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摘　要：针对脂肪酶在时间 - 温度指示剂的应用中存在热稳定性能差，温度、

pH 值对其活性影响较大等问题，采用离子凝胶技术制备脂肪酶微胶囊。应

用单因素试验和正交试验相结合的方法，以海藻酸钠、壳聚糖、氯化钙浓度

为变量，优化脂肪酶微胶囊的制备工艺，对原脂肪酶与脂肪酶微胶囊的热稳

定性能、最适温度与 pH 值进行研究，采用红外光谱（FTIR）、扫描电镜（SEM）

对脂肪酶微胶囊结构及形貌进行分析，并对脂肪酶微胶囊在时间 - 温度指示

剂中的应用做出初步研究。得到了脂肪酶微胶囊最佳制备工艺条件为：海藻

酸钠质量浓度 30 g/L，壳聚糖质量浓度 6 g/L，氯化钙浓度 0.3 mol/L。脂肪

酶微胶囊的热稳定性比原脂肪酶有明显提高。脂肪酶微胶囊制备工艺稳定、

可靠，具有应用于时间 - 温度指示剂中的实用价值。

关键词：脂肪酶；微胶囊；时间 - 温度指示剂

中图分类号：TS206.4       　　　　     文献标志码：A
文章编号：1674-7100(2022)03-0060-09
引文格式：崔子杰，刘丹飞，陈思源，等 . 微胶囊化脂肪酶型 TTI 的制备及

其性能研究 [J]. 包装学报，2022，14(3)：60-68.

2022 年 第 14 卷 第 3 期 Vol.14 No.3 May 2022

包 装 学 报 PACKAGING JOURNAL03

1 研究背景

近年来，食品安全问题受到广泛关注。食品安全

与食品质量密切相关，而食品的质量则与食品特性、

贮藏温度、贮藏时间有显著的关系。相比于检测最

终产品质量，人们更应该关注食品在整个生命周期中

的实时监测关键参数 [1-3]。时间 - 温度指示剂（time-
temperature indicator，TTI）作为一种新兴的智能可

识别技术，是一种成本低、变化不可逆的食品质量记

录工具，通常附着在食品或食品包装上。

在食品生产—储存—运输过程中，TTI 可对整个

过程的温度积累效应进行监测和记录，并以自身颜

色变化与被包装食品的货架期相对应，从而显示食

品品质的变化和剩余货架寿命信息 [4-6]。根据 TTI 中

颜色变化工作原理的不同，TTI 可分为物理型、化学

型、微生物型及酶型四大类 [7]。物理型 TTI 主要通

过反应物的物理变化使指示剂产生色彩变化，典型

的如 Monitor Mark 型 TTI，此 TTI 根据酯质扩散速

度随温度升高而加快的原理设置，通过酯质扩散长

度或范围判断被指示食品的新鲜程度 [8]。化学型 TTI
主要通过反应物的聚合反应使指示剂产生色彩变化，

如张嘉帅 [9] 根据 2, 4- 己二炔 -1, 6- 二烷基脲在温度、

辐射等外界条件的刺激下会发生不可逆的固相化学

聚合反应从而产生颜色变化的原理，制成化学型 TTI
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并应用于疫苗冷链的实时监控。微生物型 TTI 主要

通过微生物的生长代谢使反应体系的 pH 值 [10] 或底

物成分 [11] 发生变化，结合 pH 指示剂达到指示效果。

酶型 TTI[12] 则根据酶与底物反应生成可变色物质，

配合显色指示剂达到颜色变化的效果。相较于其他型

TTI，酶型 TTI 具有性能稳定、生产成本低、可控性

好的特点，被广泛应用于牛乳、酸奶、冷鲜肉、鱼类

等冷链产品的货架期指示，但目前酶型 TTI 多制备

成液态形式，在实际应用中易发生泄漏，污染产品 [2]。

固态 TTI 因具有易于储存与应用、稳定性强等

特点，逐渐成为研究热点。目前的固态 TTI 主要是

使用聚乙烯醇或琼脂制作缓释薄膜 [13-14]，或利用静

电纺丝技术 [15-17]、微胶囊技术 [18] 达到固定化的效果。

微胶囊技术作为一种将微量物质包裹在聚合物薄膜

中的微型包装技术，可以有效减少活性物质对外界环

境因素（如光、氧、水）的反应，有效控制芯材的释放，

从而达到提高反应体系稳定性的效果 [19-20]。酶对温

度、pH 值的变化较为敏锐，将微胶囊技术应用在

酶的固定化上，会使酶型 TTI 具有更好的储存稳定

性 [21-23]。

脂肪酶型 TTI 在酶型指示剂中占有重要地位，

但目前对于固态脂肪酶 TTI 的研究相对较少。本研

究采用离子凝胶技术制备脂肪酶微胶囊，通过单因素

试验考察海藻酸钠浓度、壳聚糖浓度、氯化钙浓度对

脂肪酶微胶囊活性的影响，并通过正交工艺法优化实

验方案，得到最佳制备工艺条件；进一步通过控制外

界环境变量，得到脂肪酶微胶囊反应的最适温度及

pH 值，并初步应用于 TTI。

2 实验

2.1 材料与试剂

1）原料：脂肪酶，酶活力为 20 000 U/g，上海

源叶生物有限公司。

2）试剂：壳聚糖，生物试剂，国药集团化学试

剂有限公司；海藻酸钠，生物试剂，阿拉丁化学试剂

有限公司；冰乙酸，分析纯，阿拉丁化学试剂有限

公司；无水氯化钙，化学纯，国药集团化学试剂有限

公司；酚酞，分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

聚乙烯醇 1799 型，分析纯，阿拉丁化学试剂有限公

司；三乙酸甘油酯，分析纯，上海源叶生物有限公司；

氢氧化钠，分析纯，阿拉丁化学试剂有限公司；无水

乙醇，分析纯，湖南汇虹试剂有限公司；磷酸二氢钾，

分析纯，阿拉丁化学试剂有限公司；十二水磷酸氢

二钠，分析纯，阿拉丁化学试剂有限公司；蒸馏水，

购于屈臣氏。

2.2 仪器与设备

集 热 式 恒 温 加 热 磁 力 搅 拌 器，DF-101S 型，

上海力辰邦西仪器科技有限公司；分析电子天平，

FA2004 型，上海良平仪器仪表有限公司；冷冻干燥机，

SCIENTZ-12N 型，宁波新芝生物科技股份有限公

司； 扫描电子显微镜，PHenom ProX 型，中国赛默

飞世尔科技有限公司；离子溅射仪，SBC-12 型，北

京中科科仪股份有限公司；可调高速匀浆机，FSH-

2A 型，常州亿能实验仪器；傅里叶红外光谱测试仪，

TENSOR II 型，德国布鲁克光谱仪器公司；pH 计，

pH-100 型，上海力辰邦西仪器科技有限公司。 
2.3 脂肪酶微胶囊的制备及工艺优化

2.3.1 脂肪酶微胶囊的制备
称取 1 g 脂肪酶，用 10 mL 水溶解，静置分层，

过滤取滤液；称取一定量的海藻酸钠，加入脂肪酶溶

液中，磁力搅拌 15 min，得到海藻酸钠脂肪酶溶液；

称取一定量的壳聚糖，用 100 mL 乙酸溶液溶解，磁

力搅拌 15 min，得到壳聚糖溶液；称取一定量的氯

化钙，加入壳聚糖溶液中，磁力搅拌 5 min，得到壳

聚糖氯化钙混合溶液；使用 10 mL 注射器将海藻酸

钠脂肪酶溶液滴入壳聚糖氯化钙混合溶液中，搅拌直

至完成成膜反应，过滤，冷冻干燥，获得脂肪酶微胶

囊 [21-22]。

2.3.2 脂肪酶的活性测定
脂 肪 酶 微 胶 囊 的 水 解 活 力 采 用 GB/T 23535—

2009《脂肪酶制剂》中的通用测定方法进行测定，并

得到脂肪酶微胶囊的酶活回收率，选取脂肪酶微胶囊

的最佳制备方案。

脂肪酶活力的计算公式为：

                   。

式中：X1 为样品的酶活力，U/g；V1 为滴定空白时消

耗氢氧化钠标准溶液的体积，mL；V2 为滴定样品时

消耗氢氧化钠标准溶液的体积，mL；c 为氢氧化钠

标准溶液浓度，mol/L；n1 为样品的稀释倍数。

酶活回收率的计算公式为：

                           。

式中：X1 为脂肪酶微胶囊的酶活力，U/g；X0 为原脂
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肪酶的酶活力，U/g。

2.3.3 脂肪酶微胶囊制备的单因素试验

在预实验中 , 发现海藻酸钠浓度、壳聚糖浓度、

氯化钙浓度等 3 个因素对脂肪酶微胶囊活性可能存在

影响，故以海藻酸钠质量浓度（20, 30, 40 g/L）、壳

聚糖质量浓度（3, 6, 9 g/L）、氯化钙浓度（0.1, 0.2, 0.3 
mol/L）进行单因素试验，并测定脂肪酶微胶囊的水

解活性。上一单因素试验结束后，选取其中最佳的因

素水平作为条件进行下一单因素试验，每个试验平行

3 次，探究各因素对脂肪酶微胶囊活性的影响 [18, 24]。

2.3.4 脂肪酶微胶囊制备的正交法工艺优化试验

根据单因素试验考察海藻酸钠浓度、壳聚糖浓

度、氯化钙浓度 3 个因素对脂肪酶微胶囊活性的影响，

采用 L9（34）正交表设计正交法工艺优化试验，并

测定脂肪酶微胶囊的水解活性。每个试验平行 3 次，

通过极差分析确定各因素对脂肪酶微胶囊活性的影

响，得到最优制备工艺。

2.4 外界环境对脂肪酶微胶囊性能的影响

根据上述试验得到脂肪酶微胶囊的最优制备工

艺，制备脂肪酶微胶囊。比较所得脂肪酶微胶囊与原

脂肪酶的热稳定性能、最适温度及 pH 值，探究微胶

囊化处理对脂肪酶的影响。

2.4.1 脂肪酶的热稳定性

其他条件不变的情况下，将原脂肪酶与脂肪酶

微胶囊在 60 ℃下水浴中分别加热 0, 30, 60, 90, 120 
min，再采用 GB/T 23535—2009《脂肪酶制剂》中通

用测定方法测定脂肪酶的活性，得到其热稳定性能变

化情况。

2.4.2 反应温度对脂肪酶活力的影响

其他条件不变的情况下，分别在反应温度为 20, 
30, 40, 50, 60 ℃的环境中，采用 GB/T 23535—2009《脂

肪酶制剂》中通用测定方法对原脂肪酶与脂肪酶微胶

囊的活性进行测定，得到脂肪酶活力随反应温度的变

化情况。

2.4.3 反应溶液 pH 值对脂肪酶活力的影响

其他条件不变的情况下，分别在缓冲溶液 pH 值

为 6, 7, 8, 9, 10 的环境中，采用 GB/T 23535—2009《脂

肪酶制剂》中通用测定方法对原脂肪酶与脂肪酶微胶

囊的活性进行测定，得到脂肪酶活力随 pH 值的变化

情况。

2.5 脂肪酶微胶囊理化性质分析

2.5.1 红外光谱分析

分别称取海藻酸钠、壳聚糖、原脂肪酶、脂肪酶

微胶囊各 2 mg，各加入 100 mg 溴化钾进行研磨压片， 
105 ℃烘干处理，然后采用 TENSOR II 傅里叶红外

光谱仪进行扫描分析，扫描范围为 400~4000 cm-1。

2.5.2 粒径分布分析
使用 Nano Measurer 粒径分布计算软件统计微胶

囊在未干燥形态和干燥形态下的粒径分布情况，并计

算其平均粒径。

2.5.3 形貌及结构分析
准备完整的微胶囊颗粒及粉碎后的微胶囊颗粒，

分别对微胶囊的外部形貌与内部结构进行观察分析。

具体操作方法为：在样品架上贴一层导电胶带，然后

将微胶囊均匀平铺在导电胶带上，使用 SBC-12 离子

溅射仪喷洒一层薄金后 , 用 PHenom ProX 扫描电子

显微镜对待测样品的形貌 / 结构进行观察。

2.6 脂肪酶微胶囊在 TTI 上的初步应用

1）原理。根据脂肪酶水解脂肪产生脂肪酸使反

应体系 pH 值产生变化的原理，选取适当的 pH 指示

剂与反应物作为变色底物，再加入脂肪酶微胶囊，使

得反应过程中体系内 pH 值变化引起颜色变化，从而

达到指示效果。

2）具体方法。选取脂肪酶微胶囊的最优制备

工艺得到的微胶囊酶颗粒，粉碎后过 200 目筛；在

pH=10.6 的甘氨酸 - 氢氧化钠缓冲溶液中加入琼脂加

热溶解，冷却后加入三乙酸甘油酯作为底物，酚酞 -

百里酚酞 - 百里香酚蓝混合指示剂作为变色指示剂，

得到变色底物。取 1 mL 变色底物置入一次性培养皿

中，冷却凝固；另取冷却后的琼脂溶液加入微胶囊 0.05 
g，取 0.5 mL 置于一次性培养皿中，冷却凝固；将底

物琼脂片与脂肪酶微胶囊琼脂片接触以激活脂肪酶

TTI 体系，用聚乙烯膜将指示剂体系密封置于 4 ℃环

境下保存，在同一光源下观察其颜色变化。

3 结果与分析

3.1 脂肪酶微胶囊的制备工艺优化

在单因素试验中，分别以海藻酸钠质量浓度（A）、

壳聚糖质量浓度（B）、氯化钙浓度（C）为变量进

行试验，并对得到的脂肪酶微胶囊的水解活性进行测

定，试验设计及结果如表 1 所示。

由表 1 可以看出，这 3 种变量对微胶囊的活性均

有影响。随着海藻酸钠和壳聚糖浓度的增大，脂肪酶

微胶囊的活性均呈现先上升后下降的趋势，这说明所

选取的因素水平范围合适，可用作正交试验中的水平
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范围；随着氯化钙浓度的增大，脂肪酶微胶囊的活性

也随之上升，但氯化钙浓度达到 0.2 mol/L 后，再增

大氯化钙浓度对酶活性的影响则相对较小。

壳聚糖作为微胶囊壁材，能与海藻酸钠溶胶发生

络合反应，形成壳聚糖 - 海藻酸钠聚电解质复合膜。

适当的浓度能够使微胶囊的外部壁材形态更加稳固，

从而对内部的脂肪酶起到更好的固定作用，但浓度过

高会导致微胶囊壁过厚，内部的脂肪酶很难通过壁

材，从而降低了其活性。海藻酸钠浓度和氯化钙浓度

对微胶囊酶的活性影响可能是因为海藻酸钠作为微

胶囊芯材，与氯化钙发生络合反应，海藻酸钠中的钠

离子与氯化钙中的钙离子发生置换，形成海藻酸钙网

状水凝胶结构，对脂肪酶起载体作用，适当的浓度能

够使脂肪酶更加均匀的分散在芯材中，但海藻酸钠浓

度过大会导致溶液流动性变差，无法通过注射器挤出

均匀的球状溶液，从而使包裹微胶囊壁材过程变得十

分困难。

为了获得脂肪酶微胶囊的最佳制备工艺，对单因

素试验后进一步采用正交试验法优化工艺。采用 L9
（34）正交法，以海藻酸钠质量浓度（A）、壳聚糖

质量浓度（B）、氯化钙浓度（C）为变量，并设置

空白变量组，对得到的脂肪酶微胶囊的水解活性进行

测定，并对测定结果进行极差分析，试验设计及结果

如表 2 所示。

由表 2 可看出，k2A > k3A > k1A，k2B >k1B> k3B，k3C>
k2C > k1C，因此 A2、B2、C3 分别是 A、B、C 三因素

的最优水平；RB > RC > RA 表明壳聚糖浓度对脂肪酶

微胶囊的活性影响最大，其次是氯化钙浓度，海藻酸

钠浓度影响最小。因此，通过正交试验获得的脂肪酶

微胶囊制备最优工艺组合为 A2B2C3，即海藻酸钠质

量浓度为 30 g/L，壳聚糖质量浓度为 6 g/L，氯化钙

浓度为 0.3 mol/L。

3.2 生物催化性能分析

3.2.1 脂肪酶微胶囊的热稳定性能
酶作为一种对温度十分敏感的生物试剂，高温

存储会使其活性明显降低，而酶的固定化可以有效

解决酶的热变性问题。本研究分别将原脂肪酶与脂

肪酶微胶囊在 60 ℃下水浴中加热一段时间，并研究

两种酶的活性随时间的变化情况，结果如图 1 所示。 

由图 1 可知，在 60 ℃储存条件下，原脂肪酶的

水解活性迅速降低，2 h 后的活性仅为初始活性的

26.67%；而脂肪酶微胶囊的水解活性降低速率明显

下降，在 2 h 后仍有初始活性的 57.96%。这可能是

因为微胶囊壁材对芯材有一定的保护作用，且固定化

载体的存在阻止了部分脂肪酶分子的伸展变形以及

分子变性。对脂肪酶进行微胶囊化处理，有效提高了

表 2 正交试验结果及极差分析

Table 2 Orthogonal experiment results and
range analysis

编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
k1j

k2j

k3j

R

因 素

A/（g·L-1）

20
30
40
20
30
40
20
30
40

2366.67
2644.44
2405.56
  277.77

B/（g·L-1）

3
3
3
6
6
6
9
9
9

2238.89
3050.00
2127.78
  922.30

C/（mol·L-1）

0.1
0.2
0.3
0.2
0.3
0.1
0.3
0.1
0.2

2205.56
2461.11
2750.00
  544.44

空白

1
3
2
2
1
3
3
2
1

酶活力 /
（U·mL-1）

1700.00
2516.67
2500.00
2983.33
3333.33
2833.33
2616.67
2083.33
1833.33

最佳制备

工艺：

A2B2C3

图 1 脂肪酶在 60 ℃环境下的热稳定性

Fig. 1 Thermal stability of lipase at 60℃

表 1 单因素试验及酶的活性测定

Table 1 Single factor test and enzyme activity 
determination

试验号

A1

A2

A3

B1

B2

B3

C1

C2

C3

A/（g·L-1）

20
30
40
30
30
30
30
30
30

B/（g·L-1）

6
6
6
3
6
9
6
6
6

C/（mol·L-1）

0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.1
0.2
0.3

酶活力 /（U·mL-1）

2333.33
2983.33
2500.00
2516.67
3016.67
2333.33
2560.00
3020.01
3140.01

微胶囊化脂肪酶型 TTI 的制备及其性能研究

崔子杰，等03



- 64 -

原脂肪酶的热稳定性能。

3.2.2 外界环境对脂肪酶微胶囊活性的影响
脂肪酶作为一种酶制剂，对外界的环境十分敏

感，因此外界环境如反应溶液 pH 值、反应温度等对

脂肪酶的活性都会产生影响。本研究通过控制反应溶

液的 pH 值、反应温度，得到原脂肪酶与脂肪酶微胶

囊活性随溶液 pH 值及反应温度的变化，结果如图 2
所示。

由图 2a 可知，原脂肪酶的最适反应温度为 40 ℃
左右，脂肪酶微胶囊的最适温度则在 50 ℃左右，这

也进一步证明了脂肪酶微胶囊热稳定性的提高。由

图 2b 可知，原脂肪酶在 pH=8 左右的水解活性最强，

而脂肪酶微胶囊的水解活性在 pH=9~10左右时最强，

这说明微胶囊化后的脂肪酶耐碱性更好，更适合在碱

性条件下反应。由此说明，微胶囊化处理使脂肪酶的

耐碱性及耐高温性能都有一定的提升。

3.3 物理和形态特征分析

3.3.1 红外光谱分析
脂肪酶微胶囊、原脂肪酶、海藻酸钠、壳聚糖的

红外光谱图如图 3 所示，其中：A 为脂肪酶微胶囊；

B 为原脂肪酶；C 为壳聚糖；D 为海藻酸钠。

由海藻酸钠红外光谱图（图 3D）可知，由于

C== O 键的不对称伸缩振动引起 1614 cm-1 处的宽峰，

C== O 键的对称伸缩振动引起 1417 cm-1 处的窄峰；

1030 cm-1 处的宽峰则是由于 C—O 键伸缩振动引

起的。壳聚糖红外光谱（图 3C）中 3450 cm-1 左

右的峰，是形成氢键缔合的—OH 伸缩振动吸收峰

与—NH 的伸缩振动吸收峰重叠而增宽的多重吸收

峰； 在 1600 cm-1 及 1656 cm-1 处， 由 于 N—H 弯 曲

振动和 C==O 伸缩振动形成酰胺吸收峰。原脂肪酶（图

3B）在 3440 cm-1 处的吸收峰，与—OH 键轴向变形

有关；1610 cm-1 处的峰与 N—H 键的弯曲振动有关；

1420 cm-1 处的峰与 C—N 键轴向变形有关；1160 cm-1

处的峰与 C—O 键轴向变形有关。对于脂肪酶微胶囊

（图 3A），可以观察到微胶囊—OH 键和—NH 键的

伸缩振动吸收峰强度降低，且移动至 3340 cm-1 处， 
C—O 键轴向变形相关的峰（1013 cm-1 处）吸收强度

也有所减弱，可能是壳聚糖中的氨基和海藻酸钠中羧

基的离子间及静电相互作用导致 N—H 键减少。有研

究发现，如果形成包埋物，芯、壁材分子间的非共价

键作用会减弱分子间的键能，体现在红外光谱中相

应基团的吸收强度会相应减弱，依此来表征壁材分

子是否对芯材产生了包埋作用 [24-25]。比较谱图 4A~B
可以看出，脂肪酶微胶囊的吸收峰强度有所减弱 , 这
表明脂肪酶进入了微胶囊内腔，实现了微胶囊对脂肪

酶的包埋作用。

3.3.2 粒径分布分析
利用 Nano Measurer 粒径分布计算软件统计脂肪

b）反应溶液 pH 值

图 2 外界环境对脂肪酶活力的影响

Fig. 2 Effect of external environment on lipase activity

a）反应温度

图 3 脂肪酶微胶囊红外光谱图

Fig. 3 Infrared spectrum of lipase microcapsules
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酶微胶囊在未干燥形态和干燥形态下的粒径分布情

况，并计算其平均粒径，结果如图 4 所示。由图 4a
可知，未干燥的微胶囊粒径主要分布在 3.0~4.0 mm
左右，平均粒径约为 3.58 mm；由图 4b 可知，干燥

后的微胶囊粒径主要分布在 1.6~2.4 mm 左右，平均

粒径约为 1.95 mm。

3.3.3 形貌及结构分析
利用扫描电子显微镜观察脂肪酶微胶囊的外部

形貌、内部结构及粉碎后的微观结构，结果如图 5 所

示。由图 5a 可以观察到，微胶囊颗粒为表面坍塌不

均匀的球体。这是由于在水凝胶基微胶囊的形成过程

中，水分子通过分子排列及二次力存在于微胶囊中，

使微胶囊呈现出均匀的球形；但在冷冻干燥过程中，

由于水分子的消失与基体结构的减弱，这种稳定的三

维结构会发生改变，因此干燥后微胶囊不再是一个均

匀的球体，表面会出现坍塌与褶皱，内部则形成大量

的孔洞 [20-22]。由图 5b 可以观察到微胶囊颗粒内部呈

网状结构，这是由于海藻酸钠中的钠离子与氯化钙中

的钙离子会发生置换反应，形成海藻酸钙网状水凝胶

结构。图 5c 微胶囊粉碎后的内部结构中，可以看到

脂肪酶附着在微胶囊内壁上。

3.4 脂肪酶微胶囊在 TTI 上的初步应用分析

通过正交试验得到脂肪酶微胶囊的最优制备工

艺，即在海藻酸钠质量浓度 30 g/L、壳聚糖质量浓度

6 g/L、氯化钙浓度 0.3 mol/L 的条件下制备脂肪酶微

胶囊，并进一步制备 TTI，用聚乙烯膜将指示剂体系

密封，置于 4 ℃环境下保存，在同一光源下每隔 8 h
观察其颜色变化，结果如图 6 所示。

由图 6 可以看出，随着时间的推移，此 TTI 的

颜色发生紫色 - 淡紫色 - 黄色的变化过程，24 h 后

再无颜色变化，反应终止。在本 TTI 体系中，使用

甘氨酸 - 氢氧化钠溶液作为缓冲溶液，初始 pH 值在

10.6 左右。当 TTI 激活后，脂肪酶微胶囊水解变色

底物中的三乙酸甘油酯，产生脂肪酸，使得 TTI 体

系中的 pH 值缓慢下降。酚酞 - 百里酚酞 - 百里香

酚蓝混合指示剂作为 TTI 体系中的 pH 指示剂，可在

pH=10.6~8.0 的范围内对体系 pH 值的变化做出颜色

响应，得到一个可视化的变色效果，当 TTI 体系的

pH 值下降到 8.0 后，颜色不再发生变化，此 TTI 体

系达到指示终点。

b）干燥状态下

图 4 脂肪酶微胶囊粒径分布

Fig. 4 Particle size distribution of lipase microcapsules

a）未干燥状态下

c）微观结构

图 5 脂肪酶微胶囊扫描电子显微镜图

Fig. 5 Scanning electron microscopy of 
lipase microcapsules

a）外部形貌 b）内部整体结构
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本研究中制备的酶型 TTI 体系，将变色底物与

脂肪酶微胶囊分别固定化，并采取接触激活的方式，

有利于 TTI 反应体系初始反应时间的控制，不存在

必须现做现用的问题；且在固定化过程中，本研究先

对脂肪酶进行了微胶囊化处理，使得脂肪酶在储存和

反应过程中的稳定性更好，再对整个 TTI 反应体系

进行固定化，使 TTI 更易存储及应用。从该应用实

验可以看出，本实验制备的脂肪酶微胶囊可以应用于

TTI 的研究中，对于固态 TTI 的研究有一定的帮助。

在后续实验中，可以通过改变 TTI 体系内各组分的

含量，达到缩短或增长反应时长的目的，从而应用于

指示不同食品的品质变化及货架期。

4 结语

本研究采用单因素试验与正交试验相结合优化

脂肪酶微胶囊的制备工艺，得出理论最佳工艺为海藻

酸钠质量浓度 30 g/L、壳聚糖质量浓度 6 g/L、氯化

钙浓度 0.3 mol/L，在此条件下，制备的脂肪酶微胶

囊水解活性最高。相比于原脂肪酶，本研究制备的脂

肪酶微胶囊的热稳定性有所提高，最适温度和 pH 值

也有所改变，使得脂肪酶耐碱性更好，更适合在碱性

条件下反应。

通过红外光谱分析和扫描电子显微镜观察可知，

脂肪酶的特征吸收峰强度有所减弱，表明脂肪酶进入

了微胶囊内腔，包埋成功；微胶囊的外部形貌为不均

匀球体，呈现出塌陷和不均匀的表面，内部则是网状

结构，可以使脂肪酶更加均匀地附着在微胶囊内壁，

且不阻碍脂肪酶与外界反应。

本研究对制备的脂肪酶微胶囊在时间 - 温度指

示剂中进行了初步应用，制备的 TTI 随时间呈现明

显的颜色变化，为脂肪酶微胶囊在 TTI 方面的应用

提供了依据。在后期的研究中，将进一步完善该微胶

囊在固态 TTI 体系中的应用与分析。
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Preparation and Properties of Microencapsulated Lipase TTIs

CUI Zijie，LIU Danfei，CHEN Siyuan，PU Yumei，ZHONG Yunfei

（College of Packaging and Materials Engineering，Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 412007，China）

Abstract：Lipase microcapsules were prepared by adopting ion gel technology in order to solve the problems of poor 
thermal stability performance and great influence of temperature and pH value on lipase activity in the application of time-
temperature indicator. The preparation process of lipase microcapsules was optimized by single factor test and orthogonal 
test with the concentration of sodium alginate, chitosan and calcium chloride as variables with the thermal stability, 
optimum temperature and pH value of lipase and lipase microcapsules were studied. The structure and morphology of 
lipase microcapsules was analyzed by infrared spectroscopy (FTIR) and scanning electron microscopy (SEM), and then 
the application of lipase microcapsule in time-temperature indicator was preliminarily studied. The optimal preparation 
conditions of lipase microcapsules were as follows: sodium alginate mass concentration was 30 g/L, chitosan mass 
concentration was 6 g/L, calcium chloride concentration was 0.3 mol/L, and the thermal stability of lipase microcapsules 
was significantly improved compared with the original lipase. The preparation technology of lipase microcapsule is 
stable and reliable, which has practical value in time-temperature indicator.

Keywords：lipase；microcapsule；time-temperature indicator
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