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结冷胶改善薄荷醇水包油乳液的稳定性
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摘要：［目的］改善薄荷醇易挥发、水不溶的缺陷。［方法］采用不同浓度的结冷胶（0~1%）和分离乳清蛋白制备包埋薄荷

醇的水包油乳液，考察结冷胶浓度对乳液微观结构、粒径电位、薄荷醇包封率和界面流变性质的影响，分析结冷胶对薄

荷醇水包油乳液的 pH 稳定性、离心稳定性和贮藏稳定性的改善作用。［结果］结冷胶在乳液液滴表面吸附，并在水相中

形成三维网络，导致乳液粒径增大与薄荷醇包封率提高。同时，结冷胶导致乳液黏度提高和界面张力下降，并呈现量

效关系。稳定性分析显示，添加 0.75% 结冷胶的乳液具有良好的乳液稳定性、最低的离心不稳定指数（趋近于 0）和最

高的薄荷醇贮藏保留率［（92.8±0.34）%］。［结论］结冷胶能够有效改善薄荷醇水包油乳液的稳定性。
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Improvement of stability of menthol-loaded oil-in-water 

emulsions with gellan gum
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Abstract: ［［Objective］］ To address the volatile and water-insoluble nature of menthol. ［［Methods］］ Various concentrations of gellan gum 

(ranging from 0% to 1% w/w) and whey protein isolate were adopted to formulate oil-in-water emulsions encapsulating menthol. The effects 

of gellan gum concentration on the emulsions’ microstructure, particle size, zeta potential, menthol encapsulation efficiency, and interfacial 

rheological properties were examined. The enhancement effects of incorporating gellan gum on the pH stability, centrifugal stability, and 

storage stability of the menthol-loaded oil-in-water emulsions were elaborated. ［［Results］］ Gellan gum was adsorbed onto the emulsion 

droplet surfaces, forming a three-dimensional network within the aqueous phase and resulting in an increase in emulsion particle size and an 

improved menthol encapsulation efficiency. Furthermore, gellan gum led to an elevation in emulsion viscosity and a reduction in interfacial 

tension, demonstrating a dose-dependent relationship. Stability analysis indicated that the emulsion formulated with 0.75% w/w gellan gum 

exhibited superior stability, the lowest centrifugal instability index (approaching zero), and the highest menthol retention rate during storage 

[(92.8±0.34)%]. ［［Conclusion］］ Gellan gum can effectively enhance the stability of the menthol-loaded oil-in-water emulsions.
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L-薄荷醇，又名薄荷脑，是一种环状单萜醇，具有愉悦

的薄荷香味，具有抗炎、抗真菌、镇痛等特性，被广泛应用

于饮料、口香糖、糖果等食品中［1-2］。由于薄荷醇具有高

挥发、水不溶的特性，在加工贮藏过程中极易挥发损失［3］。

Liu 等［4］研究表明，在 25 ℃、相对湿度 60% 和密封聚乙烯

包装条件下贮藏 3 个月后，L-薄荷醇的保留率仅为 0.2%，

极大地限制了其在饮料等食品中的应用。

采用乳化包埋技术封装薄荷醇是防止其挥发损失的
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有效手段［5-6］。通过水包油纳米乳液将薄荷醇封装在内

部油相，可以增强薄荷醇的稳定性、控释性和抗氧化性等

性能，还能够改善薄荷醇水溶性低的缺点［7］。作为常用的

食品水包油乳液乳化剂，分离乳清蛋白（WPI）在乳液形成

的过程中吸附在油水界面形成界面膜，通过其携带的静

电斥力和空间位阻的作用稳定乳液［8］。然而，蛋白质稳定

的乳液系统在贮藏过程中仍存在聚集、絮凝等不稳定缺

陷［9］。Wang 等［10］采用大豆分离蛋白和大豆种皮多糖协同

稳定水包油乳液，添加 0.05%~0.15% 大豆种皮多糖能够

使乳液液滴的粒径更小，贮藏稳定性较单独由蛋白质稳

定的乳液提高。目前，关于利用多糖强化蛋白质乳液以

提高薄荷醇稳定性的研究尚未见报道。

试验拟采用分离乳清蛋白和结冷胶制备包埋薄荷醇

的水包油乳液，通过控制体系中结冷胶浓度，分析乳液微

观结构、粒径电位、薄荷醇包封率、界面流变学特性以及

物理化学稳定性的变化规律，探究结冷胶对分离乳清蛋

白乳液封装薄荷醇稳定性的作用规律，以期为开发应用

于饮料的高稳定薄荷醇乳液提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂　

分离乳清蛋白：食品级，含量＞92%，丹麦阿拉食品原

料有限公司；

L-薄荷醇：食品级，含量＞99%，安徽爱迪香料有限

公司；

低酰基结冷胶：食品级，帝斯曼有限公司；

中链甘油三酯（MCT）：食品级，青岛海之源生命科技

有限公司；

2-苯乙基丙酸酯、无水乙醇、盐酸、氢氧化钠：分析纯，

上海麦克林生化有限公司；

尼罗红、异硫氰酸荧光素酯（FITC）：分析纯，西格玛

奥德里奇（上海）贸易有限公司。

1.1.2　主要仪器设备　

纳米粒子分析仪：Nano ZSP 型，英国马尔文仪器有限

公司；

稳定分析仪：LUMiSizer 型，德国 LUM GmbH 有限

公司；

气相色谱仪：Agilent/8890 型，美国安捷伦科技有限

公司；

激 光 共 聚 焦 显 微 镜 ：OLympus FV10i 型 ，日 本

OLYMPUS 公司；

扫描电子显微镜：ZEISS sigma 300型，德国蔡司公司；

流变仪：MCR302 型，奥地利安东帕有限公司；

界面扩张流变测量仪：OCA11 型，德国德飞仪器有限

公司；

动态高压微射流：M-110EH30 型，美国 Microfluidic

公司；

高速分散机：T18 型，德国 IKA 公司。

1.2　方法

1.2.1　薄荷醇水包油乳液制备　根据 Liu 等［11］的方法进

行修改。将 WPI粉末溶解于蒸馏水中，制备 5% 的 WPI溶

液。配制不同浓度的结冷胶溶液并分别与 WPI 溶液等质

量 混 合 ，以 含 有 2.5% 的 WPI 以 及 0%，0.25%，0.50%，

0.75%，1.00% 结冷胶的混合溶液作为水相。将 1 g 薄荷醇

晶体溶于 5 g MCT 作为油相。按油水质量比 3∶47 将油相

加入水相中，14 000 r/min 分散 2 min 形成粗乳液。将粗乳

液用微射流 30 MPa 处理一次，得到含有 1% 薄荷醇的水

包油乳液。

1.2.2　微观结构分析　将油相和水相分别用 0.01 g/mL

尼罗红丙酮溶液和 0.01 g/mL FITC 水溶液染色（尼罗红、

FITC 发射波长分别为 488，633 nm）。使用激光共聚焦显

微镜（CLSM）观察乳液荧光图像。将冻干后的薄荷醇乳

液样品掰出平整截面，并通过导电胶黏附在样品台上进

行喷金处理，使用扫描电子显微镜（SEM）观察截面外观

形态。

1.2.3　粒径和 Zeta 电位分析　根据刘冬雪等［12］的方法，

测量前将乳液样品使用去离子水稀释约 100 倍，避免多重

散射。

1.2.4　薄荷醇包封率测定　以无水乙醇为溶剂，配制质量

浓度为 10 mg/mL 的 2-苯乙基丙酸酯内标萃取溶液。参照

胡梓曼［13］的方法并修改，取 50 mL 薄荷醇乳液，7 000 r/min

离 心 10 min，取 上 清 液 5 mL，加 入 5 mL 萃 取 液 ，过

0.45 μm 尼龙有机相滤膜，测得未包封的薄荷醇含量。取

薄荷醇乳液 50 mL，并加入 50 mL 萃取液，充分混匀，超

声、涡旋振荡 30 min，4 000 r/min 离心 10 min，上清液过

0.45 μm 尼龙有机相滤膜后，待 GC 进样分析，测得样品中

的 薄 荷 醇 总 含 量 。 GC 条 件 ：载 气 为 氦 气（纯 度 ≥
99.999%），色 谱 柱 为 HP-5 色 谱 柱（30 m×0.32 mm×
0.25 μm），分流进样，分流比 50∶1，进样口温度 250 ℃，初

始温度 160 ℃（保持 2 min），升温程序以 5 ℃/min 速率由

160 ℃ 升 至 200 ℃ ，FID 检 测 器 温 度 250 ℃ ，氢 气 流 速

40 mL/min，空气流速 400 mL/min，尾吹气（氦气）流速

1.2 mL/min，进样量 1 μL。根据 GC 结果计算样品中薄荷

醇含量，绘制标准曲线（R2＞0.999），按式（1）计算薄荷醇

包封率。

EE= m 1

m 2
× 100%， （1）

式中：

EE——乳液中薄荷醇包封率，%；

m1——上清液中测得的薄荷醇含量，mg；

m2——样品中薄荷醇总含量，mg。
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1.2.5　流变特性分析　根据万俊等［14］的方法。

1.2.6　油水界面张力测定　根据 Feng 等［15］的方法进行修

改。采用悬滴法测量界面张力，选用 500 μL 的微量注射

针吸取一定体积含不同浓度的结冷胶水相，向装有含薄

荷醇油相的透明玻璃皿中滴入合适体积的水相使其达到

似掉非掉的状态，观察并记录界面张力的变化情况。

1.2.7　pH 稳定性测定　根据郝慧敏等［16］的方法并修改。

使用 2 mol/L 的 HCl 或 NaOH 调节乳液 pH 值，记录不同

pH 值（3，5，7）对乳液外观形态、粒径和电位的影响。

1.2.8　离心稳定性测定　根据 Li等［17］的方法并修改。将

样品置于直径为 2 mm 的样品管中，4 000 r/min 离心 1 h，

记录样品透射率变化情况和外观形态。

1.2.9　 贮 藏 稳 定 性 测 定　 参 照 Wang 等［18］的 方 法 ，按

式（2）计算薄荷醇的贮藏保留率。

RR= m 1

m 2
× 100%， （2）

式中：

RR——薄荷醇的贮藏保留率，%；

m1——样品中贮藏期间的薄荷醇含量，mg；

m2——样品中初始薄荷醇含量，mg。

1.3　数据处理

所有试验均重复 3 次，结果以平均值±标准差表示。

使用 SPSS 26.0 软件进行显著性差异分析（显著水平 P＜
0.05），采用 Origin 2022 软件绘图。

2　结果与分析

2.1　微观结构

采用 CLSM 观察乳液的微观结构，被尼罗红染色的

油相呈绿色荧光，被 FITC 染色的结冷胶呈红色荧光。由

图 1（a）可知，油相以乳滴形式分散在水相中，说明 WPI 稳

定的水包油乳液形成。随着结冷胶的加入，乳滴表面出

现红色荧光，说明结冷胶在乳滴表面吸附。背景未出现

结冷胶的红色荧光，可能是荧光对比度导致的背景偏暗

而未能显示，因此采用 SEM 观察结冷胶对乳液水相结构

的影响。由图 1（b）可知，当乳液中未添加或添加低浓度

（0.25%）结冷胶时，截面呈互不相连的多层分布。随着结

冷胶浓度的提高，截面层间出现交联。当结冷胶浓度为

0.75%，1.00% 时，冻干截面显示出多孔的网络结构，说明

水相分布的结冷胶形成多糖网络，网络随结冷胶浓度的

提高而更加密集。

2.2　粒径、电位与包封率

由图 2（a）可知，随着结冷胶浓度的增加，乳液粒径从

（338.00±26.72） nm 逐渐增大至（665.00±22.15） nm，PDI

值均<0.3，可能是多糖在液滴颗粒表面的静电吸附导致

粒径增大［19］，与 CLSM 观察乳液的微观结构相对应，结冷

胶包覆在 WPI 外侧使得粒径变大。随着结冷胶浓度的增

加，乳液的 Zeta 电位绝对值先减小后增大，可能是结冷胶

的酸性 pH 导致蛋白质的电位值降低，而随着结冷胶浓度

的提高，结冷胶自身的负电荷密度升高导致电位值升高。

由图 2（b）可知，随着结冷胶浓度的增加，薄荷醇的包

封率逐渐上升，总体包封率均达到 80% 以上，其中结冷胶

浓 度 为 0.75%，1.00% 时 的 包 封 率 分 别 达 到（92.35±
2.25）%和（92.18±1.01）%，具有较高的包封率水平。Luz

等［20］使用辛烯基琥珀酸酐改性淀粉稳定的乳液相较于其

他的表面活性剂，有效将牛至油的包封率提高到（97.12±
0.01）%，说明多糖的加入能够有效提高挥发性精油的包

图 1　不同结冷胶浓度的薄荷醇乳液的 CLSM 图像与冻干乳液截面 SEM 图像

Figure 1　CLSM images of menthol emulsions with varying gellan gum concentrations and cross-sectional SEM images of 

freeze-dried emulsions （×200）
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封率。在乳液中添加结冷胶能够有效提高薄荷醇的包封

率，防止乳液制备过程中的薄荷醇挥发损失。

2.3　流变与界面张力

由图 3（a）可知，随着剪切速率的提高，乳液黏度下

降，出现剪切稀化行为。相同剪切速率下，乳液黏度与结

冷胶浓度成正比，这与随结冷胶浓度提高而趋于密集的

多糖网络所导致的更大剪切阻力相关［21］。

由图 3（b）可知，添加结冷胶可显著降低油水界面的

界面张力，且随着结冷胶浓度的提高，界面张力降低更明

显，与 Alizadeh 等［22］的结论类似。吸附在液滴界面的多

糖和蛋白质共同作用，降低了体系的自由能，从而降低了

界面张力并延迟了相分离速度，能够维持乳液稳定。

2.4　pH稳定性

由图 4（a）可知，当 pH 为 3 时，0% 结冷胶的乳液出现

絮凝分层，这与接近等电点条件下蛋白质乳液电位值偏

低有关；而 1.00% 结冷胶的乳液凝固，可能与结冷胶羧基

质子化导致的静电排斥力降低有关。除上述二者外，所

有乳液外观均一。由图 4（b）和图 4（c）可知，当 pH 为 3

时，乳液的粒径随结冷胶浓度的增加而降低，这与结冷胶

附着增大了乳液电位值从而避免了乳液絮凝有关。当 pH

为 5，7 时，乳液粒径随着结冷胶浓度的增加而增大，这与

乳液的共聚焦图像对应，结冷胶在乳液表面吸附增大了

液滴粒径。同时，在所选测试 pH 范围内，结冷胶浓度均

与电位值呈正相关，因此提高结冷胶浓度能够有效提高

乳滴间的静电斥力，避免液滴聚集，有效提高乳液的稳定

性［23］，与 Qiu 等［24］的结论相似。

2.5　离心稳定性

由图 5 可知，单独蛋白质稳定的乳液在离心过程中乳

液明显上浮，底部透光率明显升高，不稳定指数为 0.216±
0.019。添加少量结冷胶（0.25% 和 0.50%）的乳液底部透

光程度降低，乳液上浮现象略有改善。随着结冷胶浓度

提高至 0.75%，乳液上浮明显改善，离心前后透光曲线无

图 3　不同浓度结冷胶的薄荷醇乳液的剪切黏度及界面张力

Figure 3　Shear viscosity and interfacial tension of menthol emulsions with various concentrations of gellan gum

小写字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 2　不同结冷胶浓度的薄荷醇乳液粒径、PDI、Zeta 电位及薄荷醇包封率

Figure 2　Particle size， polydispersity index （PDI）， Zeta potential， and menthol encapsulation efficiency of menthol 

emulsions with varying concentrations of gellan gum
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明显变化，不稳定指数趋近于 0，说明结冷胶通过形成一

个三维网络来限制液滴的运动，有助于提高乳液的稳定

性［25］。进一步提高结冷胶浓度，乳液的离心稳定性反而

下降，可能是由于多糖浓度的增加，超过了临界浓度，多

糖分子间的相互作用力增加，乳化能力下降使乳液液滴

聚集。

2.6　贮藏稳定性

由图 6（a）可知，新制备的乳液外观均一，而在贮藏终

点，结冷胶浓度为 0% 和 1.00% 的乳液出现分层现象，表

明结冷胶在一定浓度范围内能够稳定乳液体系，而未添

加结冷胶和添加过量的结冷胶均会对乳液的稳定性产生

影响，破坏乳液的体系稳定。这种现象可能是单独由蛋

白质稳定的乳液容易絮凝上浮，而结冷胶形成的三维网

络结构对乳液液滴形成空间位阻，从而提高了稳定性。

多糖浓度过高，超过了临界多糖浓度导致絮凝，乳液液滴

被迫聚集在一起出现相分离现象［26］。

由图 6（b）可知，添加 0% 结冷胶的乳液中薄荷醇含量

在贮藏初期快速下降，最终保留率为（65.50±1.33）%，说

明单纯的蛋白质无法阻止薄荷醇挥发。添加结冷胶的乳

液在整个贮藏期间的薄荷醇保留率均大于单纯蛋白稳定

的乳液，其中结冷胶浓度为 0.75% 的薄荷醇乳液在贮藏结

束后保留率高达（92.80±0.34）%，远远高于未添加多糖

的，说明结冷胶通过在乳滴表面附着和在水相形成三维

网络，限制了乳液液滴的布朗运动，能够有效阻止薄荷醇

小写字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 4　薄荷醇乳液在不同 pH 条件下的外观、粒径和 Zeta 电位

Figure 4　Appearance， particle size， and Zeta potential of menthol emulsions under different pH conditions

小写字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 5　不同结冷胶浓度薄荷醇乳液的离心稳定性谱图及不稳定指数

Figure 5　Centrifugal stability profiles and instability index of menthol emulsions with various concentrations of gellan gum
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的损失［27］。结冷胶浓度为 1.00% 的乳液在贮藏期间保留

率下降，是由于乳液不稳定导致包封薄荷醇释放，与离心

稳定性结果相一致。

3　结论

采用分离乳清蛋白和结冷胶协同稳定薄荷醇乳液，

分析了结冷胶浓度对乳液稳定性的影响。结果表明，随

着结冷胶浓度的增加，结冷胶在液滴表面附着，同时在水

相形成三维网络，提高了乳液粒径和薄荷醇包封率，增大

了乳液黏度，降低了油水界面张力。稳定性分析显示，添

加 0.25%，0.50%，0.75% 结冷胶的乳液在所选 pH 范围内

具有良好稳定性。添加 0.75% 结冷胶的乳液具有最佳的

离心稳定性和薄荷醇保留率。该研究虽明确了薄荷醇负

载乳液制备的相关表征分析，但仅基于模拟体系，未拓展

至真实饮料中应用。饮料体系中的基质成分对薄荷醇乳

液稳定性及薄荷醇保留率的影响尚未验证，且未系统探

究饮料中 pH、离子强度对二者的作用规律与机制。后续

需构建乳液和真实饮料复合体系，分析基质相互作用，揭

示 pH、离子强度的影响机制，筛选环境耐受性乳化体系，

推动其在饮料行业的工业化应用。
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