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2期 沈莲清
:

次黄嘿吟生物传感器检测鱼类新鲜度之研究

次黄嚓吟的变化情况
,

直至鱼肉腐败发臭
。

与此同时
,

将另一份鱼肉5克加入 10 倍的无菌无氨蒸馏水
,

经均质器充分搅拌均质
,

浸抽30

分钟
,

不断振摇
,

然后过滤
。

滤液分别按国标 G B 一 5 0 0 9
.

44 一 84 和 G B一 4 7 8 9
.

2 一 84 食品卫生

检验法理化分析部分和微生物检验部分
,

进行每隔 2小时的不同时间总挥发性盐基氮 T V B 一

N 和常规细菌菌落总数的测定
,

直至鱼肉腐烂发臭
。

以上二份鱼肉样品试验必须按要求同步进行
,

以便对照比较
。

螂鱼的样品准备及测定步骤与上述的青鱼样品完全相同
。

2 结果与讨论

2
.

1 酶电极的响应特性

在 p H 一 7
.

6的磷酸盐缓冲液中分别注入不同浓度的底物次黄嚓吟
,

实验指出
,

电流型黄凛

吟氧化酶电极有一较大的响应范围
,

即在 l x lo 一’
一 l x l。一 s

m ol /l 浓度范围内有一 良好的线

性
。

图2是 l x lo 一’
一 1 只 1 0--

6
m ol /l 的工作曲线

,

而图 3是 l x l o 一 6
一 l x l o 一 s

m ol /l 的工作曲线
。

�VS璐护

今�

(Vu)璐于

0 2 4 6 8 1 0

次黄嗦吟浓度 ( X l o一 ’M )

图2 在次黄嗦吟 (一
1 0 ) x lo 一 7

M 范围内

酶电极的工作曲线

Fig
.

2 T h e e a lib r a t i o n e u r v e o f t he e n z y m e

e le e t r o d e in th e r a n g e o f ( l一 1 0 ) 又 1 0 一 ’
M

o f

h y Po x a n t h in e

2
.

2 溶液酸性对响应的影响

0 2 4 6 8 1 0

次黄嗦吟浓度 ( X 10 一 ’M ,

图3 在次黄嗦吟 (1 一 10 ) x 10
一 ‘
M 范围内酶

电极的工作曲线

Fi g
.

3 T h e e a lib r a t io n e u r v e o f t he e n z y m e

e le e t r o d e in th e r a n g e o f ( l一 1 0 ) 火 1 0 一
6

M
o f

hy Po x a n th in e

一般说来
,

溶液的 pH 值极大地影响着酶电极的活性
。

强酸或者强碱都会破坏酶的结构并
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导致酶的失活或酶膜的脱落
。

本研究在不同 p H

次黄嚓吟的响应
,

数据如表 1所示
。

由表 1可知
,

从 p H S一 8
,

应答电流几乎没有

变化
。

因而
,

本研究正常的连续测定所用磷酸盐

缓冲液 p H 一 7
.

6
。

的磷酸盐缓冲液中测定了酶 电极对 1 火 1 0--
5

M

表 1 溶液酸性对响应电流的影响

T a b le 1 T h e effee t o f th e so lu tio n

a e id ity o n th e e u rr e n t r e sPo n s e

电流变化 (x l o 一 sn A )

2
.

3 温度对酶电极的影响

温度对应答电流有一 定的影响
,

在 p H 为

7
.

6的磷酸盐缓冲液中含 1 x 1 0 一 s
m ol /l 次黄嗦

吟
,

在20 C 一 30 C 的温度范围内测定了酶电极

的温度系数[ % / ℃
,

即温度每升高一度
,

所得电

流响应 (峰高 )增长的百分数〕
,

表2显示了有关实验结果
。

T a ble Z

温度 (℃ )

表2 酶电极沮度系数的测定结果

T h e d e te r m in a tio n r e su lts o f te m Pe r a tu r e e o ffie ie n t o f e n z y m e e le c tr

od e

2 0
.

5 2 2
.

0 2 3
.

0 2 3
.

2 2 3
.

9 2 5
.

0 2 6
.

0 28

温度系数 (% / ℃ ) 3
。

1 0 3 1 2 3
.

1 6 3
.

4 5 3
,

4 5 3
.

4 5 3
.

1 0 3
.

12 3
.

1 2

试验中不同温度的电流响应表明
,

在 20 C 一 30 ℃范围内
,

酶电极都有较好的精确度
; 又由

表 2可见
,

在 23
.

2 ℃ 一 25 ℃之间酶电极的反应最为灵敏
。

因此
,

选择了25 ℃作为测定次黄嗓吟的

温度
。

2
.

4 不同离子和组份对酶电极的影响

在1 又 1 0 一 s
m ol /l 次黄嗓吟一磷酸盐缓冲溶液中

,

加入定量的 N a+
、

C a , + 、

Fe
3 + 、

葡萄糖
、 a -

丙氨酸
、

D
一

酪氨酸
、

肤氨酸等组份
。

实验表明
,

这些组份均不影响次黄嗦吟的测定
,

即对酶电极

并不产生干扰
,

见表 3
。

表3 共存组份对酶电极的影响

T a b le 3 E ffe e t o f th e eo e x is t c o m p o s itio n in s o lu t io n o n th e e n z y m e e le e tr o d e

共存组份 加入量 (m g / d l) 次黄嗓吟加入量(m o l/ l) 次黄嗦吟测得量(m o l/ l)

N a 申 2
.

8 1火 10 一 5 1 X 1 0 一 5

C a Z , 2
.

8 1 X 1 0 一 5 1 又 1 0 一 5

F e 3 一 2
.

8 1 X 10 一 5 1 义 1 0 一 5

葡萄糖 3
.

5 1 x 10 一 5 1
.

1 火 1 0 一 5

a
一

丙氨酸 2
.

0 1 X 10 一 5 1
.

3 x 1 0 一 5

D
一

酪氨酸 2
.

0 l x lo 一 5 l
.

Z x lo 一 5

脆氨酸 2
.

0 1 x 10 一 “ 1
.

1 x 10 一 5



2期 沈莲清
:

次黄嗦吟生物传感器检测鱼类新鲜度之研究

2
.

5 酶电极的检测下限和寿命

由于丝蛋白微孔膜对黄嗓吟氧化酶有很好的固化作用
,

并且有一定的导 电性能
,

因此自制

酶电极具有很高的灵敏度
。

该 电极在 s x lo 一 S

M 次黄嚓吟溶液中
,

显示了明显的电流响应
,

是

目前所报导的最灵敏的方法之一 [H a e m m e r li等
,

1 9 9 0 ; Jo n e s
等

,

1 9 6 4 ; M u le h a n d a n i等
,

1 9 5 9 ;

S u z u ki等
,

1 9 8 9 ]
。

该电极在每天连续测定20 一 30 个试样的情况下
,

可使用 21 天
。

实验证明
,

在电极制备中
,

黄

嚓吟氧化酶用5 %戊二醛交联
,

并固化在丝蛋 白微孔膜上后较为稳定
,

使用后最好放在1 8 C温

度下保存 (与其工作温度25 ℃较为接近 )
。

三周后
,

灵敏度下降至初始值的一半
。

2
.

6 电极的回收率试验

取鱼肉样品液 5个分别测定其次黄嗦吟值后加入 已知量的次黄嗦吟溶液
。

计算回收率以示

电极和方法的准确度
。

测定结果见表4
。

表4 回收率测定结 .

T a b le 4 T h e d e te r m in a tio n o f r e c o v e r y fo r h y Po x a n thin e

样品号
原样品中次黄嗦吟

含量 (g )

加入次黄嗦吟

量(g )

实际测得量
(g )

回收率
(% )

5

O甘匕J�bnJ
.

.

⋯
心1孟

月了n八�吕门rC�O曰O曰O曰O甘110
.

4 5 X 10 一 4

0
.

8 5 X 1 0 一 4

1
.

6 8 X I O一 4

0
.

2 l X 1 0 一 3

0
.

9 2 X 1 0 一 3

0
.

5 X 1 0 一 4

0
.

5 只 1 0 一 4

1
.

1 X 1 0 一 4

0
.

1 6 X 1 0 一 3

1
.

0 X 1 0 一 3

0
.

93 火 1 0 一 4

1
.

3 3 冰 1 0 一 4

2
.

7 4 X 1 0 一 4

0
.

36 X 1 0 一 3

1
.

94 X 1 0 一
3

由表4可知
,

回收率为97
.

3一 1 0 1
.

5 %
。

2
.

7 测定结果

2
.

7
.

1 青鱼

对不同放置时间下 (室温 30 C )的青鱼进行次黄嗓吟
、

总挥发性盐基氮以及细菌菌落总数

的测定
,

实验数据见表5
。

表5 青鱼次黄嗦岭
、

总挥发性盐荃氮和细菌菌落总数的测定结果
T a ble 5 T he d e te rm i n a t io n r e s u lts o f h yPo x a n th in e e o n e e n tr a t i o n ,

t o ta l v o la t i le b a s ie n i tr o g e n a n d b a e te r i a n u m be r fo r bla e k e a r p

放置时间 ( 小时 )

次黄嗦吟
( m g / 5 9 )

总挥发盐基氮
( m g / 1 0 0 9 )

细菌菌落数
(个 / g )

6 8 1 0 1 2 14 1 6 1 8

1 4
.

6 1 2 1
.

0 0 3 1
.

1 5 4 6
.

1 0 8 7
.

4 2 1 1 6
.

90

1
.

5 义 1 0 3
2

.

6 又 1 0 3 1
.

4 又 10
4 7

.

8 又 1 0 5 7
.

0 只 1 0‘ l又 10 8 5
.

0 X 1 0 9
8

.

4 又 10 9 2
.

0 丫 1 0 1。

开始腐

新鲜度判别
次

新
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图 4
、

图5显示了次黄嗓吟 (H x) 和总挥发性盐基氮(T V B 一N )以及次黄嗓吟 (H x) 和细菌菌

落总数之间的相关性
。
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图4 青鱼新鲜度检测中
,

次黄嚷吟 (H x)

和总挥发性盐基氮 (T V B 一 N )之间的关系

F ig
.

4 T he r e la t io n s h iP be t w e e n th e

h yP o x a n t h i n e e o n e e n t r a t io n a n d t o t a l v o la , ile

b a s ie n it r o g e n a m o u n t fo r t h e e v a lu a t io n o f th e

fis h fr e s h n e s s
.

( 一H x ,

△
一T V B 一 N )

图 5 青鱼新鲜度检测中
,

次黄嚓岭和细菌菌落

总数对数之间的关系

F ig
.

5 T h e r e la t zo n s h ip b e rw e e n rh e h y p o -

x a n t h ln e e o n e e n t r a r io n a n d t h e lo g a r it hm o f

m ie r o b e e o lo n ie s
.

( 一H x ,

△
一
L o g

[ m ie r o b e e o lo n ie s / g 口) fo r t he e v a lu a t io n o f

b la e k e a r p fr e s hn e s s
.

由表 5
、

图 4
、

图 5可知
,

在青鱼的腐烂过程中
,

不同放置时间其次黄嗦吟和总挥发性盐基氮

之间以及次黄嗓吟和细菌菌落总数之 间存在着很好的相关性
,

即随着时间的增长
,

总挥发性盐

基氮量及细菌菌落总数增加
,

次黄嚓吟的量也同步增加
,

且增 加的比例几近相等 (图 4及图5中
,

二条曲线的斜率 皆颇为接近 )
。

2
.

7
.

2 卿鱼

对室温下放置不同时间的螂鱼
.

亦进行了次黄嚓吟
、

总挥 发性盐基氮以 及细菌菌落总数的

测定
,

数据列龄表 6
。

由表6可知
,

由龄鱼种的不同
,

同一腐烂时间其次黄嗓吟的含量不同
,

但次黄嘿吟与总挥发

性盐基氮
、

细菌菌落总数之间依然体现 出了很好的相关性
,

即螂鱼的各项指标测定结果原则上

与青鱼的测定结果一致
,

只是腐烂的时间推迟 2小时而 已
。

当然
,

对聆个别腐烂过程中不生成次

黄嚓吟的鱼种
,

该方法就不适用了
。
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表 6 卿鱼次黄嚷吟
、

总挥发性盐墓氮以及细菌菌落总数的测定结果

T a b le 6 T h e d e te r m in a tio n r e s u lts o f h yPo x a n t hin e e o n e e n tr a tio n ,

to ta l v o la tile b a s ic n itr o g e n a n d b a e te r ia n u m b e r fo r c r u c ia n c a r P

放置时间 (小时 ) 8 10 1 2 1 4

次黄嗦吟(m g / 5
·

g )

总挥发盐基氮 (m g / 1。。 g )

细菌菌落总数 (个 / g )

0
.

10

3
.

4 0

3 X 1 0 2

0
.

1 9

6
.

1 2

l
,

2 X 1 0 3

0
.

2 8

1 0
.

1 6

3
.

0 X 1 0 3

0
.

3 5

1 3
.

9 0

1
.

5 X 1 0 4

0
.

5 3

2 0
.

8 0

7
.

5 X 1 0 5

腐 腐烂 腐烂烂腐烂
新鲜度判别

0
.

7 0

3 1
.

0 0

7
.

8 X 1 0 6

开
始

腐
烂

1
.

1 2

5 0
.

1 2

1
.

5 X 1 0 吕

1
.

4 8

6 5
.

3 0

5
.

8 X 1 0 9

1
.

8 8

8 9
.

3 6

9 0 X 1 0 9

2
.

4 5

1 1 7
.

2 0

2
.

7 X 1 0 10

次新鲜
新鲜新鲜新鲜新鲜

鉴龄上述实验结果
,

特别是在鱼肉腐败过程中体现 出的次黄镖吟和总挥发性盐基氮
、

细菌

菌落总数之间的极好的相关性
,

可将次黄嗓吟作为检测指标来取代总挥发性盐基氮
、

细菌菌落

总数等国标以判别鱼类食品的新鲜度
。

换言之
,

生物传感器这一快速检测手段完全可以代替常

规的化学分析及微生物检验方法
。

3 结论

用次黄嗦吟生物传感器检测鱼类食品新鲜度是一种新颖
、

快速而又简便
、

可靠的方法
。

根

据初步试验结果
,

以次黄嗦吟作为检测指标
,

则判别鱼类食品新鲜度的标准可以定为
:

新鲜
:

次黄嚓吟簇 3
.

60 x lo 一 ‘ g / 5 9 )
。

(此时相应的国标
—

总挥发性盐基氮成 15 m g / 1 0 0 9
,

细菌菌落总数镇 X IO‘

个 / g )

次新鲜
: 3

.

6 又 1 0--
‘ g /5 g < 次黄嗓吟( 5

.

9 又 1 0 ’‘ g /5 g
。

(此时相应的国标
—

总挥发性

基盐氮15 一 25 m g / 1 0 0 9
,

1 04 个 / g < 细菌菌落总数簇 X l护个 / g )

腐败
:

次黄嚓吟 > 5
.

90 x lo 一 ‘ g /5 g
。

(此时相应的国标
—

总挥发性盐基氮> 25 m g / 1 0 0 9
,

细菌菌落总数 > 又 1 0 6

个 / g )
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S T U D IE S O N E S T IM A T IO N O F T H E F IS H F R E S H N E S S

B Y A H Y PO X A N T H IN E B IO S E N S O R

Sh e n g L ia n q in g

(D eP
a r r阴 e n t of F o o d

,

H
a n g z ho u In s t it u t e

of Co m m e rc e ,

H
a n g z h o u ,

3 1 0 0 3 5 )

A B ST R A C T T h e e o n v e n t io n a l d e t e r m in a t io n o f th e fr e s h n e s s o f fis h 15 to d e t e e t t o ta l

v o la t ile ba s ie n it r o g e n (T V B 一 N
,

G B ) o r n u m b e r o f m ie r o b e e o lo n ie s
.

B u t t he s e m e th o d s

a r e a ll e o m p le x a n d e x p e n s iv e
.

T h e fa s t a n d e x a e t a s s a y m e t h o d fo r t he fr e s h n e s s o f fis h h a s

be e n d e m o n s t r a te d in t h is p a p e r

—
t he m e th o d o f H y p o x a n t h in e B io s e n s o r

.

A d e n o s in e

t r ip h o s p h a te (A T P ) in t he fis h t is s u e b e in g d e g r a d e d fr o m t he d e a d fis h
, a d e n o s in e

t r ip h o s p h a te 15 d e e o m p o s e d q u ie k lty to a d e n o s in e d ip h o s p h a te ( A D P )
, a d e n o s in e

m o n o p ho s p ha t e (A M P )
, a n d in o s in e m o n o p h o s Ph a t e (IM P )

.

In o s in e m o n o p h o s p h a te 15 a n

im p o r t a n t fa e t o r t o t he P le a s a n t fla v o u r o f fr e s h fis h
.

U n d e r th e e x is te n e e o f e n z y m e s ,

in o s in e m o n o Ph o s Ph a te 15 fu r t h e r d e e o m P o s e d t o in o s in e (H x R )
,

h y Po x a n t h in e (H x )
,

x a n t hin e (X )
, a n d u r ie a e id (U A )

.

T h e g o o d r e la tio n s h ip b e t w e e n T V B 一 N (G B ) a n d

hy p o x a n t hin e 15 fo u n d by t h e e x p e r im e n t s
.

T he r e fo r e ,

h yp o x a n t h in e 15 a e e u m u la t e d in fis h

t is s u e a n d t h e a m o u n t o f h yp o x a n th in e e a n b e u s e d t o in d ie a t e t he fis h fr e s h n e s s
.

In o r d e r t o

d e t e r m in e h yp o x a n t h in e ,
t he e n z ym e bio s e n s o r ha s b e e n d e s ig n e d fo r t h is p u r p o s e

.

T he

m e t h o d 15 r e la t iv e ly s im p le a n d t he d e t e r m in a t io n 15 r a p id
.

H yp o x a n t h in 。 b io s e n s o r 访111

r e p la e e t he e o n v e n t io n a l a s s a ys o f t he fis h fr e s hn e s s in t h e fu t u r e
.

K E Y W O R D S hy p o x a n t h in e ,

b io s e n s o r ,

fr e s h n e s s o f fis h
,

t o t a l v o la tile b a s ie n it r o g e n

(T V B 一N )
, n u m b e r o f m ie r o b e e o lo n ie s

.


