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摘要：目的 为了准确表征鲜牛奶的新鲜度，制备一种微生物型时间-温度指示器。方法 选择瑞士乳杆

菌菌种作为微生物基础，采用 SPG 膜乳化技术制备微生物微胶囊，按照微生物胶囊与固体基质的不同

比例制作 3 种固体微生物时间-温度指示器，以色差值为变化参数研究其动力学特性，并与应用的鲜牛

奶在恒温及变温条件下进行匹配试验。结果 3 种不同比例时间-温度指示器的活化能与鲜牛奶的活化能

差值在 25 kJ/mol 之内，其中当微胶囊质量与固体基质体积之比（g/mL）为 1∶2 时，在变温条件下两者

的等效温度差值为 2.1 ℃，TTI 预测食品货架期终点的误差为 3%。结论 在恒温和变温等 2 种条件下时，

制备的微生物型 TTI 可以精准实现鲜牛奶货架期的可视化。 

关键词：时间温度指示器（TTI）；鲜牛奶；动力学参数；微生物；微胶囊 

中图分类号：TS252.1   文献标识码：A    文章编号：1001-3563(2020)09-0067-07 

DOI：10.19554/j.cnki.1001-3563.2020.09.010 

Microbial Time-temperature Indicator Applied in Fresh Milk 
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ABSTRACT: The work aims to prepare a microbial time-temperature indicator, in order to characterize the freshness of 

fresh milk accurately. Microbial microcapsules were prepared by SPG membrane emulsification technology on the basis 

of Lactobacillus helveticus strains. Three kinds of solid microbial time-temperature indicators were made according to 

different proportions of microbial capsules and solid substrates. Their dynamic characteristics were studied by their color 

difference values. The test matching the applied fresh milk was carried out under the conditions of constant and variable 

temperatures. The difference of activation energy between three TTIs at different proportions and fresh milk was within 

25 kJ/mol. When the ratio (g/mL) of microcapsule in mass to volume of solid matrix was 1∶2, the difference of equiva-

lent temperature between the two indicators was 2.1 ℃ under variable temperature, and the error of TTI in predicting the 

end point of food shelf life was 3%. The microbial TTI prepared can accurately visualize the shelf life of fresh milk under 

constant and variable temperatures. 
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随着生活品质的提高和经济文化的发展，人们对

食品质量的要求越来越高。近年来，我国乳品行业食

品安全形势严峻[1]。鲜牛奶中丰富的营养物质以及适

宜的温度会促进残留在鲜牛奶中菌种的生长繁殖，鲜

牛奶的变酸结块通常是由乳酸菌造成的，因此，开发

了时间-温度指示器（Time-Temperature Indicator，

TTI）解决单个食品质量检测的问题。TTI 是附于包

装或产品上的一种简单装置或标签，能够记录此产品

的时间温度历程。 

总体来说，根据不同的反应机理，TTI主要可以

分为 3类，分别为化学型 TTI、物理型 TTI与生物型

TTI[2]。生物型中的微生物型 TTI 工作机理是微生物

的生长代谢对 TTI中的培养基进行酸化，随后培养基

的 pH 值降低，导致酸碱指示剂颜色发生变化[3]。目

前用于制备微生物型 TTI 的微生物种类大多为乳酸

菌[4—6]。 

微生物 TTI 由微生物菌种和指示器基质混合溶

液构成，相关研究表明[7]，大部分微生物菌种在低温

下无法生存，因此需要对微生物菌种进行固定来保证

其低温下的活性。有研究表明，使用微胶囊技术对微

生物菌种进行固定是保护微生物菌种活性最具效果

的方式[8—9]。此实验中将微生物微胶囊化，其壁材可

以阻隔微生物与外界不良环境接触[10]。乳酸菌的微胶

囊化可以使乳酸菌在高氧环境、冷冻环境、酸性环境

下存活，且微胶囊可以解决微生物型 TTI调整反应时

间长的问题[11—12]。 

在众多的微胶囊技术中，SPG（Shirasu Porous 

Glass Membrane）膜乳化法因可用于制备粒径均一的

乳液[13]，受到学者的广泛关注。SPG膜乳化法是对分

散相液体进行加压，使其透过具有相同细孔径的 SPG

膜，进而形成微细液滴并分散到分散介质（连续相）

中，最终调制成乳化液的方法[14]。 

文中旨在开发一种全新的微生物型时间-温度指

示器。由于瑞士乳杆菌是牛乳制品中所有乳酸菌分离

菌株的优势菌群[15]，因此在制备微生物型 TTI时，选

择瑞士乳杆菌菌种作为微生物基础。该指示器利用微

生物的产酸原理，即随时间、温度的变化，体系自身

会产生颜色变化，以此来指示产品。这种时间-温度

指示器的颜色变化可以通过肉眼辨别，因此可用于指

示鲜牛奶的新鲜度和货架寿命，为制造商、流通商以

及零售商提供有效的销售指导，同时指导消费者购买

鲜牛奶。 

1  微生物 TTI 的制备 

1.1  原料与设备 

主要原料：海藻酸钠、液体石蜡、Span 80、氯

化钙、氢氧化钠、溴甲酚紫（质量分数为 0.04%，溶

于体积分数为 95%的乙醇）、溴甲酚绿（质量分数为

0.05%)，溶于体积分数为 95%的乙醇）、甲基橙（质

量分数为 0.1%)，溶于体积分数为 95%的乙醇）、氢

氧化钠标准溶液，国药集团化学试剂有限公司；MRS

（MRS Broth Sharpe）琼脂培养基、MRS（MRS Broth 

Rogosa）肉汤，青岛海博生物；瑞士乳杆菌冻干粉，

北纳生物菌种保藏中心。 

主要试剂：质量分数为 1.5%的海藻酸钠溶液（分

散相），称取 1.5 g海藻酸钠，溶解于 100 mL的蒸馏

水中，并将烧杯放入 45 ℃恒温水浴锅中，用电动搅

拌器搅拌，保证海藻酸钠完全溶解，使用前均需要进

行高温高压杀菌；液体石蜡（连续相），称取 2 g表

面活性剂 Span 80，加入至 98 mL的液体石蜡中，搅

拌均匀，使用前均需要进行高温高压杀菌；pH 混合

指示剂，将溴甲酚紫、溴甲酚绿溶液、甲基橙溶液等

体积混合，制得混合指示剂。 

主要设备：立式压力蒸汽灭菌锅，LDZM-100G

型，上海申安医疗器械厂；垂直层流洁净工作台，

HCB-1300V 型，海尔生物医疗有限公司；调速多用

振荡器，HY-4 型，金坛市荣华仪器制造有限公司；

生物显微镜，BM-103 型，上海比目仪器有限公司；

SPG设备，IMK-40型，日本 SPG Technology公司；

测色仪，Xrite 530型，美国爱色利有限公司。 

1.2  微生物微胶囊的制备 

SPG膜乳化装置及原理见图 l[16]。 

 

1.分散相 2.SPG膜 3.连续相 4.乳滴 

a.氮气进口 b.氮气进口阀门 c.压力表 d.氮气出口阀门  

e.内装分散相的注射管 f.膜组件的通孔管道 g.烧杯  

h.被固定在膜组件内部的 SPG膜 i.膜组件 j.连续相 k.磁力搅拌 

图 1  SPG膜乳化装置原理 
Fig.1 Principle of SPG membrane emulsifier  

 
微胶囊制备及固定步骤如下所述，所有操作均要

求在无菌条件下进行。 

1）将 SPG膜放入连续相溶液中充分润湿后，将

5 mL瑞士乳杆菌细胞悬液倒入 100 mL的海藻酸钠溶
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液中，充分震荡混合均匀后，倒入分散相罐中。 

2）将膜安装在 SPG设备的立柱中，并将液体石

蜡与活性剂的混合溶液倒入连续相罐，调节搅拌速率

为 300 r/min、供给压强为 15 kPa。 

3）乳化结束后继续搅拌 0.5 h，将生成的乳液直

接倾倒进 400 mL的氯化钙溶液中，并迅速将混合物

倒入分液漏斗中。 

4）将密封后的分液漏斗取出，用震荡机充分震

荡混合溶液后静置 10 min。 

5）取最下层的微胶囊，并使用灭菌蒸馏水清洗

3~4次，收集微胶囊，保存于 4 ℃冰箱中。 

根据上述方法制备的微生物胶囊粒径均一，且 

分布均匀，最终制得的微生物微胶囊的显微镜照片见

图 2。 

 

图 2  微胶囊显微镜照片 
Fig.2 Microcapsule microphotograph 

 

1.3  微生物固体 TTI 的制备 

固体 TTI制备步骤如下，所有操作均要求在无菌

条件下进行。 

1）量取 pH 混合指示剂 1 mL，移入装有 9 mL 

MRS 肉汤的烧杯中，混合均匀后制得固体基质，并

按此制备 3个混合溶液，调节基质的 pH值至 7。 

2）称取微胶囊 10，5，3.3 g，分别加入装有固

体基质的烧杯中，并混合均匀，得到微胶囊的质量与

固体基质的体积之比（g/mL）分别为 1∶1，1∶2，

1∶3，编号分别为 1#TTI，2#TTI，3#TTI，将混合物

密封后放置在 45 ℃的恒温水浴锅中，防止凝固。 

3）将未凝固的混合物移入细胞培养板中，每孔

为 200 μL，固体微生物型 TTI制备完成。 

固体 TTI在移入细胞培养板后，降低温度，便可

凝固，因此微胶囊可以在固体基质中均匀分布，不会

出现分层现象，便于后续使用色差计对微生物 TTI

颜色进行测量。 

2  微生物 TTI 的动力学特性 

微生物型 TTI 通常使用颜色响应来反应食品质

量的变化，使用 Xrite 530测色仪对微生物 TTI 的颜

色进行测定，测色孔需紧贴 TTI，分别记录 L*，a*，b*

的数值，每次测量重复 3次，取平均值作为最终值。

最后根据式（1）计算 ΔE 的值。文中微生物 TTI 的

动力学参数特性研究选择 ΔE作为体系的颜色参数。 

2 2 2( ) ( ) ( )E L a b            (1) 

式中：L*为明度；a*为红/绿度；b*为黄蓝度；ΔE

为色差值。 

在常温下，通过 TTI 响应与时间的线性关系方
程，可以得到颜色变化速率常数。构建一个响应函数
F(X)，微生物 TTI的颜色响应方程见式（2）。 

0( ) ( )F X kt F X    (2) 

式中：F(X)为 TTI颜色响应值；k为反应速率常
数（h−1）；t为时间（h）；F(X0)为初始值。 

反应速率 k 的温度依赖性使用 Arrhenius 方程进
行计算，见式（3）。 

aexp( )k A E RT    (3) 

式中：A 为指前因子（h−1）；Ea为反应的活化能
（kJ/mol）；T为热力学温度（K）；R为气体常数。 

对方程两边取对数可得式（4）。 

aln lnk A E RT    (4) 

将由式（2）得出在不同温度下的速率常数 k 带
入式（4），作 lnk-1/T 图，线性拟合便可求得 TTI 的
活化能 Ea，即温度依赖性。 

对微生物型 TTI进行动力学研究，依照式（2），
将 ΔE 值作为 TTI 的颜色响应函数 F(X)值，以时间 t

为横轴，分别在 4，20，37 ℃下绘制响应变化的曲线
并进行线性拟合，见图 3。 

根据图 3中的拟合曲线，得到 3种 TTI的相关参
数，见表 1。 

观察表 1中数据可知，当温度不同时，TTI的反
应速率不同，色差值变化的速率与时间具有显著的相
关性。由表 1可知不同温度下的速率常数，为了求得
反应速率 k 的温度依赖性，根据式（4）以及表 1，
进行线性回归分析，见图 4。 

根据式（4）线性拟合得到的 TTI 动力学参数见
表 2，该回归直线的相关系数分别为 0.9987，0.9997

和 0.9949，均在 0.99 以上，说明线性关系很好，回
归直线达到显著水平。 

在 37 ℃下，对 2#TTI随时间的颜色变化进行测
定。TTI的颜色响应值在 22 h时到达 33.17，之后颜
色响应值不再随时间延长而发生变化，该微生物型
TTI的反应终点即为颜色响应值为 33时，TTI在整个
反应过程中的颜色变化见图 5。 

3  TTI 与鲜牛奶的匹配 

3.1  匹配要求 

按照 TTI与食品的匹配原则，TTI达到反应终点 
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图 3  在不同温度下，3 个 TTI 颜色响应函数随时间的变化 
Fig.3 Change in color response function of three TTIs at dif-

ferent temperatures over time 

 
表 1  3 个 TTI 在不同温度下的反应速率以及拟合相关参数 

Tab.1 Reaction rate and fitting related parameters of 
three TTIs at different temperatures 

TTI编号 T/K k/h−1 R2 T−1/K−1 ln k/h−1 

 277 (4 ℃) 0.0419 0.9797 0.0036 −3.1725 

1# 293 (20 ℃) 0.1563 0.991 0.0034 −1.856 

 310 (37 ℃) 0.6444 0.9119 0.0032 −0.4394 

 277 (4 ℃) 0.0387 0.9977 0.0036 −3.2519 

2# 293 (20 ℃) 0.1437 0.9931 0.0034 −1.94 

 310 (37 ℃) 0.4946 0.9327 0.0032 −0.704 

 277 (4 ℃) 0.0365 0.9892 0.0036 −3.3104 

3# 293 (20 ℃) 0.1531 0.9696 0.0034 −1.8767 

 310 (37 ℃) 0.4411 0.9413 0.0032 −0.8185 

 

图 4  ln k与 1/T的线性回归 
Fig.4 Linear regression between ln k and 1/T 

 

表 2  TTI 的动力学参数 
Tab.2 Kinetic parameters of TTIs 

TTI 
编号 

拟合方程 
活化能/ 

(kJ∙mol−1) 

指前因子

(×108) 

1# 
1

ln 22.46 7108k
T

   59.1 56.8 

2# 
1

ln 20.685 6630.2k
T

   55.12 9.62 

3# 
1

ln 20.174 6491.2k
T

   53.97 5.77 

 

图 5  微生物型 TTI反应终点的确定及其颜色变化历程 
Fig.5 Determination of end point of microbial TTI reaction 

and its color change history 
 

的时间同食品的货架寿命终点相一致，预估误差要低

于 15%[17]，且两者的活化能差值应在 25 kJ/mol 以   

内[18]。在满足上述 2个条件的同时，使用此微生物型

TTI对产品的货架期进行监测才是可靠的。 

3.2  恒温实验 

事先以鲜牛奶的酸度为响应参数，测量并拟合得

出以下 TTI 匹配的一款鲜牛奶活化能 Ea 鲜牛奶=55.5 

kJ/mol，指前因子 A 鲜牛奶=3.24 107 h−1。当鲜牛奶的

酸度超到 18 °T视为鲜牛奶变质[19]。由已得到的微生

物型 TTI自身活化能，并根据上述的匹配要求得出其

可指示的活化能范围，见表 3；将微生物型 TTI反应

时间与鲜牛奶变质时间进行比较，见表 4。 
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表 3  3 种 TTI 可指示活化能范围 
Tab.3 Indicating activation energy range for three TTIs 

TTI 
自身活化能/ 

(kJ∙mol−1) 
可指示的产品活化能范围/ 

(kJ∙mol−1) 

1#TTI 59.1 34.1~84.1 

2#TTI 55.12 30.12~80.12 

3#TTI 53.97 28.97~78.97 

 
表 4  3 种微生物型 TTI 的指示时间与鲜牛奶的变质时间 
Tab.4 Indicated time of three microbial TTIs and deterio-

ration time of fresh milk 

温度/ 
℃ 

货架期/h 反应时间/h 

鲜牛奶 1#TTI 2#TTI 3#TTI 

4 336 320 336 350 

20 80 76 82 82 

37 24 20 22 28 

 
从表 4可以看出，在 4 ℃下，2#TTI的货架寿命

预测误差值为 0，1#TTI 和 3#TTI 预测的误差分别为

4.7%和 4.2%；在 20 ℃和 37 ℃下，2#TTI可指示的时

间与鲜牛奶的货架期接近，1#TTI 的反应时间比鲜牛

奶的货架期短，这是因为 1#TTI中的微生物较多，导

致在反应过程中，乳酸菌的产酸较快，因此整个体系

的反应时间变短；在相同温度条件下 3#TTI指示的时

间比鲜牛奶的货架期长，这是因为 3#TTI中的乳酸菌

较少，产酸较慢，导致整个体系的反应时间变长。综

上所述，温度恒定时，2#TTI 达到反应终点需要的时

间同鲜牛奶的货架期终点是一致的。 

3.3  变温实验 

食品在实际生产、运输、储存和销售过程中，其

经历的温度不会保持不变。在相同变温条件下，对

2#TTI同鲜牛奶进行反应终点的匹配试验。 

在实际情况下，温度不是恒定值，具有一定的波

动性。当温度连续变化时，食品质量函数方程见式

（5）。 

a

0 0
( ) d exp( )dt tt t

Q A k t A E RT t   食品 食品    (5) 

将 TTI 应用于监测食品的质量变化的必备条件

是 TTI 的动力学方程与食品货架期的动力学方程相

同，在温度变化的条件下，TTI的动力学方程可表示

为式（6）。 
0 0

TTI aTTI ( )( ) d exp( )dt tt t
F X k t A E RT t       (6) 

定义一个等效温度 Teff，在相同时间内，变温所

引起的质量变化与等效温度 Teff 引起的质量变化相

同。得到式（7—8）食品和 TTI的等效温度 Teff可由

其计算出。 

eff( ) exp( )AQ A A E RT t 食品 食品   (7) 

TTI aTTI eff( ) exp( )F X A E RT t    (8) 

3.3.1  方法 

根据前面的方法制备微胶囊质量与固体基质体

积之比为 1∶2 的微生物型 TTI，同时准备包装完整

的鲜牛奶，将两者同时置于生化培养箱中，进行变温

实验。不同温度条件下放置的时间见图 6，每隔一段

时间，将两者取出，分别测定微生物型 TTI的色差值、

鲜牛奶的酸度。 

 

图 6  变温实验历程 
Fig.6 History of variable temperature experiment 

 

3.3.2  结果分析 

鲜牛奶酸度的变化历程见图 7，可知，在变温试

验的历程中，鲜牛奶的酸度不断增大，温度越高，酸

度的变化速率越快。当鲜牛奶在 4 ℃下时，其酸度值

增长缓慢；在 37 ℃储存时，酸度值增长迅速。在变

温试验中，鲜牛奶的酸度由初始值 12.7 °T 增加到

18 °T的时间为 130 h左右。 

 

图 7  变温实验中鲜牛奶酸度的变化历程 
Fig.7 Change history of fresh milk acidity in variable temper-

ature experiment 
 

微生物型 TTI的 ΔE变化历程见图 8，可知，微生

物型 TTI的色差值变化在 134 h左右达到 33，已经基本

接近于完全变色，此时反应结束。体系的反应在不同温

度下有不同的速率。温度升高，反应速率增长，在 4 ℃

时，ΔE值增长缓慢；在 37 ℃时，ΔE值增长迅速，这

与鲜牛奶的变质情况与温度的变化关系是相同的。 
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图 8  变温实验中微生物型 TTI的色差值变化历程 
Fig.8 Change history of microbial TTI ∆E in variable  

temperature experiment 
 
根据式（3）计算得出鲜牛奶和 TTI 在不同温度

下的反应速率常数，见表 5。 
 
表 5  各温度下鲜牛奶和 TTI 的反应速率 

Tab.5 Reaction rate of fresh milk and TTI at different 
temperatures 

温度/℃ k 鲜牛奶/h−1 kTTI/h−1 

4 0.0011 0.0388 

15 0.0028 0.0968 

20 0.0041 0.1433 

37 0.0144 0.4957 

 
由表 5数据与式（5）可得 Q(A)=0.3312，再根据

式（7），得到该变温过程中鲜牛奶的等效温度 Teff=285 

K。由表 5数据与式（6）可得 F(A)=11.686，再根据

式（ 8），得到该变温过程中 2#TTI 的等效温度

Teff=287.1 K。 

变温条件下 TTI 监测鲜牛奶质量的反馈情况见

表 6，可以得出，微生物 TTI监控鲜牛奶的质量时，

等效温度差值为 2.1 ℃，预测误差为 3%，满足误差

范围，因此，使用微生物 TTI可以实现鲜牛奶货架期

寿命的可视化。 
 

表 6  变温条件下 TTI 监测鲜牛奶质量的反馈 
Tab.6 Feedback of fresh milk quality monitored by TTI 

under variable temperature conditions 

鲜牛奶实

际 Teff/K 

鲜牛奶货

架寿命/h 
TTI的
Teff/K 

TTI货架

寿命/h 
误差
/% 

285 134 287.1 130 3 

 

4  结语 

文中基于对鲜牛奶质量参数的研究，结合 SPG

膜技术制备了固定化微胶囊，研制出了固体微生物型

时间-温度指示器，并对其动力学特性进行了研究。

反应体系由微生物微胶囊、基质和混合指示剂构成，

颜色由最初的深绿色变为最终的黄色，可直接通过肉

眼观察颜色变化。对 TTI的活化能和反应时长与鲜牛

奶的活化能和货架寿命进行了比较，在恒温和变温情

况下，对鲜牛奶和微生物型 TTI进行实验，探究了两

者的匹配度，结果显示微生物型 TTI可以精准实现鲜

牛奶货架期寿命的可视化。 
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