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摘 � 要: 研究了以甘氨酸螯合铁纳米脂质体作为铁强化剂对牛奶氧化稳定性和感官质量的影响。

通过反相蒸发法以蛋黄卵磷脂为主要壁材制备出了具有良好球形结构和均匀粒径分布的甘氨酸

螯合铁纳米脂质体,将其加入牛奶中进行铁强化。分别用硫代巴比妥酸法、色差分析、粘度测定和

浊度测定对牛奶铁强化前后及其贮藏期间的氧化稳定性和感官质量进行评价。结果表明:与以硫

酸亚铁和甘氨酸螯合铁作为铁强化剂相比, 以甘氨酸螯合铁纳米脂质体为铁强化剂的强化奶的脂

质氧化程度更低,组织状态更稳定。
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Abstract:T his manuscript investig ated the chem ical ox idat ion and sensory quality of fort ified m ilk

w ith ferrous g lycinate nano liposomes. Fer rous gly cinate nanolipo some w as pr epared w ith w all

mater ial mainly composed o f eg g lecithin by reverse phase evaporat ion method. Nano liposomes

w er e spherical part icles with a homogenous dist ribut ion. Ferrous g lycinate nano liposome, as w ell

as ferrous sulfate and ferrous g lyciante w ere used to fort ify milk. Chem ical ox idat ion and sensory

quality o f unfort if ied and fort ified milks w as measur ed using thiobar bitur ic acid test , color

dif ference analysis, viscosity analysis and turbidity determinat ion. Results demonst rated that the

lipid oxidat ion extent of ferrous gly cinate nanolipo some fort if ied milk w as slighter and the

fort ified milk w as the most stable one.
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� � 铁是血液不可缺少的重要组分,许多生命活动

都需要铁的参与。人体所需要的铁主要来源于食

物。据报道,目前世界上有 20%人口的患有缺铁症

状
[ 1]
, 我国缺铁性贫血同样高达 15% ~ 20% , 全国

约有 2亿人患有缺铁性贫血和铁营养不良症, 其中

妇女和青少年儿童最为严重。对食物进行铁强化

被认为是最为有效地预防和治疗缺铁性贫血和铁

营养不良的方法
[ 2]
。

与常用的铁强化剂如硫酸亚铁相比, 甘氨酸螯

合铁有更有效的生物利用率、更好的稳定性、更高

的安全性等
[ 3]
。但它对胃液的强酸环境过于敏感,

易于在此环境下发生解离
[ 4]
。脂质体技术

[ 5]
是一

种特殊的微胶囊技术, 可将敏感成分保护起来, 使

其免受外界环境, 如酸碱性、温度、氧气、光线等因

素的影响,已经在医药、食品、化妆品等领域展开了

广泛地研究
[ 6-8]
。

虽然牛乳被公认为是一种比较理想的完全食

品,但其铁含量较低, 仅为 0� 01~ 0� 1 mg / dL, 因此

在牛乳中强化铁, 不仅能提高产品的档次, 也是拓

展市场的一个重要内容, 更是改变我国人民缺铁性

贫血的一种经济方便、直接有效的理想途径[ 9] 。

本实验以甘氨酸螯合铁为芯材,蛋黄卵磷脂为

主要壁材,采用反相蒸发法制备出甘氨酸螯合铁纳

米脂质体;研究以甘氨酸螯合铁纳米脂质体为强化

铁源强化牛奶时对奶体系的氧化稳定性和感官性

质的影响, 并与硫酸亚铁和甘氨酸螯合铁进行比

较,旨在为预防和治疗缺铁性贫血开发新型铁强化

剂,并为其实际应用提供参考。

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料

蛋黄卵磷脂: 华东师范大学化工厂生产, 生物

级;胆固醇、硫酸亚铁, 均为分析纯; 吐温 80: 化学

纯:国药集团生产。甘氨酸螯合铁根据文献[ 10]制

备。光明鲜牛奶(全脂巴氏杀菌乳) :光明乳业股份

有限公司生产, 脂肪质量分数�3� 2% ,蛋白质质量

分数�3� 0%, 非脂乳固体质量分数�8� 1%, 非强

化奶。其他化学试剂均为分析纯。

1. 2 � 仪器设备

RE-52旋转蒸发器: 上海亚荣生化仪器厂生

产; VCX400 细胞破碎超声仪: Sonics & Mater ial

Inc� 生产; H IT ACHI H-600型透射电子显微镜:日

本日立株式会社生产; Nano-ZS90型粒径电位测定

仪:英国 Malvern 仪器有限公司产品; U V-1600 分

光光度计:上海美谱达仪器有限公司生产; WSC-S

测色色差计:上海精密科学仪器有限公司产品。

1� 3 � 甘氨酸螯合铁纳米脂质体的制备及表征
采用反相蒸发法[ 11] 制备纳米脂质体。称取一

定量的蛋黄卵磷脂和胆固醇溶于无水乙醚,得有机

相。称取一定量的甘氨酸螯合铁溶解于去离子水

中, 得水相。将有机相和水相混合, 并在冰水浴中

超声,直到得到均一的 w/ o 型乳状液。把 w/ o 型乳

状液移入圆底烧瓶中, 于 40 � 水浴中进行减压旋
转蒸发。约 5~ 10 min, 在烧瓶内壁上形成了凝胶

状物,继续旋转蒸发, 凝胶状物塌陷, 形成水混悬液

的脂质体体系。然后加入适量的吐温 80PBS 缓冲

液, 继续旋转蒸发 30 min, 充分水合除去残留的乙

醚。再用氮气将残余乙醚吹除。最后对得到的脂

质体混悬液于冰浴中进行超声,以降低脂质体的粒

径, 得到的即为纳米脂质体。将最终产品置于 4 �
冰箱中保存。

1� 4 � 甘氨酸螯合铁纳米脂质体的形态表征和粒径
分布

将 1滴纳米脂质体悬浮液分散在铜网上, 2~ 3

min后,用滤纸吸去多余的样品;用体积分数 2%的

磷钨酸水溶液对样品进行染色。用透射电子显微

镜( TEM )于 75 kV 电压下观察负染得纳米脂质体

样品。

根据动态激光光散射技术, 于 25 � 下用粒径

测定仪测定纳米脂质体的粒径。纳米脂质体的磷

脂浓度用 0� 05 mol/ L pH 7� 0 的 PBS 缓冲液稀释

至体积分数 0� 1%。
1� 5 � 铁强化牛奶
1� 5� 1 � 铁强化牛奶的制备 � 根据我国�食品营养
强化剂使用卫生标准�( GB14880-94)添加铁强化剂

的量。取 800 mL 光明鲜牛奶(非强化奶) 煮沸 1

min,均分为 4份, 每份 200 mL,自然冷却至室温;

按 20 mg / kg 的铁元素添加量, 在 1 号样中加入相

当于 4 mg铁的甘氨酸螯合铁纳米脂质体悬浮液, 2

号样中加入相当于 4 mg 铁的甘氨酸螯合铁, 3号样

中加入相当于 4 mg 铁的硫酸亚铁, 4号样为空白。

并加入 0� 03%的脱氢乙酸钠作为防腐剂。充分搅
拌、混合均匀。将每份样品再均分为 5份, 每份 40

mL。杀菌, 密封。置于 4 � 冰箱冷藏, 定期对强化

奶进行分析。

1� 5� 2 � 牛奶中铁含量的测定 � 取 10 mL 牛奶于瓷

坩埚,在电炉上干燥、挥发、碳化后,移入马弗炉, 于

550 � 灰化 5 h。将得到的样品灰分于 25 mL 容量

瓶中定容。用邻啡啰啉比色法[ 12]测定铁含量。

1� 5� 3 � 牛奶中脂质成分氧化的测定 � 采用硫代巴
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比妥酸( T BA)法 [ 13]测定牛奶中脂质过氧化产物丙

二醛( MDA)含量,以评估牛奶中脂质成分的氧化程

度。取三氯乙酸( T CA) 37� 5 g、TBA 0� 925、浓 HCl

5� 25 g 溶于去离子水, 于 80 � 水浴不断搅拌使其
充分溶解, 冷却后用去离子水定容至 250 mL, 得

TBA-T CA-HCl溶液,过滤备用。

取 3 mL 牛奶于 10 mL 刻度试管, 加入 6 mL

TBA-T CA-HCl溶液, 混合均匀, 然后将样品试管

置于沸水浴,加热 30 min后,用冰浴迅速冷却之,再

用 TBA-T CA-HCl溶液将样品定容至 10 mL, 漩涡

振荡,混合均匀。于 2 500 r/ min离心 5 min, 过滤,

以 TBA-T CA-HCl溶液为空白, 于 532 nm 处测定

吸光值 A 532 nm ,并由下式计算 MDA值。

MDA/ (�g/ mL) = A 532nm � 4� 15
其中, 4� 15为每毫升含丙二醛量的换算系数。
1� 5� 4 � 牛奶色泽的测定 � 用 WSC-S 测色色差计

对牛奶的色泽进行测定, 选用指标 L、a、b 和 �L、

�a、�b、�E 进行评价。其中, L 为样品亮度,该值越

大,样品越亮; a为样品有红绿色偏向程度, 正值越

大,偏向红色程度越大,负值越大,偏向绿色的程度

越大; b 为样品黄蓝色偏向程度, 正值越大, 偏向黄

色程度越大, 负值越大, 偏向蓝色的程度越大; �L

为样品与参比样之间的亮度差, 正值为样品更亮,

负值为样品更暗; �a为样品与参比样之间的红绿色

差; �b为样品与参比样之间的黄蓝色差; �E 为样品

与参比样之间的总色差, 其计算公式为

�E= �L 2+ �a2+ �b2。

1� 5� 5 � 牛奶体系粘度的测定 � 取一定体积牛奶移
入乌氏粘度计, 并将粘度计置于 30 � 水浴中, 预热

15 min, 测定牛奶的粘度。以去离子水做空白。

1� 5� 6 � 牛奶体系浊度稳定性的测定 � 取一定体积
牛奶于离心管, 以 2 500 r/ m in 离心 15 m in,取上清

液 1 mL,稀释 20倍至 20 mL, 于 600 nm 波长下测

定离心后所得牛奶上清液的吸光度 A a ,并同时测定

离心前的吸光度 A b 前,其比值即为牛奶的稳定系

数 R,即 R= A a / A b。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 甘氨酸螯合铁纳米脂质体的形态和粒径分布
制备出的甘氨酸螯合铁纳米脂质体具有浅黄

色的外观。甘氨酸螯合铁纳米脂质体的 T EM 图显

示, 甘氨酸螯合铁纳米脂质体呈球形微粒, 具有均

匀的粒径分布和光滑的表面(见图 1)。粒径测定结

果显示, 甘氨酸螯合铁纳米脂质体的平均粒径为

84� 61 nm,多分散指数为 0� 159(见图 2)。

图 1 � 甘氨酸螯合铁纳米脂质体的 TEM图

Fig. 1 � TEM micrographs of ferrous glycinate nonolipo-

somes

图 2 � 甘氨酸螯合铁纳米脂质体的粒径分布

Fig. 2 � Sizes distribution of ferrous glycinate nanolipo-

somes

2� 2 � 牛奶强化前后的总铁含量
实测牛奶强化前后的铁含量如图 3所示。测

定出的强化奶中的铁含量与计算加入的铁量略有

出入,这可能是牛奶强化前后强化铁源回收率的差

异造成的。

注: Cont rol为空白牛奶, 即未强化奶; FeSO 4为硫酸亚铁强化

奶; FeAA为甘氨酸螯合铁强化奶; Lip-FeAA 为甘氨酸螯合铁

纳米脂质体强化奶,以下同。

图 3� 铁强化前后牛奶中的总铁含量

Fig. 3� Amount of total iron in milk before and after -i

ron fortification

2� 3 � 贮藏期间的牛奶中脂质成分的氧化
通常采用 T BA 法评价脂质的氧化程度。不饱

和脂肪酸氧化分解,产生的衍生物如丙二醛与 T BA

反应显色后, 于 532 nm 波长下测定吸光度。吸光
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值越小,则脂肪氧化产物越少;吸光值越大, 则脂肪

氧化产物越多。这种方法相对较为简单, 且一般与

感官分析的结果有很好的相关性, 因而是广为使用

的评价脂质氧化程度的指标之一。

在贮藏 4周的时间内, 铁强化对牛奶中脂质氧

化的影响见图 4。

图 4� 铁强化对牛奶中脂质成分氧化的影响

Fig. 4 � Effect of iron sources on lipid oxidation in fort-i

f ied milk

� � 由图 4 可见, 在样品贮藏期间, 随着贮藏时间

的延长, 4个样品中丙二醛含量是先上升后下降的。

这是因为,随着贮藏时间的延长, 样品中脂质成分

氧化程度增加, 导致了脂质氧化产物丙二醛含量的

上升;而贮藏后期样品中丙二醛含量的有所下降,

这可能是因为脂质氧化产物丙二醛与牛奶中具有

反应活性的氨基相互作用生成了 1-氨基-3-氨基丙

烯,而降低了丙二醛含量[ 14] 。在贮藏期间, 空白牛

奶中的脂质成分最为稳定, 氧化程度最低; 与空白

牛奶相比, 3种铁强化奶中的脂质成分氧化程度较

大,这可能是因为铁强化剂的金属离子会加速脂质

的氧化[ 15]。在 3种强化奶中,虽然硫酸亚铁强化奶

中的铁元素含量最低(见图 3) , 但 FeSO 4强化奶中

脂质氧化最为严重, 甘氨酸螯合铁强化奶次之, 甘

氨酸螯合铁纳米脂质体强化奶最低。这可能是因

为 FeSO4为无机盐, 在强化奶中以 Fe
2+
形式存在,

而 Fe
2+
会催化氧化奶中脂质成分; 而甘氨酸螯合铁

以螯合的形式存在,这大大地限制了铁离子对奶中

脂质成分的催化氧化作用 [ 3] ; 在甘氨酸螯合铁纳米

脂质强化奶中, 由于甘氨酸螯合铁被包封在脂质体

的内水相中,卵磷脂双分子层将甘氨酸螯合铁和奶

中的脂质成分隔开, 避免了它们的相互接触[ 8] , 因

此抑制了铁源对奶中脂质成分的催化氧化。

2� 4 � 牛奶色泽的变化
色泽是牛奶的一个重要物理参数。用色差计

测定铁强化前后牛奶的色泽见图 5。

图 5 � 铁强化前后牛奶的色泽变化

Fig. 5 � Change of color and luster of milk before and af-

ter iron fortification

� � 由图 5 可见, 对空白牛奶和不同铁源的强化

奶, 其亮度并没有明显变化。这可能是由于加入的

铁强化剂量较少, 并不足以改变奶体系的亮度。a、

b值显示, 铁强化后, 奶体系的绿色和黄色有所增

加。硫酸亚铁强化奶的绿色趋势有所增加,这可能

是因为硫酸亚铁为无机二价铁盐, 其本身具有绿

色, 因而增加了奶体系的绿色。甘氨酸螯合铁强化

奶和甘氨酸螯合铁纳米脂质体强化奶的黄色趋势

有所增加,可能是由于甘氨酸螯合铁自身的颜色和

甘氨酸螯合铁纳米脂质体的壁材蛋黄卵磷脂本身

具有淡黄色所致。从数据看, 3种铁强化剂对奶体

系红绿色度和黄蓝色度的绝对程度改变并不大。

贮藏期间空白奶和强化奶的色泽随时间的变

化情况见图 6。

� � � ( a)

� � � ( b )
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� � � ( c)

� � � ( d)

图 6 � 在贮藏期间空白奶和强化奶色泽的变化: ( a)为

光强度的变化; ( b)为红绿色度 a 值的变化; ( c)

为黄蓝色度 b 值的变化; ( d)为总色差 �E 的变

化

Fig. 6 � Change of color and luster of unfortified and for-

tified milk in storage period: ( a) visual light-

ness; ( b) redness-to-greeness; ( c) yellowness-to-

blueness; (d) total color difference

� � 由图 6可见,空白奶和强化奶的亮度均随贮藏

时间的增加而下降。这可能是因为奶体系中由聚

集、絮凝以及一些成分的变化引起的。与硫酸亚铁

和甘氨酸螯合铁相比, 虽然甘氨酸螯合铁纳米脂质

体强化后对奶的总色差改变最大, 但在贮藏期间,

甘氨酸螯合铁纳米脂质体强化奶的色泽很稳定, 变

化很小。而硫酸亚铁和甘氨酸螯合铁强化后对奶

的总色差改变较小, 但随着贮藏时间的增加, 色泽

变化很大,在贮藏结束时, 色泽的改变明显大于甘

氨酸螯合铁纳米脂质体强化奶的总色差。这可能

是因为甘氨酸螯合铁纳米脂质更为稳定, 与奶体系

中的其他组分作用更小, 因而维护了奶的色泽。

2� 5 � 牛奶粘度的变化
粘度是牛奶的一个重要物理性质。在乳状液

体系中, 体系的粘度对其稳定性有重要的意义, 粘

度高可以限制乳状液粒子在重力作用下的下沉, 易

于体系的稳定性 [ 16]。在贮藏期间, 空白奶和强化奶

粘度的变化如图 7所示。

图 7� 在贮藏期间空白奶和强化奶粘度的变化

Fig. 7 � Change of viscosity of unfortif ied and fortified

milk in storage period

� � 由图 7可见,空白牛奶和强化牛奶的粘度差别

不大。在贮藏前期, 牛奶粘度是稳定的; 在贮藏后

期, 牛奶的粘度明显下降, 这可能是由于牛奶内部

组织结构的变化引起的, 如乳凝块和乳清的分层,

导致了粘度的变小 [ 17]。

2� 6 � 牛奶体系的浊度稳定性
通常用牛奶离心前后上清液吸光度的比值 R

(即稳定系数)来评价牛奶体系的稳定性。在贮藏

期间,空白奶和强化奶的稳定系数 R见表 1。
表 1 � 空白奶和强化奶的稳定系数 R在贮藏期间的变化

Tab. 1 � Change of stability coefficient R of unfortif ied and

fortif ied milk in storage period

时间(周) Contr ol FeSO 4 FeAA Lip- FeAA

0 0. 9825 0. 9801 0. 9812 0. 9834

1 0. 9818 0. 9822 0. 9807 0. 9826

2 0. 8743 0. 9057 0. 9466 0. 9773

3 0. 6762 0. 8465 0. 9114 0. 9695

4 0. 5827 0. 5010 0. 8880 0. 9508

� � 从表 1可以看出,在贮藏前期, 4 个样品均是稳

定的;从第 3周开始, 空白奶、硫酸亚铁强化奶和甘

氨酸螯合铁强化奶开始失稳。贮藏期间,样品总的

稳定顺序是 Lip-FeAA强化奶> FeAA 强化奶> 空

白> FeSO4强化奶。

3 � 结 � 语

以蛋黄卵磷脂为主要壁材通过反向蒸发法制

备出了具有球形形态和粒径分布均匀的甘氨酸螯

合铁纳米脂质体。以甘氨酸螯合铁纳米脂质体为

强化铁源强化牛奶的贮藏结果表明, 与硫酸亚铁和

甘氨酸螯合铁相比,由于甘氨酸螯合铁被包封在了

脂质体的内水相中,卵磷脂双分子层隔开了甘氨酸

螯合铁与奶中其他组分的直接接触, 因而降低了它

对奶中的脂质成分的催化氧化作用, 增加了强化奶
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在贮藏期间的氧化稳定性和维护了强化奶的感官

质量。因此,甘氨酸螯合铁纳米脂质体可能是一种

在预防和治疗缺铁症状方面有应用潜力的铁强化

剂。
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