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摘 � 要: 食品工业杀菌过程中, 测量食品内部温度随时间变化的情况对于控制杀菌过程至关重要,

时间�温度积分器( T TI)可以指示食品内部温度随时间变化情况。以耐高温 ��淀粉酶为指示剂, 采

用胶囊包埋技术构建 TT I,并对该 T TI 构建指示酶的热失活动力学模型, 以魔芋葡聚糖凝胶食品

模拟物为载体,用固体食品流态化超高温杀菌装置对该模型进行验证。统计学分析结果表明: 耐

高温 ��淀粉酶的失活遵循一级动力学规律,实验验证结果与 T T I构建的模型之间无显著性差异,

T TI技术可以用于酶失活动力学的研究,利用耐高温��淀粉酶构建的 T TI 能够满足固体食品流态

化超高温杀菌时对食品进行时间�温度指示的要求。
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Time�Temperature Indicator based on Thermostable Alpha�Amylase
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Abstract: T im e�tem perature history is impo rtant for cont ro ling sterilizat ion process in fo od

indust ry. T im e T em perature Indicato r ( T TI ) can be used to indicate the tem perature history

inside food. Capsule embedding techno log y w as used to build T TI, in w hich thermostable alpha�
amylase w as used as indicactor. Kinetics for thermal inact ivation o f indicator w ere built and

validated w ith konjac g lucomannan as a carrier. The validation experiment w as carried out by

f luidizat ion solid fo od ultr a high tem perature ster ilizat ion techno log y. Stat ist ical analy sis show ed

that : thermostable alpha�amylase give f irst�order inact ivat ion kinet ics, there is no significant ly

dif ferences betw een experimental results and model theoret ical r esults, T TI can be used for

studing kinetics of enzyme inact iv at ion, T TI w ith thermostable alpha�am ylase as indicato r can be

used fo r t ime� temperature indicating in f luidizat ion solid food ult ra high temperature sterilizat ion

pr ocess.
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� � 在食品工业中, 热处理是一种常用的杀菌手

段,但是它在杀灭微生物的同时也能够破坏食品的

营养成分,因此了解杀菌过程中食品内部的温度分

布情况非常重要,这直接影响到最终产品的安全性

及品质损失率
[ 1]
。对于食品内部时间�温度变化情

况,普遍采用热电偶和数学模型相结合的方法
[ 2- 4]

进行测量。数学模型的建立, 大大简化了实验步

骤,并为杀菌效果评价提供了理论依据。但是在建

立数学模型时需要建立一系列假设,比如表面换热

系数无穷大( h f p趋向无穷大)、食品为无限平板或无

限圆柱等, 这些假设对于小颗粒固体食品不再适

用。而热电偶法指示杀菌过程中的温度分布, 具有

快速便捷的优点,但由于热电偶置于食品中心时将

限制食品的运动或改变食品的运动轨迹, 因此该法

仅适用于静止状态杀菌过程的指示,对于流态化杀

菌过程不再适用。有国外学者报道使用 T TI

( T im e�Temperature Indicator) 同样可以进行温度

分布的指示[ 5- 7]。TT I定义为用于模拟目标时间温

度总体变化效果的小型装置[ 8] , 由于 T TI 具有小巧

方便,测量准确的特点,且可以置于食品内部, 在流

态化加热过程中不影响食品的运动状态, 所以适用

于流态化超高温杀菌过程温度分布的指示。

构建 T TI 需要一种指示剂,指示剂的选取应遵

循以下几个条件: ( 1)价格低廉; ( 2)其热动力学参

数应易于定量测定; ( 3)指示范围应该能够满足杀

菌要求。国外常用过氧化物酶或耐高温 �� 淀粉酶
作为指示剂构建 TT I

[ 9�11]
,该 TT I被广泛的置于对

象食品中,指示食品储藏品质的变化
[ 12�14]

, 而用于

指示杀菌过程的报道则较少
[ 15�16]

,国内对 TT I 的认

识仍处于初级阶段, 仅蔡华伟[ 17] 利用耐高温 �� 淀
粉酶能使淀粉�碘溶液颜色发生变化这一原理制作
了一种监测食品储藏条件的装置, 除此之外, 未见

其他报道。

将 TT I用于固体食品颗粒超高温杀菌过程[ 18]

进行温度�时间变化指示, 需要考虑两个方面: 一是

指示剂应满足杀菌条件, 即动力学参数应在杀菌范

围内。二是选择合适的食品模拟物作为载体, 使得

测定的结果适用于大多数食品。作者采用具有优

良的热稳定性的耐高温 ��淀粉酶作为 TT I的指示

剂, 用毛细管装载指示剂, 制成一种简易的封闭胶

囊式 TT I, 并对该 TT I建立耐高温 �� 淀粉酶的热
失活动力学模型。为验证该模型的正确性及 T TI

在固体食品流态化超高温杀菌中应用的可行性, 需

要将该 TT I运用到食品体系中。但是由于食品种

类多样,而单一的食品用于传热过程的研究不具有

代表性,因此需要选择一种能够代表食品物性的载

体。高毅对比研究了两种常用食品模拟物,指出魔

芋葡聚糖凝胶更适合在固体食品流态化杀菌过程

中用作食品模拟物[ 19] , 用魔芋葡聚糖凝胶作为载

体, 在相同条件下进行固体食品流态化超高温杀

菌, 以判断该 T TI 是否满足固体食品流态化超高温

杀菌的需要。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料

耐高温�� 淀粉酶: 无锡杰能科生物工程有限公

司产品;魔芋粉: 武汉强森公司提供; K 型热电偶:

奥崎自动化仪表设备有限公司产品; 毛细管(规格

D1 mm � 100 mm )

1� 2 � 试剂
碘,碘化钾, 可溶性淀粉: AD,国药集团试剂有

限公司产品。

1� 3 � 仪器与设备

固体食品流态化超高温杀菌装置, 内附带温度

实时监控系统:江南大学邓力研制;恒温油槽: 上海

市实验仪器总厂产品; PhS�3C 精密�pH 计: 上海雷

兹仪器厂产品;紫外分光光度计: 尤尼科仪器公司

产品;电热恒温水浴锅: 上海跃进医疗器械厂产品。

1� 4 � 实验方法

1� 4� 1 � 耐高温 ��淀粉酶酶活的测定 � 耐高温 ��淀
粉酶活力定义: 1 m L 酶液(或 1 g 固体酶粉)在 pH

6� 0,温度 70  , 1 m in 液化可溶性淀粉 1 m g 所需

的酶量称为一个酶活力单位。计算式表示如下:

酶活力单位=
淀粉质量� 酶液浓度

反应时间
� 酶稀释倍数

( 1)

� � 测定方法:准确吸取 20 mL 质量分数 2% 可溶

性淀粉溶液置于试管中, 加入 5 mL pH 6� 0缓冲溶

液, 摇匀后于 70  恒温水浴中预热 5 min, 准确加

入 1 mL 酶稀释液(酶活力为 60~ 100 U / mL) , 立即

开始计时, 70  恒温水浴中保温酶解反应 5 min

后,迅速取出 1 mL 反应液, 置入含有 0� 5 mL、0� 1

mo l/ L 盐酸溶液的试管中, 终止酶解反应, 加入 5

mL 稀碘液,摇匀,同时做空白,在 660 nm 波长下测

吸光度( A ) , 查酶浓度( c)与吸光度( A )对照表,求得

酶浓度,再乘以稀释倍数即为被测酶样活力。

1� 4� 2 � TT I的制作 � 采用 100 �L 的毛细管,使用

酒精喷灯烧结一头,待冷却后用微量注射器加入浓

酶液,使用冰冻处理的夹具装住装有液体的部分,

用酒精喷灯烧结另一头, 迅速放入冷藏室, 冷藏备
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用。

1� 4� 3 � 耐高温 ��淀粉酶热失活动力学 � 在食品加

工和贮存过程中, 大多数与食品质量有关的品质变

化都遵循零级( n= 0) 或一级( n= 1) 模式
[ 20�21]

。酶

的热失活动力学常用 D�Z 模型来表示[ 22] ,其方程表

达式为:

Z= ( T - T r ) / ( lgDr- lgD ) ( 2)

式中, T 为加热温度,  ; T r为参考温度, 121� 15  ;

D为一定温度下酶浓度减少 90%所需的时间, m in;

D r为参考温度下的 D值, min。

D值与酶浓度之间的关系可以表示为

D= t / lg( N 0 / N ) ( 3)

式中, t为加热时间, min; N 0为初始酶活, U ; N 为加

热时间 t 时的剩余酶活。

1� 4� 4 � 魔芋葡聚糖凝胶载体的制作 � 魔芋葡聚糖

凝胶载体的制作参照文献[ 19] 。向预热排气后的

200 mL、pH 12� 0 的磷酸缓冲溶液中缓慢加入 12

g 魔芋精粉, 使得终质量浓度为 6 g / mL, 以 400 r/

min的速度于 30  搅拌 10 min, 然后置于90  水

浴中保温 2 h 后形成胶体。

1� 4� 5 � 验证 TT I的热动力学模型的方法 � 将构建
的 TT I 放入制作好的魔芋几何中心,用本实验室的

超高温流态化杀菌装置[ 18] , 分别按照 95  恒温 5

min、105  恒温 3 m in、115  恒温 2 m in、125  恒

温 1 min的条件设定杀菌程序, 杀菌结束后测定处

理后的 TT I中残留的耐高温 �� 淀粉酶酶活, 根据

耐高温�� 淀粉酶热失活动力学方程计算出理论剩
余酶活, 将实测酶活与计算酶活进行方差分析

比较。

1� 5 � 统计学分析
样品测定, 每次至少测定 3 次, 采用 ORIGIN

7� 5 ( Or ig inLab Inc� , 美国)软件对测定的结果进

行单因素方差分析, p> 0� 05表示在 0� 05水平上无

显著性差异, p < 0� 05表示在 0� 05水平上有显著性

差异。

2 � 结果与分析

2� 1 � 耐高温 �� 淀粉酶酶活的测定
2� 1� 1 � 不同酶浓度下的酶反应进程曲线 � 分别用

不同浓度的酶对淀粉进行不同时间的酶解反应, 用

分光光度法记录反应终点的吸光度值,用 or gin 软

件对不同酶浓度及不同反应时间的吸光度值作图

得到酶反应进程曲线如图 1所示。

图 1� 酶反应进程曲线

Fig. 1 � Time�reaction curve of enzyme

� � 从图 1可以看出, 在同一酶浓度下, 反应时间

越长, 吸光度值越小, 表明酶解淀粉越完全。用

org in软件对图 1 中的吸光度值取对数并对时间 t

进行线性回归,所得直线的回归方程如表 1所示。

表 1� 酶反应进程回归方程

Tab. 1 � Regression equation of enzyme concentration and ab�

sorbance

稀释
倍数

编号 回归方程 相关系数 r

333. 3 1 lgA = 0. 884 1- 0. 364 2 t 0. 999 2

285. 7 2 lgA = 0. 777 6- 0. 266 8 t 0. 999 2

250� 0 3 lgA = 0. 849 9- 0. 221 6 t 0. 999 1

222. 2 4 lgA = 0. 790 7- 0. 238 6 t 0. 999 2

200� 0 5 lgA = 0. 820 8- 0. 310 2 t 0. 999 2

� � 表 1 中每个方程的相关系数 r > r0� 001 =

0� 597 4,可以认为 lgA 与时间 t 呈线性关系, 表明

耐高温�� 淀粉酶的酶解反应符合一级反应动力学
规律。

2� 1� 2 � 酶浓度与吸光度关系表的制订 � 向淀粉体

系中加入过量的耐高温 �� 淀粉酶使酶解反应进行
完全,按照 1� 4� 1 的酶活测定方法处理后, 向反应

液中加入稀碘液, 此时溶液的颜色为标准色, 经测

定标准色在 660 nm 处吸光度值为 0� 300, 故以吸光

度值 0� 300作为反应终点标志, 将 A = 0� 300 代入

表 2方程中,得到不同稀释倍数(即不同酶浓度)的

酶反应到达终点所需的时间, 再根据 ( 1)式计算出

原酶活力,结果如表 2所示。

� � 对所求得原酶活力求算术平均值作为使用酶

的标准酶活力。此时, 标准原酶活力对应的时间为

5 min, 将 t= 5 m in代入表 1中各方程, 计算得到不

同酶浓度下反应进行到 5 min 时的吸光度 A 的对
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数,结果见表 3。

表 2 � 由不同稀释倍数求得的原酶活力

Tab. 2 � Enzyme activity from different dilution

稀释
倍数

终点时间/
min

原酶活力/
U

平均酶活/
U

200� 0 3. 86 20 725

222. 2 4. 33 20 527

250� 0 4. 87 20 534 20 606 ! 44. 210 2

285. 7 5. 52 20 703

333. 3 6. 49 20 542

表 3� t= 5 min时酶浓度与吸光度对数的关系

Tab. 3 � Relationship between the lg absorbance and enzyme

concentration when t = 5 min

稀释
倍数

单位酶活力/
( U / mL)

lgA

200� 0 103� 627 - 0� 936 9

222� 2 92� 376 - 0� 730 8

250� 0 82� 136 - 0� 556 4

285� 7 72� 464 - 0� 402 3

333� 3 61� 633 - 0� 258 1

� � 将上表中单位酶活力( c)与反应 5 m in 时吸光

度对数( 1gA)值进行线性回归,得回归方程:

lgA= 0� 761 7- 0� 016 2C ( 4) ,

相关系数 r= 0� 999 4, 表明单位酶活力与吸光度的

对数具有良好的线性关系。

2� 1� 3 � 对单位酶活力与吸光度关系的验证 � 将原
酶液稀释不同倍数, 按照 2� 1 方法测定吸光度值,

将测定结果代入式 ( 4)计算出单位酶活力, 再乘以

稀释倍数计算出原酶活力。用 o rign软件对计算所

得原酶活力与标准酶活力进行方差分析,结果如表

4所示。

� � 经 T�检验, p 值全部大于 0� 05,表明在 0� 05水

平上,实验所得原酶活力与标准原酶活力之间无显

著性差异, 表明制定的酶浓度与吸光度关系表可

靠。

2� 2 � TTI指示剂动力学模型的建立

若将 T T I运用到杀菌过程中进行杀菌效果的

指示,首先必须确定指示剂的热失活动力学参数 D

值及 Z 值。根据动力学方程(式 2、3)可以看出, 酶

失活动力学与加热温度及加热时间密切相关。由

于超高温杀菌所用的时间较短 (一般不超过 5

min) ,要使 TT I 能够准确指示杀菌过程,则壁材升

温所需时间应尽可能的短。采用数学模拟的方

法[ 18]对本实验中所用的直径 1 mm 的毛细管材料

的升温情况进行计算,结果如图 2所示。

表 4 � 单位酶活力与吸光度关系的验证结果

Tab. 4 � Validation of the relationship between unit enzyme activity and absorbency

稀释倍数
5m in 时

吸光度( A )

单位

酶活力(C) / U

原酶活力/

U

标准原

酶活力/ U

方差

分析 p 值

500� 00 1. 243! 0. 009 41. 38 ! 0. 194 20 723. 75 ! 55. 896 20 606! 44. 2102 0. 151 5

400� 00 0. 845! 0. 002 51. 54 ! 0. 063 20 613. 43 ! 14. 723 20 606! 44. 2102 0. 909 1

181. 12 0. 083! 0. 001 113. 74 ! 0. 323 20 613. 33 ! 14. 723 20 606! 44. 2102 0. 909 1

图 2� 毛细管中心温度时间曲线

Fig. 2 � Heating�up curve for the capillary tubes from 30

 to 140  

� � 从图 2可以看出,毛细管中心温度升到 140  

所需时间不到 0� 5 s,这表明用毛细管包埋指示剂制

作的 T T I能够超高温杀菌短时的需要。此外还表

明在进行热动力学研究时, 可以忽略中心升温所需

的时间,指示剂温度能够瞬间达到热处理介质的处

理温度,因此整个热处理过程可以看做稳态热处理

过程。

为构建 TT I的热失活动力学模型,作者设计了

不同的时间�温度点对构建的 T TI 进行热处理(见

表 5)。

� � 按照 1� 4� 1 的方法对经热处理的 T TI 进行残

余酶活测定, 以时间对横坐标, 相对残余酶活的对

数为纵坐标,绘制对数坐标图如图 3所示。
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表 5� 选取的待测时间�温度点列表

Tab. 5� List of points of time�temperature

温度/  保温时间/ s

80 180 540 900 1 260 1 520

90 120 360 600 840 1080

100 60 120 180 240 300

110 40 80 120 160 200

120 30 60 90 120 150

130 20 40 60 80 100

140 10 20 30 40 50

图 3 � 耐高温��淀粉酶时间�残存率曲线( a) (80  、90

 、100  ) , ( b) (110  、120  、130  、140  )

Fig. 3 � Survival curve showing destruction of a�amylase

with time ( a) ( 80  、90  、100  ) , (b) ( 110

 、120  、130  、140  )

� � 由图 3可以看出,同一温度下耐高温�� 淀粉酶
的酶活损失率( C/ C0 )的对数与时间成线性关系, 表

明耐高温 ��淀粉酶的失活遵循一级动力学规律, 这

与 Tucker [ 11] 和 Mehauden [ 7] 等人的报道结果相一

致。同时,该结果还表明本实验构建的 T TI 可以用

于耐高温 ��淀粉酶的失活动力学研究。
对图 3进行线性回归,并对所得的方程求反对

数,所得趋势线方程如表 6所示。根据( 3)式及表 6

中方程可计算出 D值。

表 6 � 不同温度下耐高温 ��淀粉酶的 D值

Tab. 6 � D values of a�amylase in different temperature

温度/  趋势线公式 R2 D / m in

80

90

100

110

120

130

140

y= e- 0� 04535x

y= e- 0� 08702x

y= e- 0�167x

y= e- 0� 03203x

y= e- 0� 01106x

y= e- 0� 02022x

y= e- 0� 02837x

0� 988

0� 996

0� 991

0� 993

0� 993

0� 992

0� 994

56� 30

37� 22

10� 14

5� 71

3� 47

1� 9

1� 35

� � 根据式( 2)及表 6, 对耐高温 ��淀粉酶 D值的

对数和处理温度作图,如图 4所示。

图 4 � 耐高温��淀粉酶的 Z值曲线

Fig. 4 � Z values curve of a�amylase

� � 对图 3直线进行线性回归可得到回归方程( R
2

= 0� 994 2) , 对回归方程求反对数即得如下关系式:

D= 47� 36 � e�0� 0272T ( 5)

� � 根据 ( 2)、( 3)、( 5)式可计算得出耐高温��淀粉

酶的 Z 值为 35� 34  。Tucker [ 11] 和 M ehauden[ 7]

报道的耐高温 ��淀粉酶的 Z 值分别为 23� 5  和

25� 6  。推测这些差异来自于酶的来源不同或者

酶中微量成分的不同。根据 Ar rhenius 方程
[ 22]

, 计

算得出耐高温 ��淀粉酶 Ea值为 63� 2 kJ/ mol。

2� 3 � TTI热动力学模型的验证

将制作好的 TT I按 1� 4� 5的条件进行处理后,

按照 1� 4� 1的方法测定 T TI 中残留的耐高温 �� 淀

粉酶酶活。将处理条件中的温度值代入式( 5) , 计

算出不同温度下的 D 值, 然后再将 D 值代入式( 3)
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计算出不同条件下剩余酶活, 结果如表 7所示。

表 7� TTI 中残留的耐高温��淀粉酶酶活实际值和理论计

算值

Tab. 7� Predicted and experimental enzyme activity of a�am�

ylase in TTI

处理方法 理论酶活/ U 实测酶活/ U

95  、
5 min

11 162� 3
11 153� 2!

85� 3

105  、
3 min

10 356� 7
10 360 !

56� 0

115  、
2 min

8 742� 0
8 748� 0 !

66� 3

� � 统计学分析表明, 理论酶活与实测酶活之间无

显著性差异,表明构建的 T TI 热动力学模型适用于

固体食品流态化超高温杀菌的时间�温度检测。

3 � 结 � 语

选择耐高温�� 淀粉酶作为指示剂,使用毛细管

胶囊包埋技术构建了 TT I,并对该 T TI建立了耐高

温�� 淀粉酶的热失活动力学模型。热动力学分析
表明耐高温� 淀粉酶的热失活遵循一级动力学规
律, 动力学参数 Z值为 35� 34  、Ea值为 63� 2 kJ/

mo l。为验证该模型在实际生产中的适用性, 以最

新的食品模拟物为载体, 通过固体食品流态化超高

温杀菌装置对构建的 TT I进行热处理,将实验结果

与理论计算结果进行对比, 验证热动力学模型的准

确性。统计学分析显示, 实验结果与理论结果之间

无显著性差异,表明 T T I热动力学模型可以用于固

体食品流态化超高温杀菌中用作杀菌过程时间�温
度的适时检测。
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