
包装工程摇 PACKAGING ENGINEERING Vol. 34 No. 3 2013鄄02
32摇摇摇

收稿日期: 2012蛳11蛳08
基金项目: 江南大学创新团队项目(2009CXTD01)
作者简介: 乔磊(1988-),男,山西人,江南大学硕士生,主攻食品包装技术与安全。
通讯作者: 卢立新(1966-),男,江苏人,博士,江南大学教授、博士生导师,主要从事食品包装技术与安全、运输包装等研究。

温度对碱性脂肪酶型 TTI 可靠性的影响
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摘要: 酶型时间鄄温度指示器是一种新型的包装食品质量指示装置,在生产后到使用前的贮藏过程中酶活的变

化直接关系到在应用中的可靠性。 研究了 25,37,50 益条件下,基于扩散显色的酶型时间鄄温度指示器(TTI)中

酶活的变化规律,进行了动力学建模,并通过其动力学方程对该 TTI 在 0 益和 3 益下的品质变化状况进行了预

测和验证。 结果表明,该酶基体系在 0 益贮藏 180 d 仍可以保持 88. 37% 的相对酶活,与理论预测酶活的相对

误差为 3. 37% 。 根据 Orellana 的研究标准,其相对酶活大于 85% ,可以有效保持其扩散显色特性。
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Effect of Temperature on the Reliability of TTI Based on Alkaline Lipase
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Abstract: Enzyme time鄄temperature indicator (TTI) is a novel device to indicate the quality of packed food product.
The change of its enzyme activity during storage before use directly links to its reliability. Enzyme activity changes of
alkaline lipase based on diffusion and color change under 25 益, 37 益, 50 益 were investigated; chemical reaction ki鄄
netics equation was determined to judge the TTI quality. Furthermore, the change of enzyme activity for TTI under 0
益 and 3 益 was forecasted by the kinetics equation and verified by experiment. The results showed that the relative
enzyme activity is 88. 37% after being stored at 0 益 for 180 days with a relative error of 3. 37% compared to the theo鄄
retical forecast. The diffusion and color development of the TTI was considered effective since its relative enzyme activ鄄
ity was bigger than 85% according to Orellana爷s research result.
Key words: TTI; temperature; enzyme activity

摇 摇 温度是食品在贮藏、运输以及销售过程中最为重

要的因素,同时也是最难以控制的因素,直接关系到

食品的货架寿命及食品安全,因此对食品流通过程中

的温度进行监控至关重要[1]。 由于食品流通过程中

温度历史的不确定性以及监控的难度,使得目前许多

生产商和消费者所依赖的外包装标签上的货架期(即
公开货架寿命)难以指示食品的真实品质。 时间鄄温
度指示器(TTI)可以通过不可逆的可视变化,来指示

食品从贮藏、运输直到消费者手中整个过程的温度变

化,来间接显示食品品质变化[2],是一种非常经济实

用的方法。

作为一种实时指示产品质量的装置,TTI 已经在

国外进行了大量的研究和应用[3-5]。 它可以用于监

测食品的质量变化,但在从生产后到使用前的贮藏过

程中,同样也存在着自身品质的变化,这种变化直接

关系到 TTI 在应用中的可靠性,因此探讨 TTI 本身在

贮藏过程中的品质变化非常重要,目前国内外有关研

究还鲜有报道。
笔者以本课题组研发的 TTI[6] 为对象,以期通过

研究该 TTI 的动力学特性,得出其在低温条件下的品

质变化状况,进而研究其贮藏的温度条件,增加其实

际应用的可行性。 该 TTI 通过酶固定化方法将酶液
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体系和底物体系分开贮藏,激活时将二者接触使酶向

底物体系中扩散,并在 pH 指示剂的作用下发生显色,
出现一条随着时间和温度不断向前扩散的颜色带,该
颜色带的长度可以间接指示食品的品质状况,长度越

长,说明食品品质越差。 Orellana[7] 于 2004 年提出,
固定化酶需要保证其具有 85%以上的酶活才可以保

持其良好的扩散性能,用于固定化酶的扩散显色。 笔

者以 TTI 中的酶活为判定其品质的关键因子进行不

同温度下的恒温贮藏试验,并通过基于阿伦尼乌斯方

程的动力学模型对 TTI 在低温条件下的品质变化进

行预测,并进行试验验证。 通过此种方法可以确定该

TTI 在激活前的贮藏温度条件,进一步增加其在实际

生产应用中的可行性。

1摇 试验

1. 1摇 材料和试剂

材料:课题组开发的 TTI 体系[6] 中的酶基体系。
主要试剂:三乙酸甘油酯、溴百里酚蓝、乙醇(95% )、
氢氧化钠,国药集团化学试剂有限公司。
1. 2摇 主要仪器与设备

仪器与设备:AB204鄄N 电子天平;THZ鄄85B 台式

恒温振荡器,常州诺基仪器有限公司;DW鄄25W198 海

尔医用低温保存箱,青岛海尔特种电器有限公司;
PQX 多段可编程人工气候箱,宁波东南仪器有限公

司。
1. 3摇 方法

1. 3. 1摇 酶基体系的制作

在 250 mL 的烧杯中加入体积分数为 15%的甘露

醇溶液 1 mL,1 mol / L 的氯化钙溶液 2 mL,PEG400
(分析纯)2 mL,20 g / mL 的碱性脂肪酶溶液 5 mL 和

pH=10. 6 的 Gly鄄NaOH 缓冲溶液 35 mL,最后用聚乙

烯醇(PVA)溶液定容到 200 mL。 然后在恒温振荡器

上中速振荡 15 min。
取 54 个 25 mL 的具塞三角烧瓶,分别注入上述

酶基体系 4 mL,盖塞密封并水平放置,于-20 益下极

速冷冻 16 h,然后取出在 25 益下解冻 6 h,得到待测

的凝胶状酶基体系。
1. 3. 2摇 样品储藏与取样

将样品平均分为 3 组,分别于 25,37,50 益的温

度下恒温贮藏,每隔 3 d 随机取 3 个放有凝胶状酶基

体系的具塞三角烧瓶,并进行酶活的测定。

验证试验时再采用同样的方法将体系贮藏于 0
益和 3 益下进行恒温贮藏,间隔一定时间随机取 3 个

放有凝胶状酶基体系的具塞三角烧瓶,进行酶活的测

定。
1. 3摇 检测方法[8]

取 3 个 50 mL 的具塞三角烧瓶,分别向空白瓶 A
和样品瓶 B 和 C 中各加入三乙酸甘油酯 4 mL 和 Gly鄄
NaOH 缓冲溶液 5 mL,再向 A 瓶中加入乙醇溶液

(95% )15 mL,并放置于恒温振荡器中在 35 益下中速

振荡 5 min。 向 3 个瓶中各加入样品瓶中 4 mL 的待

测酶基体系(由于空白瓶 A 中预先加入了乙醇, 待测

酶基体系加入后脂肪酶将立即失活),立即混匀计时,
在预热温度 35 益的恒温振荡器中中速振荡 25 min,
取出然后向样品瓶 B 和 C 中各加入 15 mL 95%乙醇

溶液终止反应。 向 3 个锥形瓶中各滴 15 滴溴百里酚

蓝指示剂溶液(0. 1% ),用 0. 05 mol / L 的 NaOH 标准

溶液滴定水解产生的游离脂肪酸,溶液呈现淡蓝色并

保持 30 s 不褪色为滴定终点,记录消耗 NaOH 标准溶

液的体积。 等效酶活的计算[8]:
X=(V1-V2) tn (1)
式中:X 为样品的等效酶活(U / mL);V1 为滴定

样品时消耗 NaOH 标准溶液的体积(mL);V2 为滴定

空白样品时消耗 NaOH 标准溶液的体积(mL);n 为酶

液稀释倍数(50)。 通过对 B 和 C 两个样品瓶求出来

的等效酶活取平均数,得出该时刻的酶活值。
剩余相对酶活的计算:

XR =
X1-X
X 伊100% (2)

式中:XR 为样品的剩余相对酶活;X1 为样品在任

意时刻的等效酶活(U / mL);X 为样品在初始时刻的

等效酶活(U / mL)。

2摇 结果与分析

2. 1摇 酶基体系酶活的变化

不同温度下凝胶状酶基体系的酶活变化趋势,以
及通过一级动力学模型拟合其变化速率的结果见图

1,表明在同一温度下随着时间的增加,酶基体系的酶

活呈下降趋势,但是酶活下降的速率比较慢,同时随

着温度的升高,酶活下降的速率不断增加。 通过一级

动力学的模型对酶活下降速率进行拟合发现,其精度

较高,与 Reyes鄄De鄄Corcuera[9]对固定化酶的酶活下降
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图 1摇 不同温度下酶基体系酶活下降速率的拟合

Fig. 1 Fitting curve of enzyme activity decreasing for
enzyme鄄based system under different temperatures

符合一级动力学反应模型的研究结论相符,因此可以

反映其真实下降速率(见表 1)。 此外酶稳定性的增

加,可能是由于酶基体系中的碱性脂肪酶经过了 PVA
水凝胶的固定化处理。

表 1摇 不同温度下酶基体系的酶活下降速率

Tab. 1 Decreasing rate of enzyme activity for enzyme鄄
based system under different temperatures

温度

/ 益
酶活下降动力学方程

速率常数

/ d-1 R2

25 R=1. 0067exp(-0. 0046t) 0. 0046 0. 9720
37 R=0. 9941exp(-0. 0103t) 0. 0103 0. 9624
50 R=1. 0052exp(-0. 0299t) 0. 0299 0. 9841

2. 2摇 酶活变化的动力学模型及低温下酶活变化预测

阿仑尼乌斯方程是一种使用较为广泛的化学反

应动力学模型。 根据阿仑尼乌斯方程可知,酶活变化

速率是温度的函数,即:

ln k= ln k0-
Ea
RT (3)

式中:k 为酶活下降速率( d-1 );k0 为指前因子

(d-1);Ea 为活化能 ( kJ / mol);R 为通用气体常数

(8. 314 J / (K·mol));T 为热力学温度(K)。
根据上述方程建立以 1 / RT 为横坐标,ln k 为纵

坐标的曲线并进行线性拟合,结果见图 2。 该曲线具

有很好的相关性(R2 =0. 9863),直线方程为:

ln k=18. 8537-6. 0195伊104 1
RT (4)

由式(4)可知,试验中酶基体系的活化能 Ea =
60. 195 kJ / mol,指前因子 k0 =1. 542伊108 d-1。

Orellana[7]于 2004 年提出,固定化酶需要保证其

具有 85% 以上的酶活才可以保持其良好的扩散性

图 2摇 酶基体系酶活下降速率的阿仑尼乌斯直线

Fig. 2 Arrhenius straight line of enzyme activity
decreasing rate for enzyme-based system

能,用于固定化酶的扩散显色。 通过上述直线方程可

以得到酶基体系贮藏在 0,3,5 益下的反应速率及贮

藏 180 d 以后的相对酶活,见表 2。
表 2摇 不同温度下酶基体系贮藏 180 d 后的相对酶活

Tab. 2 Forecast of remaining relative enzyme activity
for enzyme鄄based system after being stored for 180 d
温度

/ 益
理论酶活下降

速率 / d-1

贮藏 180 d 的相对酶活

/ %
0 7. 14伊10-4 91. 45
3 9. 06伊10-4 88. 60
5 1. 06伊10-3 86. 23

2. 3摇 低温条件下酶活变化的验证

根据表 2 中动力学模型的预测,采用与 1. 3 章节

同样的试验方法,将凝胶状酶基体系贮藏于 0 益和 3
益进行试验,并对其酶活进行测试。 分析酶基体系在

0 益和 3 益下的相对酶活变化情况,表明该 TTI 在 0
益 下酶活保存较好,贮藏 180 d 后的相对酶活为

88. 37% ,而在 3 益下为 83. 24% (见表 3)。
表 3摇 0 益和 3 益下酶基体系酶活变化情况

Tab. 3 Decrease of enzyme activity at 0 益
and 3 益 for enzyme鄄based system

时间 / d 0 60 90 180
相对酶活

/ %
0 益
3 益

100
100

93. 02
88. 37

90. 7
83. 72

88. 37
83. 24

摇 摇 根据 Orellana 的理论,该体系可以在 0 益 贮藏

180 d 并较好地保持其扩散特性。 此外,实际相对酶

活 88. 37%与理论相对酶活 91. 45% 的相对误差为

3. 37% ,说明该模型可以较好地反映 TTI 酶基体系酶

活随温度的变化情况。

3摇 结论

基于阿仑尼乌斯方程动力学模型,评价了 TTI 酶
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基体系在不同温度下的酶活变化情况,研究表明该体

系在 0 益贮藏 180 d 仍可以较好地保持其扩散特性,
即该 TTI 从生产以后到使用之前可以在 0 益贮藏 180
d 并保持良好的品质。 通过此种方法,以酶活力变化

为指标,评价了 TTI 本身在贮藏过程中的品质变化,
进一步增加了其在现实应用中的可靠性。
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