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响应面法优化乙基纤维素包封D-柠檬烯精油
纳米颗粒工艺及其理化特性研究
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摘要：【目的】旨在通过优化D-柠檬烯精油的包埋工艺，解决其在实际应用中存在的水溶性差、刺激性气味明显

及稳定性不足等问题，为其综合利用及抗氧化功能产品的开发提供理论依据。【方法】以乙基纤维素（EC）作为壁

材，D-柠檬烯精油（DL）作为芯材，采用反溶剂沉淀法将D-柠檬烯精油包埋于乙基纤维素中，形成D-柠檬烯精

油/乙基纤维素纳米颗粒（DENPs）。通过单因素试验考察质量比（芯壁材比）、料液比（芯壁材和正反溶剂比）以

及滴加速度（芯壁材从正溶剂滴入反溶剂的速度）对纳米颗粒包封率的初步影响。在此基础上，以包封率为响

应值，进行三因素三水平响应面分析试验，优化出最佳的制备工艺条件。利用扫描电镜、粒径电位仪、傅里叶红

外光谱（FTIR）及差式扫描量热法（DSC）对 DENPs进行表征测定分析，并对其抗氧化能力和稳定性进行评估。

【结果】（1）通过响应面法优化得到最佳工艺参数为质量比 43∶57、料液比 1.5%、滴加速度 3 r/min 时，包封率为

69.02%。（2）DENPs的粒径为 259.49 nm，PDI为 0.194，Zeta电位为-38.05 mV。（3）FTIR 光谱和 DSC 热谱证实 D-
柠檬烯精油成功包封于乙基纤维素纳米颗粒中。（4）DENPs的DPPH自由基清除率最高达到 73.24%，ABTS自由

基清除率最高达到 71.08%。（5）DENPs在 100 ℃下水浴保留率为 73.37%，在 4 ℃下贮藏 16 d后保留率为 75.49%。

【结论】通过响应面法优化后的DENPs包封效果显著，粒径大小均一，在水溶液中分散性良好；包封后的D-柠檬

烯精油仍然表现出良好的自由基清除能力；稳定性也得到了极大的提高，为D-柠檬烯精油在功能性食品及医

药领域广泛应用提供理论参考和科学依据。
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（School of Food Science and Engineering，Jiangxi Agricultural University，Jiangxi Key Laboratory of 
Natural Products and Functional Foods，Nanchang 330045，China）

Abstract：［Objective］This study aims to optimize the embedding process of D-limonene essential oil to 
solve the problems in its practical application，such as poor water solubility，obvious pungent smell and 
insufficient stability，and to provide a theoretical basis for its comprehensive utilization and the development of 
antioxidant functional products.［Method］With ethyl cellulose（EC）as the wall material and D-limonene 
essential oil（DL）as the core material，the D-limonene essential oil was encapsulated in ethyl cellulose by the 
anti-solvent precipitation method to form D-limonene essential oil/ethyl cellulose nanoparticles（DENPs）.
Through single-factor experiments，the initial influence of the mass ratio（core-wall material ratio），the liquid 
ratio（ratio of core-wall material and positive/negative solvents）and the dripping speed（the speed at which the 
core-wall material drips from the positive solvent to the negative solvent）on the encapsulation rate of 
nanoparticles were  investigated.On this basis，a three-factor three-level response surface analysis experiment 
was conducted using the encapsulation rate as the response value to optimize the optimal preparation process 
conditions. The DENPs were characterized by scanning electron microscopy（SEM），particle size and zeta 
potential analyzer，Fourier transform infrared spectroscopy（FTIR），and differential scanning calorimetry
（DSC），and their antioxidant capacity and stability were evaluated.［Result］（1）The optimal process 
parameters were obtained through response surface methodology：a mass ratio of 43：57，a solid-to-liquid ratio 
of 1.5%，and a dripping speed of 3 r/min，resulting in an entrapment efficiency of 69.02%.（2）The particle size 
of DENPs was 259.49 nm，the PDI was 0.194，and the Zeta potential was -38.05 mV.（3）FTIR spectra and DSC 
thermograms confirmed that D-limonene essential oil was successfully encapsulated in ethyl cellulose 
nanoparticles.（4）The DPPH radical scavenging rate of DENPs reached a maximum of 73.24%，and the ABTS 
radical scavenging rate reached a maximum of 71.08%.（5）The retention rate of DENPs was 73.37% after water 
bath at 100 ℃ and 75.49% after storage at 4 ℃ for 16 days.［Conclusion］The encapsulation effect of DENPs 
optimized by response surface methodology is remarkable.The particle size is uniform and it disperses well in 
water solution. The encapsulated D-limonene essential oil still exhibits excellent free radical scavenging 
ability； its stability has also been greatly improved.This research provides theoretical references and scientific 
basis for the wider application of D-limonene essential oil in functional foods and medicine fields.

Keywords：response surface method；anti-solvent precipitation method；nanoparticles；antioxidant 
property；stability

【研究意义】D-柠檬烯精油（D-limonene）作为一种天然单萜类化合物，广泛存在于柑橘类果皮中，具

有抗氧化、抗肿瘤及止咳平喘等多种生理活性[1-3]，被美国FDA认定为安全物质，在食品、医药和日化领域

具有重要应用价值[4]。但D-柠檬烯精油不仅稳定性差、水溶性低且易挥发，其浓烈的刺鼻气味还直接影

响产品的感官品质，这些问题限制了它的广泛应用[5]。本研究利用纳米封装技术构建D-柠檬烯精油纳

米颗粒，显著提高了其理化稳定性和抗氧化特性，对拓展其在功能食品与医药领域的应用具有重要意

义。【前人研究进展】为了克服精油本身的一些缺陷，纳米乳液技术被视为一种有效的初步解决方案[6-8]。

纳米乳液的制备方法主要有高能法和低能法，这 2种方法制备的纳米乳液都能显著提升精油的水溶性、

稳定性和生物活性[9-11]。例如，利用高能法中的超声法制备柠檬醛纳米乳，不仅显著提升了水溶性，还在

鲈鱼冷藏保鲜中表现出良好的应用潜力[12]。但是，纳米乳液体系在长期存储中仍面临奥氏熟化等物理

不稳定性问题，导致乳液分层、粒径变化和活性成分损失等情况[13]，单纯的纳米乳化技术对于实现精油

的长期稳定性和可控释放仍存在瓶颈。因此，部分研究开始转向更具保护性的纳米颗粒封装技术，该技

术通过构建固态壁材将活性物质包覆，能更有效地阻隔环境因素（如光、氧、水分）带来的影响，从而实现

更精准的控释和更高的稳定性。这一技术路径在封装其他性质不稳定的活性成分上已取得显著

成效[14-16]。
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【本研究切入点】前人研究[17]已表明，利用纳米封装技术能够显著改善活性物质的溶解性、稳定性并

掩蔽其不良气味。纳米封装技术一般有离子凝胶法、反溶剂沉淀法、喷雾干燥、微胶囊等，其中反溶剂沉

淀法因操作简单、条件温和，以及粒径易于调控等优点，成为包埋疏水成分的研究热点[18-20]。但目前对于

该技术的使用多集中于固体活性物质（如姜黄素）的封装和壁材的筛选[21-22]。D-柠檬烯作为一种具有抗

菌、抗氧化等生物活性的挥发性精油，因易挥发、水溶性和热稳定性差，其应用常受限于保存与加工条

件。同时，壁材的选择是反溶剂沉淀法成功制备纳米颗粒的关键，需满足溶剂可溶、反溶剂不溶的溶解

度骤变特性。与玉米醇溶蛋白、乳清分离蛋白等常用壁材相比，乙基纤维素凭借与疏水性芯材（如D-柠
檬烯精油）的优异相容性，成为反溶剂沉淀工艺的完美适配性壁材[23-25]。一方面，乙基纤维素的疏水性结

构可与D-柠檬烯形成强相互作用，保障芯材的高效包埋与稳定负载；另一方面，相较于蛋白类壁材，乙

基纤维素还具有化学稳定性高、成膜性优异、无蛋白类壁材的致敏性等优势。【拟解决的关键问题】本研

究选用D-柠檬烯（DL）作为芯材，乙基纤维素（EC）作为壁材，通过反溶剂沉淀法制备高效负载D-柠檬烯

精油的纳米颗粒。以包封率为响应值，通过优化得到最佳制备工艺，并探究其抗氧化活性、热稳定性和

贮藏稳定性，以期为D-柠檬烯精油在实际产品中的扩大应用提供理论支持与技术基础。通过条件优化

得到包封率最高的制备工艺，以实现对疏水性D-柠檬烯精油的高效纳米封装。进一步系统评估包封前

后精油的抗氧化活性与稳定性变化，旨在构建一种包封效果好，抗氧化性能优良，稳定性高的精油纳米

颗粒，为拓展D-柠檬烯精油的应用范围提供理论支撑。

1 材料与方法

1.1　材料与试剂

D-柠檬烯，含量>95%，来源于柑橘，上海易恩化学技术有限公司；乙基纤维素，上海阿拉丁生化科技

股份有限公司。

1.2　试验方法

1.2.1　纳米颗粒的制备　

参考Hadian等[26]的方法并略作修改。称取不同质量比和料液比的芯壁材D-柠檬烯精油和乙基纤维

素溶解于乙醇溶液，在 600 r/min的速度下磁力搅拌直至溶解，按溶剂和反溶剂为 20∶100的体积比例注

入水中，不断搅拌形成纳米颗粒，制备过程如图1所示。

1.2.2　纳米颗粒包封率和负载率的测定　

参考马玉莹[27]的方法，并根据实际情况稍作修改。对浓度为 10 μg/mL D-柠檬烯精油进行全波段扫

描（200~400 nm），确定D-柠檬烯精油的最大吸收波长为 240 nm。用M2型酶标仪（美国Molecular Device
公司）测定 240 nm处质量浓度梯度为 0、20、40、60、80、100 μg/mL的 D-柠檬烯精油-正己烷标准溶液和

D-柠檬烯精油-乙醇标准溶液的吸光度，得到线性回归方程分别为：Y=0.009 03X+0.0286，R2=0.996 7；Y=
0.005 77X-0.010 94，R2=0.998 8。结果表明D-柠檬烯精油在 0~100 μg/mL范围内具有良好的线性关系。

图1　反溶剂沉淀技术制备D-柠檬烯纳米颗粒工艺流程

Fig.1　Process flow of D-limonene nanoparticles prepared by anti-solvent precipitation technology
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包封率和负载率按照下列公式（1）和（2）进行计算。

包封率 = 精油总含量 - 游离精油含量

加入精油总量
× 100% （1）

负载率 = 精油总含量 - 游离精油含量

复合物总量
× 100% （2）

游离精油含量：将 1 mL纳米颗粒水溶液（DENPs）和 1 mL正己烷在离心管中混合，漩涡振荡 30 s后，

取上层清液稀释 50倍，在 240 nm处测吸光度值，代入方程Y=0.009 03X+0.028 6，R2=0.996 7，计算游离精

油含量。

精油总含量：将 1 mL纳米颗粒水溶液（DENPs）和 1 mL无水乙醇在离心管中混合，漩涡振荡 30 s后，

取上层清液稀释 100倍，在 240 nm处测吸光度值，代入方程Y=0.005 77X-0.010 94，R2=0.998 8，计算精油

总含量。

1.2.3　纳米颗粒单因素试验　

以芯壁材的质量比（30∶70、40∶60、50∶50、60∶40、70∶30）、芯壁材与正反溶剂的料液比（0.5%、1.0%、

1.5%、2.0%、2.5%）、溶质从反溶剂滴入正溶剂的滴加速度（1，2，3，4，5 r/min）为影响因素，分别考察各因

素对D-柠檬烯精油纳米颗粒包封率和负载率的影响。

1.2.4　纳米颗粒响应面优化试验　

基于单因素试验结果，以纳米颗粒包封率为响应值，以质量比（A）、料液比（B）和滴加速度（C）为自变

量因素，根据Box-Behnken设计响应面试验（表1），确定D-柠檬烯精油纳米颗粒的最佳制备工艺参数。

1.2.5　扫描电子显微镜SEM分析　

采用SEM（SU8010，日本日立公司）对DENPs水溶液的微观结构进行扫描，对样品进行了溅射镀金处理。

1.2.6　粒径、PDI、Zeta电位测定　

将新鲜制备的D-柠檬烯精油颗粒（DLPs）、乙基纤维素纳米颗粒（ECNPs）、D-柠檬烯精油/乙基纤维

素纳米颗粒（DENPs）用蒸馏水稀释 30倍，然后通过纳米粒度分析仪（美国Nanobrook Omni公司）测定其

平均粒径、多分散指数（PDI）和Zeta电位。

1.2.7　傅里叶红外光谱（FTIR）分析　

参考 Ji等[28]的方法并略作修改，在干燥条件下将DLPs、ECNPs、DENPs与KBr以 1∶100（w/w）的比例混

合烘干研磨均匀，压片。利用傅里叶红外光谱仪（美国赛默飞公司）以空气为背景，测定400~4 000 cm-1波

段范围内的透光率，分辨率为4 cm-1，每个样品累计扫描32次。

1.2.8　DSC热行为分析　

参考 Ghasemi 等[29] 的方法，采用差示扫描量热法（DSC）[NETZSCH Scientific Instruments Trading
（Shanghai）Ltd]测定纳米颗粒的热性能。将 5 mg样品置于密封的铝盘中，以空密封的铝盘作为参比。在

氮气保护下，以10 ℃/min的升温速率从25 ℃升温至300 ℃。

1.2.9　抗氧化活性分析测定　

DPPH和ABTS+自由基清除率的测定参考Yang等[30]的方法，并稍作修改。取1 mL样品溶液与等体积

0.1 mmol/L DPPH 溶液混合（V/V），避光孵育 30 min后，测定混合溶液在 517 nm处的吸光度值。将 ABTS
母液（7.4 mmol/L）与过硫酸钾溶液（2.6 mmol/L）按体积比 1∶1混合，避光静置 16 h生成ABTS+自由基。使

用磷酸盐缓冲溶液（PBS，pH=7.4）稀释，使其在 734 nm 处的吸光度为 0.70±0.02。取 30 μL 样品溶液与

170 μL ABTS溶液混合，在室温下避光反应 6 min，于 734 nm波长下测定吸光值。以维生素 C（VC）为阳

表1　响应面试验因素水平和编码

Tab.1　Levels and coding of factors in response surface experiment

水平

Level
-1
0
1

因素Factors
A质量比/%  Mass ratio

30∶70
40∶60
50∶50

B料液比/%  Solid-liquid ratio
1.0
1.5
2.0

C滴加速度/（r·min-1） Dropping speed
2
3
4
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性对照，清除率按照如下公式（3）计算：

清除率 = (1 - A1 - A2
A0 ) × 100% （3）

式（3）中，A0为空白对照组吸光度值；A1为样品组吸光度值；A2为阴性对照组吸光度值

1.2.10　热稳定性分析　

取新制备的 DENPs分散液 10 mL，分别在 40，55，70，85，100 ℃下水浴加热 60 min，随后取出冷却至

室温，取样测定溶液中残留的D-柠檬烯精油含量，计算保留率。

1.2.11　贮藏稳定性分析　

取新制备的DENPs分散液 30 mL于 4 ℃下冷藏 16 d，每隔 2 d取样测定D-柠檬烯精油含量，计算保

留率。

1.3　数据处理

每个指标重复测定 3次，结果用平均值±标准差表示。响应面试验设计及数据分析采用Design-Ex⁃
pert 13软件进行，采用Origin 2024进行绘图，采用SPSS Statistics 26软件进行数据处理和统计分析。

2 结果分析

2.1　D-柠檬烯精油纳米颗粒制备的单因素试验结果

随着芯材（D-柠檬烯精油）和壁材（乙基纤维素）质量比的增加，包封率和负载率均呈现先上升后下

降的趋势（图 2），当质量比为 40∶60 时，包封率和负载率达到最大，包封率最高为 68%，负载率最高为

40.8%。当芯壁材质量比过高，易导致壁材不足以完全包裹芯材，芯材更易泄漏或挥发，包封率较低，纳

米颗粒结构可能不完整；芯壁材质量比过低，可能导致体系黏度过大，纳米颗粒不稳定或形成无孔致密

壁材，不利于高效率包封[31]。因此，选用质量比40∶60作为单因素最优条件。

随着芯壁材与正反溶剂（乙醇和水）料液比不断增加，包封率和负载率出现先上升后下降的趋势（图

3），在料液比1.5%时包封率和负载率达到最大，包封率最大为67.6%，负载率最大为40.5%。当溶质相对

过少时，可能无法形成完整、致密的囊壁来完全包裹所有的芯材，从而降低包封率。料液比过高，溶质

多，黏度大，滴入反溶剂时很难扩散，会让部分芯材在壁材成核前就扩散损失了，从而延缓纳米颗粒的固

化过程，包封率下降[19]。因此，选用料液比1.5%作为单因素最优条件。

在反溶剂沉淀法中，溶质从正溶剂（乙醇）中滴入反溶剂（水）的速度直接关系到混合效率和成核的

动力学过程[32]。当滴加速度过慢时，溶质溶液缓慢进入反溶剂，使得成核过程拖延，不同时间点形成的

图2　芯壁材质量比对纳米颗粒包封率和负载率的影响

Fig.2　The influence of the mass ratio of core wall material on the encapsulation and loading efficiency of nanoparticles

·· 223



江 西 农 业 大 学 学 报 第 48 卷

晶核生长时间差异大，导致最终颗粒粒径分布较宽，不够均匀[33]。反之，当滴加速度太快，溶质溶液瞬间

大量涌入反溶剂，会引发爆发性成核，虽然成核数量多，但过快可能使得囊壁材料来不及有序地包裹芯

材，导致形成的纳米颗粒结构疏松、不致密，甚至出现缺陷，无法有效锁住芯材，导致包封率和负载率下

降[34]。由图 4可知，随着滴加速度逐渐变大，包封率和负载率出现了先增加后减小的现象，当滴加速度为

3 r/min时，包封率和负载率都达到最大。包封率最大为 68.3%，负载率最大为 41.0%。因此，选用 3 r/min
作为单因素最优条件。

2.2　DENPs制备条件响应面优化研究

2.2.1　DENPs制备条件响应面优化结果　

结合单因素试验结果，采用三因素三水平响应面法对DENPs制备条件进行优化。选择包封率 Y为

响应值，芯壁材质量比（30∶70、40∶60、50∶50），芯壁材与正反溶剂料液比（1.0%、1.5%、2.0%），溶质从正溶

剂滴入反溶剂的滴加速度（2 r/min、3 r/min、4 r/min）为自变量，确定D-柠檬烯精油最佳包封效果的工艺

参数并进行验证（表2）。

图3　芯壁材与溶剂不同料液比对纳米颗粒包封率和负载率的影响

Fig.3　The influence of different material-to-solvent ratios of core wall materials on the encapsulation 
and loading efficiency of nanoparticles

图4　滴加速度对纳米颗粒包封率和负载率的影响

Fig.4　The influence of dropwise addition rate on the encapsulation and loading efficiency of nanoparticles
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2.2.2　DENPs制备条件的回归模型建立及方差分析　

通过表 2数据进行多元二次回归拟合，建立DENPs制备工艺参数回归模型。D-柠檬烯精油包封率

与各因素之间的二次多元回归方程式如下：Y=68.80+2.34A-1.50B+1.96C-1.70AB-2.03AC+2.25BC-
7.81A2-6.89B2-5.81C2（R2

Adj=0.951 9）。

对上述模型进行方差分析，结果如表 3 所示。P 值越小，则相应变量的显著程度越高。P 值小于

0.01，说明影响极显著；P 大于 0.05 时，表现为不显著。从表 3 可知，回归模型的 P 值小于 0.000 1，R2=
0.979 0，R2

Adj=0.951 9，失拟项的P值为 0.759 4>0.05，说明制备的DENPs包封率存在显著差异，而失拟项

差异不显著，表明残差由随机误差引起。因此，模型拟合程度较高，可用于试验结果分析。

表2　响应面试验设计及结果

Tab.2　Response surface experimental design and results

试验序号

Test sequence number
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

A质量比/%
Mass ratio

-1
1

-1
1

-1
1

-1
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0

B料液比/%
Solid-liquid ratio

-1
-1
1
1
0
0
0
0

-1
1

-1
1
0
0
0
0
0

C滴加速度/（r·min-1）

Dropping speed
0
0
0
0

-1
-1
1
1

-1
-1
1
1
0
0
0
0
0

Y包封率/%
Encapsulation efficiency

51.9
60.2
51.4
52.9
49.5
58

56.4
56.8
56.9
50.3
57.4
59.8
68.2
67.9
66.7
69.8
71.4

表3　包封率回归模型方差分析

Tab.3　Analysis of variance of the regression model for encapsulation rate

项目

Items
回归模型

A
B
C

AB
AC
BC
A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

合计

平方和

Quadratic sum
808.77

43.71
18.00
30.81
11.56
16.40
20.25

256.99
199.74
142.25

17.37
4.03

13.34
826.14

自由度

Degree of freedom
9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4

16
R2=0.979 0

89.86
43.71
18.00
30.81
11.56
16.40
20.25

256.99
199.74
142.25

2.48
1.34
3.33

方差

Variance
36.21
17.61

7.25
12.41

4.66
6.61
8.16

103.55
80.48
57.32

0.403 0

F值

F-value
P值

P-value
<0.000 1

0.004 1
0.030 9
0.009 7
0.067 8
0.037 0
0.024 5

<0.000 1
<0.000 1

0.000 1

0.759 4

R2
Adj=0.951 9

显著性

Significance
**
**
*

**

*
*

**
**
**

*表示P<0.05，差异显著；**表示P<0.01，差异极显著。

* means P<0.05，the difference is significant；** means P<0.01，the difference is very significant.
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在DENPs包封率模型中，根据P值的大小，可以看出一次项系数质量比（A）、滴加速度（C），二次项质

量比（A2）、料液比（B2）、滴加速度（C2）对 D-柠檬烯精油包封率结果的影响极显著（P<0.01）；一次项系数

料液比（B），交互项质量比和滴加速度（A×C）、料液比和滴加速度（B×C）对D-柠檬烯精油包封率的结果

影响比较显著（P<0.05）；交互项质量比和料液比（A×B）对D-柠檬烯精油包封率结果影响不显著。F值可

以反映各因素影响DENPs对D-柠檬烯精油包封率的显著性，由F值的大小可知，3个因素影响精油包封

率的顺序为质量比（A）>料液比（C）>滴加速度（B）。

2.2.3　响应面各因素交互作用分析　

通过3D响应曲面和等高线图可以直观地反映出质量比（A）、料液比（B）、滴加速度（C）之间的两两交

互作用对D-柠檬烯精油包封效果的影响。根据3D响应曲面的倾斜和陡峭程度，可以判断出两者的交互

图5　DENPs包封率的响应面与等高线分析

Fig.5　Response surface and contour plot analysis of the encapsulation efficiency of DENPs
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作用是否显著；根据等高线图形状，可以判断出交互作用之间的关系，近似椭圆交互作用显著，相反，越

接近圆形交互作用越不显著[35]。如图 5所示，以包封率为响应值，在适宜的滴加速度下，质量比（A）与料

液比（B）之间的等高线图呈现微圆形，3D响应面图呈倾斜曲面分布，但波动幅度不大。因此，说明质量

比（A）与料液比（B）之间不存在较显著的交互作用（P>0.05）。质量比（A）与滴加速度（C）之间的等高线图

呈现微椭圆形，3D响应面图呈倾斜曲面分布，波动幅度较大，说明质量比（A）与滴加速度（C）之间存在较

显著的交互作用（P<0.05）。同理，料液比（B）与滴加速度（C）之间的等高线图呈现微椭圆形，3D响应面

图呈倾斜曲面分布，波动幅度也较大，说明料液比（B）与滴加速度（C）之间存在较显著的交互作用（P<
0.05），影响包封率变化的顺序由快到慢为质量比（A）、料液比（C）和滴加速度（B），与方差分析结果一致。

类似的，在反溶剂沉淀法制备乙基纤维素包封肉桂醛的研究中发现，芯壁材质量比也是影响包封率和负

载率最大的因素[20]。

2.2.4　DENPs最佳制备工艺条件及验证　

通过Design-Expert 13，按照优化目标，将D-柠檬烯精油包封率设置为“maximize”，对模型方程进行

分析，得到最优参数为质量比 75.60%，料液比 1.45%，滴加速度 3.12 r/min，预测包封率为 69.17%。考虑

到实际情况，将制备DENPs的最佳条件修正为质量比 43∶57，料液比 1.5%，滴加速度 3 r/min，进行 3次平

行验证试验取平均值。由表 4可知，试验结果与方程预测值具有较好的一致性。此外，通过响应面方法

优化后制备的茶树精油纳米粒的研究同样显示出最优良的包封效果，进一步支持了本研究优化方法的

有效性[36]。

2.3　DENPs的表征

2.3.1　扫描电子显微镜SEM分析　

DENPs扫描电子显微镜（SEM）结果如图 6所示。图中可以观察到形成了表面光滑的球形纳米颗粒，

其大小约为 200~300 nm。这与前人研究中观察到的现象相似[37]。部分纳米颗粒发生聚集现象，这可能

是纳米颗粒粒径较小，降低了分子之间的排斥力，导致聚集现象的产生[38]。

表4　响应面验证试验结果

Tab.4　Results of response surface validation experiments

序号

Number

1
2
3

包封率/%
Encapsulation efficiency

预测值

Predicted value
69.17
69.17
69.17

试验值

Experimental value
68.92
69.31
68.84

误差

Error
-0.25
+0.14
-0.33

图6　DENPs的扫描电镜结果

Fig.6　Scanning electron microscope（SEM）results of DENPs
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2.3.2　粒径、PDI、Zeta电位表征　

评估颗粒体系的稳定性，其粒径、Zeta电位都是主要的指标。当粒径越小，Zeta电位绝对值越大时，

颗粒在介质中就越不易聚集，稳定性越高。PDI越小，代表颗粒的尺寸分布越窄，均匀性更佳[39]。

在制备DENPs时，乙基纤维素在形成纳米颗粒的瞬间会把D-柠檬烯精油包裹在纳米颗粒里面。如

图 7 所示，对比 DLPs，DENPs 平均粒径从 762.23 nm 下降到 259.49 nm；PDI从 0.260 下降到 0.194；Zeta 电

位绝对值从 18.02 mV升高到 38.05 mV，说明D-柠檬烯精油用乙基纤维素包埋后稳定性变好，颗粒分布

均匀；对比ECNPs，DENPs平均粒径从 212.98 nm升高到 259.49 nm，PDI从 0.161升高到 0.194；Zeta电位绝

对值从 39.05 mV下降到 38.05 mV，这可能是乙基纤维素包封的D-柠檬烯精油干扰了ECNPs的稳定性，

但DENPs总体的稳定性优良。

2.3.3　DENPs纳米颗粒外观表征　

从图 8中可以看出，天然不溶于水的D-柠檬烯精油（DL）在水中保持透明外观且不溶于水（图 8b）；

而D-柠檬烯精油用乙基纤维素包埋制成纳米颗粒后，水溶性得到了明显的改善，形成均一的纳米颗粒

溶液（图 8c）。前人相关的研究也有类似结果，例如，Guo等[40]通过反溶剂沉淀法制备的 Zein-SH纳米颗

粒，同样提高了姜黄素的水溶性和稳定性；Hadian等[26]也通过该方法将大马士革玫瑰精油封装在β-环糊

精纳米颗粒中，水溶性和稳定性均得以改善。这些研究都表明，通过反溶剂沉淀法对活性物质进行包

封，是解决其稳定性和水溶性问题的有效策略。

图7　最佳制备工艺条件所制备的DLPs、ECNPs、DENPs粒径、PDI、Zeta电位结果

Fig.7　Results of particle size，polydispersity index（PDI），and Zeta potential of DLPs，ECNPs，
and DENPs prepared under the optimal preparation conditions

a：水；b：油水分离；c：包封后的精油纳米颗粒。

a：water；b：oil-water separation；c：encapsulated essential oil nanoparticles.
图8　纳米颗粒分散液状态

Fig.8　State of nanoparticle dispersion liquid
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2.4　傅里叶红外光谱结果分析

一般来说，FTIR光谱分析的作用是研究复合材料的组成，以及复合材料各组分之间可能存在的化学

作用[41-42]。DLPs、ECNPs、DENPs 3种颗粒所得到的红外光谱如图 9所示。在ECNPs中 3 429 cm-1处的峰

为-OH 基团伸缩振动的特征吸收峰，在 2 717~2 820 cm-1范围内出现的峰是由于-CH2-基团的伸缩振

动[43]。1 750 cm-1处的峰是由C=O伸缩振动引起的[44]。1 450和 1 375 cm-1处的峰分别属于-CH3基团的弯

曲振动吸收峰和-C-O-基团的振动吸收峰。2 958 cm-1、1 467 cm-1、1 013 cm-1和 946 cm-1分别为D-柠檬

烯精油（DLPs）的特征吸收峰[45-46]。

DLPs和ECNPs的特征吸收峰在DENPs谱图上基本出现，但DLPs中部分特征吸收峰在DENPs中消

失，可能是DLPs与乙基纤维素高强度峰发生重叠而被掩盖，说明其被有效包封[47]；羟基和羰基的拉伸振

动带出现轻微的红移，可能是D-柠檬烯精油与乙基纤维素之间具有疏水相互作用[43]。此外，DENPs的谱

图上没有明显的新的特征峰产生，表明两者之间没有发生化学反应。

2.5　DSC热行为分析

采用差示扫描量热法（DSC）研究了D-柠檬烯精油、乙基纤维素和DENPs的热性能。由图 10可知，

D-柠檬烯精油的DSC热谱图在 220~250 ℃出现显著的吸收峰，说明DL在这一温度区间发生了大量的热

图9　DLPs、ECNPs、DENPs的红外光谱分析

Fig.9　Infrared spectra of DLPs，ECNPs and DENPs

图10　DL、EC和DENPs的DSC热谱分析

Fig.10　DSC thermograms of DL，EC and DENPs
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吸收，可能是其挥发、分解的过程，体现了DL本身的热稳定性区间[48]。EC曲线整体较为平缓，突出了EC
作为高分子载体的热稳定性优势。DENPs在 180~280 ℃上出现了较宽且比 DL弱的吸收峰，说明 DL被

EC包埋后，其原本的热相变行为发生改变，DL的热稳定性因EC的包裹而显著提升，DENPs曲线的热行

为更接近EC，这可能是因为EC包埋DL后，体系因组分相互作用产生的热行为调整，结果进一步表明EC
包埋对DL的结构热稳定性有保护作用。通过DSC分析可知，乙基纤维素成功包埋了D-柠檬烯精油，显

著改善了D-柠檬烯精油的热稳定性，而乙基纤维素本身热稳定性较好，作为载体为DL提供了有效的热

保护作用。这一结果验证了包埋体系在热行为上的优势。

2.6　DENPs抗氧化活性分析

通过DPPH和ABTS自由基清除试验评估NPs和游离D-柠檬烯精油（DL）的抗氧化性能。结果如图11
所示，D-柠檬烯精油作为一种天然的抗氧化剂，具有良好的自由基清除能力，DPPH自由基清除率最高

达到 86.86%，ABTS自由基清除率最高达到 85.72%。相比之下，负载D-柠檬烯精油的NPs抗氧化活性较

低，且具有一定的时间依赖性，这可能是因为部分D-柠檬烯精油被乙基纤维素包埋后，使其呈现时间依

赖的缓释效应[49]。当反应 90 min之后，DENPs的DPPH自由基清除率达到73.24%，ABTS自由基清除率达

到71.08%，与游离的D-柠檬烯精油抗氧化能力差异显著减小。这与谢小丽等[50]的研究结果相类似。

2.7　DENPs稳定性分析

2.7.1　DENPs热稳定性分析　

热稳定性是评价纳米颗粒在高温条件下耐受能力的重要指标。为探究纳米颗粒对活性成分的保

护效果，将 DENPs水溶液分别置于 40，55，70，85，100 ℃的环境下持续水浴加热 60 min，并测定其中 D-
柠檬烯精油的热保留率，结果如图 12 所示。试验数据表明，随着热处理温度的升高，纳米颗粒悬浮液

中 D-柠檬烯精油的保留率呈现逐渐下降的趋势。这一现象可能归因于乙基纤维素与 D-柠檬烯精油

之间通过氢键形成了稳定的复合结构，该结构能够将D-柠檬烯精油有效包覆于疏水空腔内部，从而在

一定程度上阻隔高温环境对精油的直接破坏[51-52]。因此，尽管在过高温度条件下部分精油仍会因热运

动加剧而损失，但纳米颗粒的包埋作用显著提升了D-柠檬烯的热稳定性，增强了其在高温处理过程中

的稳定性。

2.7.2　DENPs贮藏稳定性分析　

纳米颗粒在贮藏期间维持其结构及成分稳定性的能力，是评估其在食品体系中实际应用价值的关键

指标之一。将 DENPs 水溶液置于 4 ℃条件下贮藏后的保留率如图 13 所示，16 d 后精油保留率仍可达

75.49%，说明DENPs的贮藏稳定性较好，在一定程度上能够缓解精油挥发性问题。这一性能可能得益于

乙基纤维素作为壁材所形成的包封结构，其在纳米颗粒表面构建了一层致密的涂层，该涂层作为有效的物

理屏障，能够限制D-柠檬烯精油的迁移与挥发，从而在贮藏过程中对芯材起到较好的保护作用[53]。因此，

乙基纤维素基纳米颗粒在提高D-柠檬烯精油贮藏稳定性方面展现出良好的应用潜力，与DSC结果一致。

图11　ECNPs、DENPs、DL（游离精油）、VC的DPPH（A）和ABTS（B）自由基清除率

Fig.11　DPPH（A）and ABTS（B）radical scavenging rates of ECNPs，DENPs，DL（Free essential oil）and VC
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3 讨论与结论

本研究优化了反溶剂沉淀法制备D-柠檬烯精油/乙基纤维素纳米颗粒（DENPs）工艺参数，得到最大

包封率为 69.02%。限制该包封率的提升可能与芯材极性有关，Hadian等[26]研究指出，含-OH基团的分子

（如β-柠檬醛）更容易被β-CD包埋，而非极性分子（如非醛烷）包封率较低。D-柠檬烯精油作为非极性

分子，其包封率与Hadian研究中非醛烷（65.2%）相近，说明分子极性与包封效率相关；同时，包封率可能

还与壁材的单一性有关，复合壁材因其协同作用，在包封效率上通常优于单一壁材。Bao等[54]的试验结

果显示，采用 Zein-YCG 复合壁材包封白藜芦醇，其包封率较单一 Zein 和单一 YCG 分别高出 12.7% 和

47.4%。这可能是单一壁材成膜能力有限，分子间作用力（如静电、氢键与疏水作用）相对薄弱；而复合壁

材能实现功能互补，通过多种作用力协同增效，共同构建起一道紧密稳固的“壁垒”，极大地提升封装结构

的完整性与稳定性。响应面法优化后的 DENPs粒径为 259.49 nm，PDI为 0.194，Zeta电位为-38.05 mV，

颗粒尺寸分布均匀、体系分散性良好，具有较好的物理稳定性，能够有效抵抗颗粒间的聚集倾向。傅里

叶红外光谱（FTIR）和DSC热谱图表明：乙基纤维素与D-柠檬烯精油之间形成了稳定的包合物，D-柠檬

烯精油成功嵌入乙基纤维素空腔，实现D-柠檬烯精油的有效包封。D-柠檬烯精油能成功嵌入乙基纤维

素空腔，可能与乙基纤维素的结构有关。乙基纤维素分子链富含疏水性的乙基和亲水性的羟基，其疏水

空腔为疏水性的D-柠檬烯分子提供了理想的嵌入环境，疏水相互作用是驱动D-柠檬烯精油进入乙基纤

维素空腔的主要驱动力。此外，D-柠檬烯分子中的π电子云也可能与乙基纤维素骨架中的氢原子产生

微弱的范德华力，共同稳定了包合物结构[55-56]。

在理化性能上，包封后的 DENPs 表现出较好的自由基清除能力。DPPH 自由基清除率最高达到

73.24%，ABTS自由基清除率最高达到 71.08%，这一优异的自由基清除能力主要源于两方面：首先，D-柠
檬烯本身作为一种天然萜烯化合物，其分子结构中的活性基团能够有效中和自由基；其次，乙基纤维素

形成的包封结构发挥了关键作用，它并非完全抑制精油的释放，而是通过控制扩散速率，使D-柠檬烯得

以持续、缓慢地与环境中的自由基接触并反应。值得注意的是，DENPs的自由基清除能力展现出明显的

时间依赖性，这与Zhang等[49]研究中ZHC-Cur-CS薄膜的缓释行为高度相似。这表明该包封体系成功实

现了从快速释放到持续作用的转变。在初始阶段，部分吸附于载体表面的精油迅速发挥作用，随着时间

推移，包封内部的精油通过扩散不断补充，从而维持并增强整体的抗氧化效果。这种可控释放特性对需

要长久保护的食品保鲜具有重要意义。

在稳定性方面，包封后的DENPs热稳定性与贮藏稳定性得到了很大地提高。100 ℃下水浴60 min保

留率为 73.37%，4℃下贮藏 16 d后保留率为 75.49%。这是因为EC能有效阻隔高温环境对D-柠檬烯分子

的直接冲击。在热处理过程中，EC形成的致密网络结构延缓了精油的挥发与热降解，这与张欣等[58]研究中

SPI-FUD复合物对叶黄素的热保护机制类似。同时，良好的贮藏稳定性能有效减缓D-柠檬烯精油在低温

贮藏期间的氧化，阻隔了D-柠檬烯与氧气、光照等环境因素的接触，从而大幅延缓了氧化劣变过程。

图12　DENPs热保留率

Fig.12　Thermal retention rate of DENPs
图13　DENPs纳米颗粒的贮藏稳定性

Fig.13　Storage stability of DENPs nanoparticles
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通过单因素与响应面法优化，构建了性能优良的D-柠檬烯精油/乙基纤维素纳米颗粒（DENPs）。最

优工艺下包封率达 69.02%，所得DENPs粒径均一、水溶性显著提升。功能表征表明，纳米包封有效保留

了D-柠檬烯精油的抗氧化活性，并使其热稳定性与贮藏稳定性得到显著提升，改善了植物精油的水溶

性和稳定性，为拓展D-柠檬烯等植物精油在功能食品、药品及活性包装等高附加值领域的应用提供试

验依据。
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