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固态酶型时间温度指示器的研发 

徐凤娟, 葛  蕾, 李振兴*, 林  洪, 毛相朝 

(中国海洋大学食品科学与工程学院, 青岛  266003) 

摘   要 : 目的   开发出一种新型的以酪氨酸酶酶促褐变原理为基础的固态酶型时间温度指示器

(time-temperature indicator, TTI)。方法  通过单因素实验, 确定各因素的取值范围, 并建立以 TTI 指示时间为

响应值, 以酪氨酸含量、酪氨酸酶含量以及聚乙烯醇(polyvinyl alcohol, PVA)浓度为自变量的数学模型。结果  

根据响应面模型预测, 确定了 TTI 达到最长时间时各因素的取值: 酪氨酸 30.08 mg, 酪氨酸酶 0.30 mL, PVA 

15.18%, 此时 TTI 的最长指示时间可以达到 50.48 h。结论  优化了固态酶型时间温度指示器, 并确定了该指

示器的最长指示时间, 为该指示器的应用提供了基础。 
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Development of a novel time-temperature indicator based on tyrosinase 

XU Feng-Juan, GE Lei, LI Zhen-Xing*, LIN Hong, MAO Xiang-Zhao 

(College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao 266003, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a new kind of solid-state time-temperature indicator (TTI) based on enzymatic 

browning principle of tyrosinase. Methods  In order to confirm the value ranges of different factors, single factor 

experiments were studied. A mathematical model was established according to response surface experiments. The 

dependent variable of the model was the instruction time of TTI, and the independent variables of the model were 

tyrosine content, tyrosinase concentration and polyvinyl alcohol (PVA) concentration. Results  The value of each 

independent variable could be determined according to the forecast of the model when TTI achieved the longest 

instruction time. The values were as follows: tyrosine was 30.08 mg, tyrosinase was 0.30 mL and polyvinyl alcohol 

was 15.18%. The longest instruction time of TTI could reach 50.48 h under these conditions. Conclusion  This 

research confirms the best recipe of different factors and determines the longest instruction time of the TTI, which 

lays the foundation for the application of the indicator. 
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1  引  言 

时间-温度指示器是一种简易的质量记录装置, 可以

对产品的整个货架期中的一些关键参数进行操纵、监控和

记录, 通过时间温度积累效应指示食品的温度变化历程和

剩余货架期信息[1,2]。目前, 在不同种易腐食品中已有广泛
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应用, 如奶制品[3]、肉类[4,5]、海产品[6]、农产品[7,8]中。然

而, 我国对于时间温度指示器(time-temperature indicator, 

TTI)的研究尚处于起步阶段 , 理论研究不系统 , 开发的

TTI 产品因存在诸多问题而鲜有应用。国外研究的 TTI 种

类多为微生物型、酶型、扩散型和化学型, 很多 TTI 已经

实现了商业化[9]。在过去的 20 多年中, 科学研究和商品开

发所关注的 TTI 主要有: 扩散型、化学型、酶型、微生物

型及其他一些新型的 TTI[10], 其中以酶型 TTI 研究居多, 

包括淀粉酶型 TTI[11,12]、碱性脂肪酶 TTI[13,14]、漆酶型

TTI[15]、脲酶 TTI[16]和糖化酶 TTI[17,18]。 

目前, 已研究出的酶型指示器主要通过酶与底物的

反应, 随着时间的延长和温度积累产生明显的可视颜色变

化[19]。这些酶型 TTIs 基本可以分为 2 种, 一种是以碘为指

示剂, 通过淀粉酶与淀粉的水解反应引起颜色变化为原理

进行指示[20,21], 该 TTIs 一旦制作完成即自动活化, 需要在

-40 ℃下保存。另一种是通过酶促反应降低 pH, 使指示剂

变色来指示反应进行的程度。蔡华伟等[22]进行了淀粉酶型

TTI 的研制, 宁鹏等[23]研究了碱性脂肪酶型 TTI, 通过反

应体系的 pH 变化原理制成时间温度指示器。酶型 TTI 属

于生物型 TTI, 主要通过酶催化底物水解释放 H+降低体系

pH 值, 进而致使酸碱指示剂产生颜色变化来指示食品品

质变化[24]。这种类型的 TTIs, 反应产生的弱酸在低于一定

浓度时, 不容易使指示剂发生颜色变化并且反应过程中颜

色较浅, 不方便肉眼观察。此外, 该种 TTIs 各反应物均为

液态, 在实际应用中易发生泄漏, 污染产品[25]。 

本文以酪氨酸和酪氨酸酶为研究对象, 旨在开发一

种全新固态酶型时间温度指示器。该指示器利用酶促反应

原理, 通过反应体系自身产生的颜色变化来显示时间、温

度累积效应。反应体系构成简单, 无需加入任何指示剂, 

且由无色至黑色的颜色变化过程更加方便肉眼观察。本研

究为我国生鲜食品流通的监测提供了新的选择, 为消费者

选择物有所值的新鲜食品提供方便。  

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

UV1101 紫外分光光度计(杭州艾普仪器设备有限公

司); JA2003 精密电子天平(北京赛多利斯仪器系统有限公

司); HH-1 恒温水浴锅(国华电器有限公司); 隔水式电热恒

温培养箱(上海安亭科学仪器厂); 78-1A 型磁力加热搅拌器

(金坛市双捷实验仪器厂); SHZ-Ⅲ型循环水真空泵(上海亚

荣生化仪器厂)。 

酪氨酸酶 1715 U/mg(美国 Sigma 公司); 酪氨酸(北京

Solarbio 公司); EDTA(分析纯, 北京 Solarbio 公司); 十二水

合磷酸氢二钠、二水合磷酸二氢钠、甘油(分析纯, 国药集

团化学试剂有限公司); 聚乙烯醇(化学纯, 国药集团化学

试剂有限公司)。 

2.2  试验方法 

2.2.1  酪氨酸和酪氨酸酶的固定化 

称取一定量的酪氨酸, 加入 30.0 mL 双蒸水中, 95 ℃

水浴至酪氨酸完全溶解。加入适量聚乙烯醇 (polyvinyl 

alcohol, PVA), 继续水浴溶解, 直至 PVA 溶液呈透明胶体

状态(全部溶解)。将溶解好的酪氨酸和 PVA 混合物于 30 ℃

下超声脱气 20 min, 倒模(膜厚度 1 mm), 冻存于-40 ℃冰

箱中, 3 h 后取出, 放置于室温下解冻 3 h。反复 5 次后, 将

成型的 PVA 薄膜取下, 用打孔器打出直径约 1 cm 的 PVA

薄膜。同时, 以同样的方法制备固定有酪氨酸酶的 PVA 缓

释薄膜, 但是在制备过程中需要等 PVA 溶液降温后再加入

酪氨酸酶, 以防止酶失活。 

2.2.2  TTI 制备条件的单因素试验 

(1)酪氨酸含量的优化 

在实验中固定各个溶液的体积用量、酪氨酸酶含量为

0.2 mL(2 mg/mL)、PVA 浓度为 15%、反复冷冻-解冻循环

时间 36 h, 为研究酪氨酸含量对 TTI 指示时间的影响, 酪

氨酸含量选取范围为 10、20、30、40、50、60 mg/30 mL

双蒸水。 

(2)酪氨酸酶含量的优化 

固定各个溶液的体积用量, 酪氨酸含量为 50 mg/30 

mL 双蒸水(把 50 mg 酪氨酸溶入 30.0 mL 双蒸水中)、PVA

浓度为 15%、反复冷冻-解冻循环时间 36 h, 为研究酪氨酸

酶含量对 TTI 指示时间的影响, 酪氨酸酶含量选取范围为

0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6 mL。 

(3)PVA 浓度的优化 

固定各个溶液的体积用量、酪氨酸含量 50 mg/30 mL

双蒸水、酪氨酸酶含量为 0.2 mL、反复冷冻-解冻循环时

间 36 h, 为研究 PVA 浓度对 TTI 指示时间的影响, PVA 浓

度的选取范围为 10%、13%、15%、17%、20%。 

2.2.3  TTI 制备条件的响应面优化 

在单因素实验的基础之上, 根据 Box-Behnken 中心

组合实验设计原理, 以酪氨酸含量(Factor 1, A), 酪氨酸酶

含量(Factor 2, B)及 PVA 浓度(Factor 3, C)为自变量, 以 TTI

指示时间为响应值, 设计 3 因素 3 水平实验。采用总体颜

色变化(total color difference, ΔE)判断 TTI 指示终点。所有

实验均在 4 ℃下进行, 实验因素及其水平取值见表 1。 

 
表 1  实验因素水平及编码 

Table 1  Levels and coding of experimental factors 

因素 编码 -1 0 +1 

酪氨酸(mg) A 20 30 40 

酪氨酸酶(mL) B 0.2 0.3 0.4 

PVA(%) C 13 15 17 
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3  结果与分析 

3.1  酪氨酸和酪氨酸酶的固定化 

不同时间下酪氨酸酶 TTI 的颜色变化见图 1, 可以看

出, TTI 的颜色呈现出由无色到褐色再到黑色的褐变过程, 

整个过程颜色变化明显, 便于肉眼观察。从图中我们也可

看出, 该 TTI 在变色过程中, 不仅呈现出明显的颜色变化, 

同时在薄膜上形成了一个逐渐增大的扩散圈。这可能是由

于酪氨酸的分子量较低, 可以在 PVA 凝胶形成的网状结构

中向外扩散, 并在扩散过程中与酪氨酸酶接触, 酶促反应

发生, 从而形成了有颜色的扩散圈。 

现有的一种基于脂肪酶反应研制的 TTI, 通过显色圈

的大小来判断指示器的反应程度[25]。而本实验中 TTI 颜色

变化明显, 易于观察和测量, 因此本实验中选择颜色变化

作为衡量指示器反应程度的指标。 

 
 

 
 
 

注: TTI 的固定方式: 面积较小的薄膜为固定化有底物酪氨酸的

PVA 缓释薄膜, 面积较大的薄膜为固定化有酪氨酸酶的 PVA 缓释

薄膜。 

图 1  不同时间下酪氨酸酶 TTI 的颜色变化 

Fig. 1  Color changes of the tyrosinase-based TTI at different time 
 
 

3.2  TTI 制备单因素分析 

3.2.1  酪氨酸含量对指示时间的影响 

酪氨酸含量对 TTI 指示时间的影响如图 2 所示。随

着酪氨酸含量的增加, TTI 的指示时间不断延长。在酪氨

酸酶含量一定的条件下, 酪氨酸含量过高导致反应时间

延长, 是导致 TTI 指示时间延长的主要原因。但是酪氨酸

含量过高时, 扩散圈范围会在极短的时间内覆盖整个 TTI, 

不利于 TTI 指示时间的观察; 而当酪氨酸含量过低时 , 

TTI 的颜色变化和扩散圈并不十分明显, 也不利于 TTI 指

示时间的观察。综上所述, 适宜的酪氨酸含量范围确定为

20~40 mg。 

3.2.2  酪氨酸酶含量对指示时间的影响 

酪氨酸酶含量对 TTI 指示时间的影响如图 3 所示。随

着酪氨酸酶含量的增加,  

TTI 的指示时间不断缩短。这可能是由于当酪氨酸

含量一定时, 酪氨酸酶含量的增加加快了酶促反应的速

率。但是酪氨酸酶含量过低(0.1 mL)时, TTI 的颜色变化

和扩散圈并不明显, 不利于 TTI 指示时间的观察, 综合

考虑, 最终选取的酪氨酸酶含量范围确定为 0.2~0.4 mL 

(2 mg/mL)。 

 
 

图 2  酪氨酸含量对指示时间的影响(n=5) 

Fig. 2  Effect of tyrosine content on corresponding time (n=5) 

 

 
 

图 3  酪氨酸酶含量对指示时间的影响(n=5) 

Fig. 3  Effect of tyrosinase content on corresponding time (n=5) 

 
3.2.3  PVA 浓度对指示时间的影响 

PVA 浓度对 TTI 指示时间的影响如图 4 所示。从图中

可以看出, 随着 PVA 浓度的增加, TTI 的指示时间不断延

长。但是当 PVA 浓度过高时(如 20%), TTI 的扩散圈很小, 

这主要是由于PVA浓度较高, 导致形成的PVA凝胶的网状

结构致密[26-28], 影响了酪氨酸在其中的扩散, 另外, PVA

浓度过高时, PVA 的溶解过程极长[29], 并且在溶解过程中

极易出现凝结现象; 而当 PVA 浓度过低时, 同样存在着

PVA 薄膜强度较低, 出现粘连的现象。综上所述, 适宜的

PVA 浓度范围确定为 13%~17%。 

根据单因素实验的结果, 最终确定响应面实验中各

因素的范围为: 酪氨酸含量 20~40 mg, 酪氨酸酶量 0.2~0.4 

mL, PVA 浓度 13%~17%。 

3.3  响应面优化分析 

3.3.1 数学模型的建立 

响应面法(response surface methodology, RSM)可以用

比较少的实验次数完成全面的分析研究, 评价各个因素的
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影响以及交互作用, 并且可以快速确定实验的最佳条件, 

已经在许多工艺优化中成功应用[30-32]。本实验中响应面优

化分析设计的所有实验均在 4 ℃下进行, 其结果见表 2。 

 

 
 

图 4  PVA 浓度对指示时间的影响(n=5) 

Fig. 4  Effect of PVA content on corresponding time (n=5) 
 

表 2  实验设计及结果 
Table 2  Experimental design and results 

编号 
酪氨酸 

含量 A 
酪氨酸酶 

含量 B 
PVA 

含量 C 
指示时间

t(h) 

1 0 0 0 51 

2 -1 0 +1 31 

3 0 +1 -1 32 

4 0 +1 +1 40 

5 -1 +1 0 34 

6 -1 0 -1 33 

7 -1 -1 +1 32 

8 -1 -1 0 29 

9 0 0 0 52 

10 0 0 0 50 

11 0 0 0 48 

12 +1 -1 0 38 

13 +1 0 -1 30 

14 +1 0 +1 32 

15 +1 +1 0 28 

16 0 -1 -1 30 

17 0 0 0 51 

 
 

采 用 总 体 颜 色 变 化 判 断 指 示 终 点 。 实 验 中 当

ΔE=38.21±2.00 时, TTI 达到指示终点黑色。利用 Design 

Expert 软件对表 2 数据进行回归拟合, 建立数学模型, 得

到如下方程:   

t=50.40+0.25A+0.50B+1.50C-10.33A2-7.83B2-8.83C2-3.
75AB+0.75AC+1.25BC。  

3.3.2 数学模型的显著性检验 

数学模型的方差分析见表 3。从表中可以看出, 拟合

后得出的数学模型具有  高度的显著性 (P=0.0003<0.01), 

失拟项在 α=0.05 水平上并不显著。(P=0.0638>0.05), 这表

明该数学模型的拟合程度良好, 误差相对较小, 可以用来

预测 TTI 的指示时间。对拟合数学模型显著性检验的结果

见表 4。交互项 AB 的影响显著, 这表明在 TTI 的制备过程

中, 酪氨酸含量和酪氨酸酶含量对 TTI 的指示时间有着显

著的交互作用。 

 
 

表 3  回归模型方差分析 
Table 3  Analysis of variance for regression model 

变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 1239.33 9 137.70 20.00 0.0003

失拟项 39.00 3 13.00 5.65 0.0638

误差 9.20 4 2.30   

和 1287.53 16    

 
 

表 4  回归模型系数的显著性检验  
Table 4  Significance test of regression model coefficients 

模型系数 预测系数 标准误差 F 值 P 值 

A 0.25 0.93 0.073 0.7953

B 0.50 0.93 0.29 0.6066

C 1.50 0.93 2.61 0.1500

A2 -10.33 1.28 65.19 <0.0001

B2 -7.83 1.28 37.44 0.0005

C2 -8.83 1.28 47.62 0.0002

AB -3.75 1.31 8.17 0.0244

AC 0.75 1.31 0.33 0.5854

BC 1.25 1.31 0.91 0.3725

 
 

根据响应面优化实验所得结果和二次多项方程, 利

用 Design Expert 软件预测得到 TTI 最长指示时间, 最长指

示时间为 50.4763 h, 达到这一指示时间时 3 个因素的取值

为: 酪氨酸含量为 30.08 mg, 酪氨酸酶含量为 0.3 mL(2 

mg/mL), PVA 浓度为 15.18%。为了验证模型预测的准确性, 

在最优响应条件下, 3 组平行实验所能达到的最长指示时

间分别为 50、50.5 和 49.5 h, 实际值与预测值相接近, 可

以看出该模型可以用于 TTI 指示时间的预测。 
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4  结  论 

通过将酪氨酸和酪氨酸酶分别固定于 PVA 凝胶缓释

薄膜, 开发出了一种新型的以酪氨酸酶酶促褐变原理为

基础的固态酶型时间温度指示器。该指示器可提供颜色

变化和扩散圈 2 个选择来指示 TTI 的指示时间。通过单

因素实验, 确定了各因素的取值范围, 成功建立了以 TTI

指示时间为响应值, 以酪氨酸含量、酪氨酸酶含量以及

PVA 浓度为自变量的数学模型。根据模型预测, 确定了

TTI 达到最长时间时各因素的取值: 酪氨酸 30.08 mg, 酪

氨酸酶 0.30 mL, PVA 15.18%，此时 TTI 的最长指示时间

可以达到 50.48 h。 
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