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基于冷鲜肉脂肪氧化的糖化酶型
时间-温度指示器的研究

钱 静，郑光临，冯  钦

(江南大学机械工程学院，江苏 无锡 214122)

摘  要：对3种不同加酶量的糖化酶型时间-温度指示器(TTI)体系的动力学性能进行研究，得到3种TTI体系的活化

能数据；同时对冷鲜肉的脂肪氧化动力学性能进行研究，测得其活化能及货架寿命。根据TTI活化能与食品活化能

及终点相匹配的原则，在恒温、变温条件下对冷鲜肉和TTI进行货架期与指示时间的匹配性实验。结果表明：加酶

量为50µL的糖化酶型TTI可以准确预测冷鲜肉的货架寿命。

关键词：时间-温度指示器；糖化酶；活化能；冷鲜肉；脂肪氧化

Glucoamylase Time-Temperature Indicators based on Fat Oxidation of Chilled Pork

QIAN Jing，ZHENG Guang-lin，FENG Qin

(School of Mechanical Engineering, Jiangnan University, Wuxi 214122, China) 

Abstract：The dynamic properties and activation energies of three glucoamylase types of TTIs (time-temperature 

indicators) were investigated. The fat oxidation in chilled pork was investigated to acquire its activation energy and shelf life. 

According to the activation energy and end-point matching principle between TTI and foods, matching experiments were 
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predict the shelf life of chilled pork accurately based on experiments and following calculation. 
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温度对食品的品质及储存周期有极大的影响，时间-

温度指示剂/器(time temperature indicator/integrator，TTI)

作为包装的一部分，易于识别和观察到与时间、温度相

关的不可逆变化，这种变化通常表现为机械变形或者颜

色的变化。TTI是监控产品时间温度积累的有效手段，用

于指示产品质量信息，提示产品剩余货架期[1-3]。

在国外，时间-温度指示器已经广泛应用于食品和药品

等温度敏感性产品的储藏。目前国内对TTI的研究还处于起

步阶段，没有实现TTI的商业化，科研机构对TTI有少量研

究，且大多集中在酶型。吴秋明[4]研制出一种脲酶型TTI，

随着pH值的升高，该TTI能够呈现出从初始黄色到终点红色

的变色过程。蔡华伟[5]、Sun Yan[6]等研究了一种基于淀粉酶

反应的时间-温度指示器。其基本工艺为将淀粉与碘液混合

变色后烘干粉碎，然后与淀粉酶混合压制成片。由于这种

指示卡缺乏激活装置，制好即开始反应，需要在冷藏条件

下贮存。宁鹏[7]开发了碱性脂肪酶型时间-温度指示卡，利

用的是碱性脂肪酶与底物三乙酸甘油酯的水解反应。

在4℃条件下，蔡华伟[5]、Sun Yan[6]研究的淀粉酶型

TTI可指示的食品货架期在2～10个月范围内，属于长期

监测；而宁鹏[7]研究的碱性脂肪酶型TTI在4℃条件下的监

测时间则只有60h，吴秋明[4]研究的脲酶型TTI在5℃条件

下的监测时间约为80h，指示时间均比较短。针对于此，

本研究研制的时间-温度指示器应用于0～4℃条件下，贮

藏时间在5d左右的产品，如冷鲜肉。根据时间-温度指示

器与产品的匹配原则，首先对TTI和冷鲜肉的动力学特性

进行研究，测定其活化能并进行匹配；然后在恒温、变

温条件下，对冷鲜肉和TTI进行实验，以验证TTI反应终

点与食品货架寿命终点的匹配性。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

精选猪扒(里脊)冷鲜肉 华润万家有限公司。

糖化酶(100000U/mL) 江苏锐阳生物科技有限公
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司；麦芽糊精 罗盖特精细化工有限公司；三氯乙酸、

乙二胺四乙酸(EDTA)、2-硫代巴比妥酸、氯仿、碘、碘

化钾、十二水合磷酸氢二钠、二水合磷酸二氢钠(均为分

析纯) 国药集团化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

YC-300L型科研、医疗保存箱 中科美菱低温科技

有限责任公司；JYC-21ES10型电磁炉 九阳股份有限

公司；UV-2802型紫外-可见分光光度计 尤尼柯(上海)

仪器有限公司；SPX-150B-Z型生化培养箱 上海博迅

实业有限公司；PQX型多段可编程人工气候箱 宁波东

南仪器有限公司；HY-4型调速多用振荡器 江苏省金

坛市荣华仪器制造有限公司。

1.3 方法

1.3.1 糖化酶型时间-温度指示器动力学研究

为满足不同产品的指示要求，对3种不同加酶量的时

间-温度指示器的动力学性能进行研究，使该糖化酶型时

间-温度指示器成为一个系列[8]，可满足不同运输温度、

时间的要求。3种TTI的编号及加酶量分别为1#TTI加酶量

30µL、2#TTI加酶量50µL、3#TTI加酶量75µL。

取9支试管，各加入10mL、40g/L的麦芽糊精，

3mL、1g/L的碘液，及不同加酶量的糖化酶，每3支作为

1组，分别放置于不同温度的恒温培养箱中反应，每隔一

段时间测1次吸光度，绘制吸光度随时间变化的曲线。

通过测定所研制糖化酶时间-温度指示器在不同温度

条件下的吸光度-时间曲线，并对曲线进行拟合，可以得

到时间-温度指示器在不同温度条件下的反应速率，然后

根据Arrhenius方程[16]，求得TTI反应体系的活化能，从而

确定时间-温度指示器的适用范围。

1.3.2 冷鲜肉氧化动力学参数的确定

指征冷鲜肉新鲜程度的指标有多种，常见的有：菌

落总数、挥发性盐基氮(TVBN)、pH值、2-硫代巴比妥

酸(TBA)等[9-10]。这些指标互相印证，均可从某个侧面反

映冷鲜肉的新鲜程度[11-12]。本实验采用TBA值法(2-硫代

巴比妥酸实验法)来评价肉类的脂肪氧化程度。反应原理

是：不饱和脂肪酸经氧化分解会产生丙二醛等衍生物，

与TBA发生显色反应，通过测定反应产物在532nm和

600nm波长处的吸光度，可以计算出相应的TBA值[13]。随

着脂肪氧化程度的加剧，氧化产物增多，TBA值也会相

应地增大，因此可以通过测定反应产物的吸光度来定量

脂肪的氧化程度。

测定方法：准确称取绞碎肉样 l0g，置于100mL

锥形瓶中，加入50mL、7.5g/100mL的三氯乙酸溶液

(0.1g/100mL EDTA)，振荡器振摇30min，双层滤纸过滤

含肉样的乳白色混合液(为保证过滤干净，需重复过滤)；

用5mL移液管移取滤液5mL于25mL带塞试管中，加入

0.02mol/L的TBA溶液5mL，加塞后摇匀；置于沸水中煮

40min，取出后静置冷却至室温；取上清溶液于25mL试

管中，加5mL氯仿后摇匀，静置会出现分层；吸取上清

溶液于比色皿中，分别在波长532nm和600nm处测吸光

度，并根据式(1)[14-15]计算TBA值：

TBA值/(mg/kg)=(A532nm－A600nm)/155×0.1×72.6×100 (1)

式中：A532nm和A600nm分别代表上清溶液在波长532nm

和600nm处的吸光度。

为测定冷鲜肉在不同温度条件下的脂肪氧化速率，

将分装好的10g装冷鲜肉小样分别置于不同温度的恒温箱

中，每隔一定时间分别对其进行TBA值的测定。

1.3.3 糖化酶型时间-温度指示器与食品的匹配原则

适用性是评价TTI能否指示食品质量时要考虑的重

要问题。一种TTI不可能适用于所有的产品，必须有针对

性地为不同的食品选择相应的指示器。符合匹配原则方

可将TTI应用到相应产品上。TTI预测食品货架寿命的匹

配原则如下：TTI反应的终点与食品货架寿命的终点相吻

合；TTI与食品的活化能差值小于25kJ/mol。

2 结果与分析

2.1 糖化酶型时间-温度指示器动力学研究

2.1.1 各TTI体系在不同温度条件下反应速率的确定

在本实验中，通过测定时间-温度指示器在变色反应

过程中的吸光度，可以绘制出3种TTI在指示时间内吸光

度随时间变化的曲线，如图1所示。

利用数据处理软件对吸光度-时间曲线进行指数函数

拟合：

X=a×exp(－kt)＋b (2)

式中：X是TTI体系的吸光度；a、k及b分别是拟合函

数参数。由此得到糖化酶型时间-温度指示器在不同温度

条件下的反应速率k，如表1所示。
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图 1 不同温度条件下1#TTI(a)、2#TTI(b)和3#TTI(c)的

吸光度与时间的关系

Fig.1 Relationships between the absorbance of TTIs and reaction time 

at different temperatures

表 1 各拟合曲线参数及相应lnk值
Table 1 The parameters of fitted curves and corresponding lnk value

组别 温度T/K a b k R2 1/T lnk

1#TTI

276(3℃) 1.38600 －0.04975 0.012 0.99662 0.00362 －4.423

298(25℃) 1.34646 －0.00367 0.144 0.99959 0.00336 －1.938

310(37℃) 1.42412 －0.06897 0.822 0.99890 0.00323 －0.196

2#TTI

277(3℃) 1.43066 －0.11779 0.019 0.99889 0.00362 －3.9792

298(25℃) 1.35024 －0.00325 0.167 0.99948 0.00336 －1.7898

310(37℃) 1.42937 －0.12634 0.843 0.99856 0.00323 －0.1708

3#TTI

276(3℃) 1.51356 –0.14747 0.025 0.99921 0.00362 –3.6969

285(12℃) 1.47432 –0.11943 0.082 0.99784 0.00351 –2.4990

298(25℃) 1.50224 –0.14526 0.226 0.99777 0.00336 –1.4885

从表1可以看出，不同温度条件下的拟合曲线方程的

相关系数R2都在0.99以上，说明3种TTI在不同温度条件下

的吸光度与时间的指数相关性显著。

2.1.2 各TTI体系活化能的确定

酶催化反应中温度对反应速率的影响遵循Arrhenius

公式[16]：

RT
Ealnk = lnk0  (3)

式中：k为反应的速率常数；k0为指前因子，对于指

定反应是一个常数；R为摩尔气体常数，在法定计量单位

中R=8.314J/(mol·K)；T为热力学温度/K；Ea为活化能。

以lnk对1/T作图，若两者线性关系显著，说明不同

温度条件下的速率常数k符合Arrhenius方程，则可利用

Arrhenius方程求出活化能Ea和指前因子k0。
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图 2 各TTI的lnk对1/T关系曲线

Fig.2 The curves between lnk and 1/T for TTIs

根据表1中不同温度条件下所对应的lnk值，可以作出

lnk与1/T的关系曲线，如图2所示。

利用数据处理软件，可以得到各TTI的拟合直线，利

用Arrhenius方程可以求得各自的活化能Ea和指前因子k0，

如表2所示。

表 2 各TTI的动力学参数

Table 2 The kinetic parameters of TTIs

项 1#TTI 2#TTI 3#TTI

拟合直线 lnk=34.08－10655.49 lnk=30.327－9496.576 lnk=34.08－10655.49

R2 –0.99604 –0.99536 –0.99056

k0/h
-1 6.32×1014 1.48×1013 4.27×1011

Ea/(kJ/mol) 88.59 78.95 69.76

理论研究表明，当TTI的活化能与产品的活化能

相差在25kJ/mol之内时，该TTI便可应用于该产品。

1#TTI、2#TTI、3#TTI可以指示的产品活化能范围分别

为63～113kJ/mol、53～103kJ/mol、44～94kJ/mol。根据

Labuza[17]在1982年提到的引起食品质量下降的主要反应

的活化能，可以判断出1#TTI可以应用于因脂肪氧化、微

生物增长而造成食品质量损失的产品，如油脂、肉类、

糕点、鱼类等；2#TTI、3#TTI均可以应用于因脂肪氧化

而造成质量损失的食品，如油脂、肉类等产品。

2.2 冷鲜肉氧化动力学参数的确定

冷鲜肉是低温流通中主要因脂肪氧化而发生腐败

的典型。此外，冷鲜肉在0～4℃条件下通常可以保存

3～7d，与所研制TTI的指示时间相近。因此，本实验拟

选用冷鲜肉进行研究，并选用与之在指示时间及活化能

方面均匹配的时间-温度指示器对其新鲜程度进行监测。

一般来说，当冷鲜肉的TBA值超过0.5mg/kg时，肉

就会有氧化异味[18-19]。故以TBA值达到0.5mg/kg所经历的

时间作为冷鲜肉的货架寿命。

在本实验中，通过测定冷鲜肉在因脂肪氧化而变质

过程中的TBA值点，可以绘制出冷鲜肉在货架期内TBA

值随时间变化的曲线，利用数据处理软件对TBA值-时间

曲线进行拟合，如图3所示。据此得到冷鲜肉在不同温度

条件下的脂肪氧化速率。
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图 3 3、12、25℃条件下冷鲜肉的TBA值与时间的关系

Fig.3 Relationship between TBA in chilled pork and reaction time at 
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由图3可以看出，在各温度条件下TBA值与时间呈显

著的指数关系，且随着温度的升高，TBA值达到终点值

0.5mg/kg所需的时间依次变短：3℃条件下122h、12℃条

件下85h、25℃条件下22h。说明随着温度的升高，冷鲜

肉的脂肪氧化速率加快。

由图3可以得到不同温度条件下冷鲜肉的脂肪氧化速

率及拟合曲线的相关系数，从而可以得到冷鲜肉的lnk与
温度对应关系，如表3所示。

表 3 冷鲜肉的lnk与温度对应值

Table 3 The lnk value of chilled pork under different temperatures

T/K 1/T lnk
276(3℃) 0.00362 –3.8167

285(12℃) 0.00351 –3.4029

298(25℃) 0.00336 –1.8031

根据表3中不同温度条件下所对应的lnk值，可以作出

lnk与1/T的关系曲线。该模型的复相关系数R为－0.9694，

故该模型可以达到显著水平。即冷鲜肉的lnk与1/T之间遵

循线性关系。因此可利用Arrhenius方程求出其活化能Ea

和指前因子k0。
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图 4 冷鲜肉的lnk对1/T关系曲线

Fig.4 The curve between lnk and 1/T for chilled pork

由拟合直线lnk=24.63－7904.6 1
T
，可求得冷鲜肉的

指前因子及活化能：

k0(冷鲜肉)=4.97×1010h－1 (4)

Ea(冷鲜肉)=65.72kJ/mol (5)

2.3 糖化酶型时间-温度指示器监测冷鲜肉的贮藏质量

2.3.1 活化能匹配

对于冷鲜肉，测得其因脂肪氧化而变质的活化能为

65.72kJ/mol，则TTI的活化能只要在40.72～90.72kJ/mol之

间，就能够满足活化能的匹配要求。

从表2可以看出，1#TTI、2#TTI、3#TTI的活化能均

在该范围之内，故而均能满足活化能的匹配要求。

2.3.2 恒温条件下的反应终点匹配

通过前面的实验，已经得到3种TTI在3、25℃恒温条

件下各自的指示时间，以及冷鲜肉在3、25℃恒温条件下

的货架期，如表4所示。

表 4 不同温度条件下各TTI的指示时间及冷鲜肉的货架期

Table 4 Indicating time of TTIs and shelf life of chilled pork under 

different temperatures

恒温温度/℃ 冷鲜肉货架期/h
指示时间/h

1#TTI 2#TTI 3#TTI

3 122 238 128 96

25 22 29 24 11

从表4可以看出，不论是在3℃还是25℃条件下，

2#TTI的指示时间与冷鲜肉的货架期均是最接近的，预测

误差分别为4.92%、9.09%(对食品质量评估的误差在15%

以下，时间-温度指示器就可以应用于该食品中)。因此，

可以认为2#TTI的反应终点与冷鲜肉的货架寿命终点在恒

温条件下是相吻合的。

2.3.3 变温条件下的反应终点匹配

由于产品在流通的整个过程中很少会一直保持恒温

的条件，因此有必要在变温条件下对2#TTI与冷鲜肉的匹

配情况进行研究。

将制作好的2#TTI体系和独立自封袋包装的冷鲜肉样

品共同置于生化培养箱中，进行变温实验，如图5所示，

先在3℃条件下经历12h，再在23℃条件下经历3h，再在

37℃条件下经历1h，然后在12℃条件下培养5h，最后在

3℃条件下培养[20]。每隔一段时间，测定TTI体系的吸光

度和冷鲜肉TBA值的变化情况。
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图 5 变温实验中冷鲜肉经历的时间-温度历程

Fig.5 The time-temperature course of chilled pork under variable 

temperatures
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图 6 变温条件下冷鲜肉的TBA值随时间的变化

Fig.6 The change in TBA value of chilled pork over time under 

variable temperatures

由图6可以看出，在整个变温实验中，TBA值逐渐变

大，说明随着时间的延长，冷鲜肉的脂肪氧化速率加大，
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冷鲜肉的TBA值由初始的0.24mg/kg逐渐变大，最终达到

0.5mg/kg的时间为49h左右；从图中还可以看到，3℃条件

下冷鲜肉的TBA值变化比较缓慢，37℃条件下TBA值变化

最快，12、23℃条件下TBA值变化次之，说明各温度条件

下的变化速率不同，温度越高脂肪氧化速率越大。
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图 7 变温条件下2#TTI的吸光度随时间的变化

Fig.7 The change in absorbance of 2# TTI over time under variable 

temperatures

与之对应的2#TTI体系吸光度变化情况如图7所示。

可以看到，2#TTI体系在52h左右时，吸光度接近于0，

说明此时TTI体系的颜色已变为无色，反应达到终点。

2#TTI体系在3℃条件下吸光度降低比较缓慢，37℃条件

下吸光度曲线很陡峭，说明其变化很快，12、23℃条件

下次之，这与冷鲜肉脂肪氧化速率受温度的影响情况是

一致的。

TTI体系在变温实验中的响应函数F(X)用有效温度

表示，分析食品在变温实验的货架期时，其质量函数

Q(A)模型采用有效温度 表示[20]，则

F(X )t = k0
TTIexp( Ea

TTI/RT TTI )teff  (6)

式中：F(X)t为TTI的响应函数；k0
TTI
为TTI的指前因

子；Ea
TTI
为TTI的活化能/(J/mol)； 为TTI经历的有效温

度/K。

Q(A)t = k0
foodexp( Ea

food/RT         )teff
food  (7)

式中：Q(A)t为食品的质量函数；k0
food

为食品的指前因

子；Ea
food

为食品的活化能/(J/mol)； 为食品经历的有效

温度/K。

对于图5所示的变温历程，2#TTI在达到指示终点时：

F(X )t = ∫kdt = ∫k3dt + ∫k23dt + ∫k37dt + ∫k12dt + ∫k3dt
t

0

12
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16

15

21

16

51

21
 (8)

式中：k3、k12、k23、k37分别为3、12、23、37℃条件

下2#TTI的吸光度变化速率，积分上下限为图5所示变温

历程中各段所对应的起止时间。

根据公式(3)及2#TTI的指前因子、活化能值，可以得

到2#TTI的反应速率表达式

k2#TTI = 1.48 1013e( 78.95 10 /RT)t3

 (9)

由此，可以得到2#TTI在各温度条件下的反应速率，

如表5所示。

表 5 2#TTI在不同温度条件下的反应速率

Table 5 The reaction rates of 2# TTI under different temperatures

温度/℃ 3 12 23 37

反应速率k/h-1 0.017 0.050 0.173 0.736

将表5中的反应速率带入式 ( 8 )可以得到达到指

示终点时的F(X) t=2.236。将该值及2#TTI的指前因子

k0
2#TTI=1.48×1013h-1、活化能Ea

2#TTI=78.95kJ/mol、指示时

间t=52h带入到公式(6)中，可以得到该变温历程中2#TTI

的等效温度Teff
2#TTI=284K。

对于图5所示的变温历程，冷鲜肉在达到货架终点时：

Q(A)t = ∫kdt = ∫k3dt + ∫k23dt + ∫k37dt + ∫k12dt + ∫k3dt
t

0
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 (10)

式中：k3、k12、k23、k37分别为3、12、23、37℃条件

下冷鲜肉的脂肪氧化速率。

根据公式(3)～(5)，冷鲜肉的脂肪氧化速率函数可以

表示为：

k  = 4.97 1010e( 65.72 10 /RT)t3

 (11)

由此，可以得到各温度条件下的反应速率，如表6

所示。

表 6 冷鲜肉在不同温度条件下的脂肪氧化速率

Table 6 The fat oxidation rates of chilled pork under different 

temperatures

温度/℃ 3 12 23 37

脂肪氧化速率k/h-1 0.018 0.045 0.125 0.419

将表6中的反应速率带入(10)式可以得到冷鲜肉达到

货架终点时的Q(A)t=1.739。将该值及冷鲜肉的指前因子

k0
冷鲜肉=4.97×1010h-1、活化能Ea

冷鲜肉=65.72kJ/mol、货架寿

命t=49h带入到公式(7)中，可以得到该变温历程中冷鲜肉

的等效温度T eff
冷鲜肉 =285K。

由上述计算可知，在图5所示的变温历程下，2#TTI监测

冷鲜肉的Teff误差为1℃，货架寿命预测误差为8.16%＜15%，

在误差要求的范围之内。因此，在变温情况下，2#TTI的反

应终点与冷鲜肉的货架寿命终点亦是相吻合的。

综上所述，2#TTI的活化能与冷鲜肉的活化能差值小

于25kJ/mol，其对冷鲜肉质量评估的误差在恒温与变温

条件下均低于15%，因此2#TTI可以用来监测冷鲜肉在流

通过程中的质量状况。实际应用中，若TTI的颜色显示为

深紫色，则说明食品一直处于低温的环境下，新鲜度良

好；若TTI的颜色呈浅粉色，则表明食品已经处于变质的

边缘，营养流失比较严重。

3 结 论

本实验确定了加酶量分别为30、50、75µL的3种糖

化酶型时间-温度指示器的活化能分别为88.59、78.95、
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69.76kJ/mol。根据TTI活化能必须与食品活化能相匹配的

原则，得到了它们各自可以指示的食品类型：加酶量为

30µL的TTI可以应用于因脂肪氧化、微生物增长而造成食

品质量损失的产品；加酶量为50、75µL的TTI可以应用于

因脂肪氧化而造成质量损失的食品。冷鲜肉是低温流通

中主要因脂肪氧化而发生腐败的典型。研究工作通过测

定冷鲜肉TBA值随时间的变化曲线，对冷鲜肉的变质机

理及其动力学性能进行了研究，得到不同温度条件下脂

肪氧化的速率，计算出冷鲜肉的活化能，并根据TBA值

达到0.5mg/kg时即认定变质来计算冷鲜肉的货架寿命。

在恒温、变温条件下，对冷鲜肉和TTI进行实验，验证

TTI反应终点与食品货架寿命终点的匹配性，结果表明：

加酶量为50µL的糖化酶型时间-温度指示器可以较准确地

用于预测冷鲜肉的货架寿命。
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