)?)??5J(5H75J 77

佛手柑 酸橙 沙田柚 甜橙 金桔 蜜橘 蜜柚 帝王柑

!'B(4e*B(4

8

"B-He*B,"

D

F

!*BH"e*B4(

DC

!(B)'e*B,*

8@

"B''e*B,(

DR

"BH*e*B*)

DT

!(B))e*B4"

8M

!*B44e*BH'

D

!

k

!

字母不同表示差异显著!

&

#

*B*'

#&

&$!
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表
H

!

-

种柑橘精油的化学成分分析

%8M:CH

!

W>8:

S

L9LGR?TC@TC79@8:@G7

O

G>C>?LGR?TKCC@9?KALCLLC>?98:G9:L

佛手柑

化合物 含量(
I

甜橙

化合物 含量(
I

蜜柚

化合物 含量(
I

!

6

松油烯
-'B", P6

柠檬烯
,-B4) P6

柠檬烯
')B'H

P6

柠檬烯
-HB,"

%

6

月桂烯
,B)'

%

6

月桂烯
H)B4H

-6

蒈烯
'B!'

%

6

水芹烯
-BH!

!

[

#

6

%

6

蒎烯
(B,H

萜品油烯
-B,'

$

6

蒎烯
HB"(

%

6

荜澄茄烯
!B4-

!

[

#

6

%

6

蒎烯
HB!* -6

蒈烯
HB)"

罗勒烯异构体混合物
!B'"

!

9

#

6

%

6

罗勒烯
HB**

芳樟醇
!B'*

!

l

#

6

$

6

蒎烯
!BH(

!

9

#

6

柠檬醛
!B")

正癸醛
!B*!

顺式
6

氧化芳樟醇
*B,!

$

6

松油醇
!B)4

$

6

松油醇
*B)4

H

%

)

%

!!

%

!'6

四甲基十六碳
6H

%

)

%

4

%

!*

%

!(6

五烯
*B'(

!

!

#

6-

%

,6

二甲基辛
6H

%

)6

二烯醛
!B)'

!

[

#

6(6

萜品醇
*B'4

柠檬烯
*B("

%

6

月桂烯
!B(-

!

9

#

6

柠檬醛
*B'4

芳樟醇
*B-,

罗勒烯异构体混合物
!B-,

萜品油烯
*B',

!

!

#

6-

%

,6

二甲基
6H

%

)6

辛二烯醛
*B-,

%

6

没药烯
!B!,

!

!

#

6-

%

,6

二甲基辛
6H

%

)6

二烯醛
*B('

!

9

#

6

柠檬醛
*B-'

%

6

石竹烯
!B*!

!

6

松油烯
*B(H

,

6

榄香烯
*B-H

$

6

香柠檬烯
*B4!

罗勒烯异构体混合物
*B-,

$

6

松油醇
*BH)

(6

萜烯醇
*B)'

壬醛
*BH4

$

6

水芹烯
*BH-

!

l

#

6

大根香叶烯
6P *B)'

正辛醇
*BH,

%

6

榄香烯
*BH*

H6

蒈烯
*B'4

巴伦西亚橘烯
*BH*

%

6

石竹烯
*BH*

%

6

荜澄茄烯
*B''

十二醛
*BH*

!

6

榄香烯
*BH*

橙花醇
*B-"

%

6

石竹烯
*B!"

二环大根香叶烯
*B!"

间异丙基甲苯
*B-4

橙花醇
*B!,

橙花醇
*B!4

罗勒烯
*B-4

%

6

荜澄茄烯
*B!'

!

[

#

6(6

萜品醇
*B!)

!

[

#

6(6

萜品醇
*B-(

!

l

#

6

香茅醛
*B!H

正癸醛
*B!'

芳樟醇
*B!)

H

%

)

%

!*6

三甲基
6

十二碳
6H

%

)

%

"

%

!!6

四烯醛
*B!H

!

6

松油烯
*B!-

二环大根香叶烯
*B!'

反式
6!

%

(6

二甲基环辛烷
*B!!

香叶醇
*B!-

十一醛
*B!-

!

l

#

6

,

6

杜松烯
*B!!

顺式
6

橙花叔醇
*B!H

橙花醇乙酸酯
*B!H

$

6

甜橙醛
*B!! H6

蒈烯
*B!!

三环烯
*B!H

%

6

榄香烯
*B*"

反式
6

2

6

薄荷基
6H

%

46

二烯醇
*B!*

桉油烯醇
*B!!

柠檬烯
*B*4 H6

乙基
6(6

戊烯醛
*B*"

!

[

#

6

$

6

荜澄茄油烯
*B!*

香叶醇
*B*4

!

l

#

6

,

6

杜松烯
*B*,

乙酸香叶酯
*B*"

!

[

#

6

$

6

蒎烯
*B*,

紫苏烯
*B*,

合计
",B,( "4B4) "4B()

66666666666666666666666666666666666666666666

图
H

!

-

种柑橘精油纳米乳的伪三元相图
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!
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蒋书歌等!柑橘精油纳米乳的制备及对金黄色葡萄球菌的抑制活性研究



表
-

!

-

种柑橘精油纳米乳的平均粒径及
&QZ

k

%8M:C-

!

%TC8NCK8

F

C

O

8K?9@:CL9<C8>D&QZGR?TKCC@9?KAL

CLLC>?98:G9:>8>GC7A:L9G>L

类别 粒径(
>7 &QZ

佛手柑
!'B*!e*B4'

8

*BH4!e*B*H*

8

甜橙
!

!'B-)e*B,)

8M

*B-,(e*B*-*

M@

蜜柚
!

!,B(-e*BHH

@

*B-,!e*B*H'

M

!!!!

k

!

字母不同表示差异显著!

&

#

*B*'

#&

好&佛手柑精油纳米乳的高稳定性可能与佛手柑精油中

高比例极性化合物有关%极性化合物会促进吐温
4*

在液

滴界面上的覆盖%从而进一步改善乳化作用并产生相对

较强的界面*

H-

+

&

HB-

!

柑橘精油纳米乳的抑菌性

HB-B!

!

纳米乳抑菌活性
!

由表
(

可知%与普通精油乳

液相比%

-

种柑橘精油纳米乳的抑菌圈直径显著增大&

佛手柑)甜橙)蜜柚精油的
YZ$

分别为
"B-,'

%

!4B,'*

%

图
-

!

-

种柑橘精油纳米乳的粒径分布图

/9

F

AKC-

!

Q98

F

K87LGR?TC

O

8K?9@:CL9<CD9L?K9MA?9G>GR?TKCC@9?KALCLLC>?98:G9:>8>GC7A:L9G>L

!4B,'*7

F

(

70

%且三者
YZ$

与
Y]$

一致$而佛手柑)甜

橙)蜜柚精油纳米乳的
YZ$

分 别 为
-B,'*

%

!'B***

%

,B'**7

F

(

70

%

Y]$

分 别 为
-B,'*

%

!'B***

%

!'B***7

F

(

70

&

-

种柑橘精油中%佛手柑精油对金黄色

葡萄球菌的抑菌活性最强%甜橙)蜜柚精油抑菌活性无明

显差异&将精油制备成纳米乳后%佛手柑精油纳米乳的

抑菌效果提升最显著%其
YZ$

)

Y]$

均为纯精油的

HB'

倍%而另外
H

种精油纳米乳的抑菌活性也有小幅度的

提升&佛手柑精油纳米乳的最高抑菌活性可能与以下两

方面有关"

$

P6

柠檬烯是甜橙)蜜柚精油的主要成分%相

对于佛手柑精油的主要成分
!

6

松油烯%其抗氧化能力更

强%对氧气更加敏感*

!4

+

%纳米乳制备过程中%样品由于空

气)磁力搅拌等因素可能在一定程度上造成柠檬烯的损

失%导致抑菌效果产生明显差异$

%

更稳定的乳液体系能

降低乳液在贮藏及加工过程中破乳)分层)聚集等现象的

表
(

!

金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径$

YZ$

及
Y]$

k

%8M:C(

!

Z>T9M9?9G><G>C

"

YZ$8>DY]$GR

><(

T

@

+

:)?)??5J(5H75J

样品
抑菌圈

直径(
77

YZ$

(

!

7

F

,

70

[!

#

Y]$

(

!

7

F

,

70

[!

#

佛手柑精油纳米乳
!(BH(e*BH4

8

-B,'* -B,'*

佛手柑精油
!!!

!*B(!e*B'*

@D

"B-,' "B-,'

甜橙精油纳米乳
!

!HB)*e*B-"

M

!'B*** !'B***

甜橙精油
!!!!

4B'4e*B!*

C

!4B,'* !4B,'*

蜜柚精油纳米乳
!

!*B,!e*B()

@

,B'** !'B***

蜜柚精油
!!!!

)B"He*B''

R

!4B,'* !4B,'*

!

k

!

字母不同表示差异显著!

&

#

*B*'

#&

产生%避免乳液成分损失*

H(

+

%纳米乳稳定性试验表明%佛

手柑精油纳米乳在
-

种纳米乳中稳定性最好%抑菌过程

中有效成分挥发相对较少%因此抑菌效果提升最明显&

精油成分上的优势以及纳米乳的高稳定性%可能是佛手

柑精油纳米乳表现出较高抑菌活性的主要原因&

HB-BH

!

纳米乳对微生物微观结构的影响
!

由图
(

可知%

与空白对照组和纯精油处理的细胞相比%纳米乳处理的

微生物细胞呈现明显的形态学变化&空白对照组的微生

物细胞具有光滑完整的表面$精油处理组的微生物细胞

形态结构受到较小程度的破坏%某些细胞出现凹陷)变

形%但大部分细胞仍完整$而纳米乳处理的微生物细胞呈

图
(

!

金黄色葡萄球菌的扫描电子显微镜图
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F
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!
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现大面积不同程度的变形)粘连及破损%有更大范围的凹

陷和畸形细胞群体&说明佛手柑精油及其纳米乳对金黄

色葡萄球菌均具有良好的抑制作用%且纳米乳的抑菌效

果更显著&

-

!

结论
探究了柑橘精油纳米乳对食源性细菌金黄色葡萄球

菌的抑制作用%筛选出了抑菌效果最强的
-

种柑橘精油

!佛手柑)甜橙)蜜柚#&结果显示%当精油质量分数为

)I

)吐温
4*

质量分数为
H(I

)去离子水质量分数为
,*I

时%制备的纳米乳粒径为
!*

"

H*>7

且分布较均匀%其中

佛手柑精油纳米乳的稳定性最佳&抑菌试验表明%将
-

种

柑橘精油制备成纳米乳后其抑菌活性得到不同程度的提

升%其中佛手柑精油纳米乳的抑菌活性提升为纯精油的

HB'

倍%具有最突出的抑制金黄色葡萄球菌效果%这可能

与乳液稳定性及不同品种柑橘精油的成分差异有关&扫

描电镜表明%佛手柑精油纳米乳及其纯精油对微生物形

态结构都具有破坏作用%且纳米乳的破坏程度更显著&

试验制备的佛手柑精油纳米乳对金黄色葡萄球菌具有良

好的抑制作用%可作为一种天然抗菌剂进一步开发利用&
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