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【57】申請專利範圍
1.　一種以電紡技術固定化酵素製備時間溫度感應器的製作方法，包含：(a)製備電紡液步
驟：將一混合聚合物，以水浴加熱並攪拌均勻製得一電紡液；(b)製膜步驟：以電紡技術
將該電紡液中的混合聚合物紡絲成為一微奈米纖維薄膜；(c)活化薄膜步驟：將該微奈米
纖維薄膜浸泡於一交聯劑溶液中活化，以產生一活化薄膜；(d)固定化酵素步驟：以浸
漬、塗抹或噴霧方式固定化酵素於該活化薄膜上，以產生一固定化酵素薄膜；以及(e)製
備酵素型時間溫度感應器步驟：將該固定化酵素薄膜與呈色反應基質溶液結合，以製成

一酵素型時間溫度感應器。

2.　如請求項 1所述之以電紡技術固定化酵素製備時間溫度感應器的製作方法，其中在該(a)
製備電紡液步驟中，該電紡液是經由調整濃度後，並且加熱溶解以去除氣泡，使其成為

充分溶解並均勻的該電紡液。

3.　如請求項 1所述之以電紡技術固定化酵素製備時間溫度感應器的製作方法，其中在該(a)
製備電紡液步驟中，該混合聚合物係選自由以下組成之群：幾丁聚醣、醋酸、聚乙烯醇

及四乙氧基矽烷。

4.　如請求項 1所述之以電紡技術固定化酵素製備時間溫度感應器的製作方法，其中在該(b)
製膜步驟中，該電紡液係以電紡設備在電壓 15kV-30kV、針尖與收集板距離在
15cm-20cm、進料速率在 0.3mL/hr-1.0mL/hr及滾筒轉速在 50rpm-100rpm的條件下進行
靜電紡絲，以將纖維絲堆疊於透明底膜。

5.　如請求項 1所述之以電紡技術固定化酵素製備時間溫度感應器的製作方法，其中在該(c)
活化薄膜步驟中，係以 pH 4.5-pH 5.0緩衝溶液配置該交聯劑溶液，將該微奈米纖維薄膜
浸泡於該交聯劑溶液中，靜置 2小時，再以該緩衝溶液反覆沖洗三次將未鍵結上的該交
聯劑溶液去除，接著置於乾燥器皿內抽真空，最後在常溫下乾燥。
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6.　如請求項 1所述之以電紡技術固定化酵素製備時間溫度感應器的製作方法，其中在該(d)
固定化酵素步驟中，係取定量酵素吸附於該活化薄膜中，使該活化薄膜吸附有 8μg-80μg
酵素，並且於 25℃恆溫及恆濕的培養箱中靜置 1小時。

7.　如請求項 1所述之以電紡技術固定化酵素製備時間溫度感應器的製作方法，其中在(e)製
備酵素型時間溫度感應器步驟中，係以 pH 4.5-pH 5.0緩衝溶液配製成 5mM-20mM該呈
色反應基質溶液。

8.　如請求項 7所述之以電紡技術固定化酵素製備時間溫度感應器的製作方法，其中該呈色
反應基質溶液為 2,2-聯氮-二(3-乙基-苯並噻唑-6-磺酸)二銨鹽(2,2'-azinobis-3-ethyl
benzothiazoline-6-sulphonic acid)、丁香醛(Syringaldehyde)、阿魏酸(Ferulic acid)、2,2-二
甲氧基丙烷(2,2-dimethoxy-propan)及愈創木酚(guaiacol)具有氧化呈色的化合物。

9.　如請求項 1所述之以電紡技術固定化酵素製備時間溫度感應器的製作方法，其中可添加
酵素反應抑制劑，以調整該酵素型時間溫度感應器呈色反應速率及活化能。

10.   如請求項 9所述之以電紡技術固定化酵素製備時間溫度感應器的製作方法，其中該酵素
反應抑制劑為疊氮化鈉、L-半胱胺酸、或抗壞血酸。

圖式簡單說明

圖 1係本發明實施例利用電紡技術製備固定化酵素薄膜以生產酵素型時間溫度感應器的
流程圖。

圖 2係本發明實施例電紡微奈米纖維薄膜的 SEM顯微結構圖。
圖 3係本發明實施例電紡微奈米纖維薄膜固定化酵素後的 SEM顯微結構圖。
圖 4係本發明實施例電紡薄膜固定化及未固定之酵素(50μg/cm2)於 4℃儲存 10天之酵素穩定
性的曲線圖。

圖 5係本發明實施例酵素型時間溫度感應器(電紡薄膜上固定酵素 8－25 μg/cm 2)儲存於 4℃的
顏色變化圖。

圖 6係本發明實施例酵素型時間溫度感應器(電紡薄膜上固定酵素 8－25 μg/cm 2)儲存於 15℃
的顏色變化圖。

圖 7係本發明實施例酵素型時間溫度感應器(電紡薄膜上固定酵素 8－25 μg/cm 2)儲存於 25℃
的顏色變化圖。

圖 8係本發明實施例酵素型時間溫度感應器(電紡薄膜上固定酵素 8－25 μg/cm 2)儲存於 37℃
的顏色變化圖。

圖 9係本發明實施例酵素固定量為 0.021活性單位的酵素型時間溫度感應器加入濃度 0.01、
0.05、0.1 mM的酵素反應抑制劑，於環境為 pH=4.5之反應速率常數與 Arrhenius活化能(Ea)
的數據圖。

圖 10係本發明實施例酵素型時間溫度感應器 (固定酵素 8－25 μg/cm 2)儲存於動態溫度（4℃
和 25℃各 8小時，共變動 3循環）的呈色吸光值變化的曲線圖。
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