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摘　要　采用偏钒酸铵法对饲料中植酸酶的活性进行检测, 对 pH 值进行筛选, 与国家标准测定结果

进行比较, 结果表明本法具有操作简便、重复性好、准确性高的优点。
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1　引言
植酸酶是催化植酸 (肌醇六磷酸) 及其盐水解成肌醇与磷酸 (或磷酸盐) 的一类酶的总称, 广泛

存在于植物、动物和微生物中[1 ]。植酸酶不仅可以解除植酸的抗营养作用, 提高食物和饲料中多种

矿物元素和蛋白质、氨基酸的可利用性, 而且能够降低粪便排泄磷造成的环境污染, 是一种新型的

绿色饲料添加剂, 现被广泛的应用于单胃动物饲料添加剂[2 ]。但对于商品植酸酶含量与活性的检测

没有统一的标准, 因此亟须一种简便快速高灵敏度的定量检测方法来检测植酸酶的活性, 以鉴定植

酸酶饲料添加剂质量的好坏。本研究采用分光光度法测定饲料中植酸酶的活性, 旨在建立一种简便

高灵敏度的方法。

2　实验部分
2. 1　仪器与试剂

721 型紫外可见分光光度计 (上海第三分析仪器厂)、GSY 42Ê 电热恒温水浴锅 (北京市医疗设

备厂) ; CJB 222 磁力搅拌器 (郑州爱博特科技发展有限公司)、pH S23 数字式酸度计 (金坛市金南仪

器厂)。植酸钠 (美国Sigm a 公司 p 23168)、钼酸铵、偏钒酸铵、乙酸、乙酸钠、磷酸二氢钾等为分析

纯。实验用水为双蒸水。

2. 2　测定原理

本研究采用偏钒酸铵法测定, 该方法是利用植酸酶可以水解植酸钠释放出无机磷的原理。通过

加入酸性钒钼酸铵试剂使水解反应停止, 同时与水解释放出来的无机磷产生颜色反应, 形成黄色的

含磷络合物, 在415nm 波长下测定磷的含量。以标准植酸酶为参照物, 计算被测样品中植酸酶的含

量。



2. 3　测定方法

准确称取试样按表1 的反应步骤进行操作, 反应后的试样溶液在室温下静置20m in, 如出现混

浊, 4000röm in 离心10m in, 取上清液在415nm 波长处测定试料空白 (A 0)和试料溶液 (A )的吸光值,

A - A 0 为实测吸光值。用直线回归方程计算植酸酶的活性。
表 1　植酸酶活性测定反应步骤

反应顺序 试剂及操作 样品、标准品 (mL ) 样品空白 (mL ) 标准品空白 (mL )

1 加入乙酸缓冲液 1. 8 1. 8 2. 0

2 加入待反应液 0. 2 0. 2 -

3 混合 + + -

4 37℃预热5m in + - -

5 依次加入底物 4 4 4

6 混合 + + +

7 37℃水解30m in + - -

8 依次加入终止液 4 4 4

9 混合 + + +

总体积 10 10 10

　　植酸酶活性 (U ög) = C×F öm ×30

式中: C ——根据实际试样液的吸光值由曲线回归方程计算出的y 值 (U ) ; F ——试样溶液反应前的

总稀释倍数; m ——试样质量 (g) ; 30——反应时间 (m in)。

3　结果与分析
3. 1　校准曲线的建立

以磷酸二氢钾为基准物, 用乙酸缓冲液溶解。按倍比稀释的方法稀释成不同浓度进行吸光度测

定, 以无机磷浓度为横坐标, 吸光值为纵坐标, 绘出校准曲线, 见图1, 由图1 求得方程为y = 0. 0322x

- 0. 011, r
2= 0. 9989。由图1 可见, 磷含量与吸光度均具有良好的相关性, r

2= 0. 9989, 表明该法对

微量无机磷的测定都是可行的。

3. 2　测定方法的影响因素

由于偏钒酸铵法基本上不受反应时间和温度的影响, 故本研究中主要考虑pH 值对测定的影

响。饲料中植酸酶活力测定的pH 一般选择在5. 0—6. 0 之间。本研究选择了4 个不同的样品, 分别

在pH 4. 0、4. 5、5. 0、5. 5、6. 0 的5 个不同的pH 条件下测定酶活力。结果见图2, 由图2 可见4 个样品

的酶活力在pH 为5. 0 的条件下是最高的。本研究选择了pH 5. 0 为测定条件, 与国标GB öT 186342
2002 规定的酶活力单位的pH 值不同。

图 1　偏钒酸铵法标准磷的校准曲线 图 2　pH 值对酶活力的影响
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3. 3　测定方法准确度的验证

为了考察本研究采用方法的准确度, 我们采用多样品重复检测的手段来验证方法的准确度, 每

一个产品分别作5 个平行, 测定结果见表2。由表2 可见本研究测定的结果比国标测定的结果更符合

实际含量, 更准确一些, 而且本法操作简单, 适应于实际生产中应用。
表 2　不同标准对样品检测的结果

样品 采用标准 平均酶活 (U ög) 已知酶活 (U ög) 占标识量 (% )

样品1 本标准 1825 2000 91. 25

国标 1064 53. 2

样品2 本标准 4262 5000 85. 24

国标 2483 49. 7

样品3 本标准 4603 5000 92. 06

国标 2684 53. 68

样品4 本标准 6929 8000 86. 61

国标 4365 54. 56

　　注: 平均酶活为5 次平行测定的平均值。

4　结论
随着植酸酶在饲料中的广泛应用, 摆在饲料管理部门、饲料质检机构、科研部门以及生产企业

面前是植酸酶定量测定的工作。植酸酶活性测定没有统一的标准[3 ] , 尽管国家于 2002 年发布了植

酸酶的检测国标 (GB öT 1863422002) , 但我们在多次试验中发现, 按GB öT 1863422002 测定一般只

是实际含量的一半, 无法准确测定结果。因此, 我们对常用的检测方法 (偏钒酸铵法)进行了改进, 调

整了其作用的pH 值环境, 结果发现检测出酶活性比国标要高很多, 更接近于实际标识量。这可能

是由于饲料生产中加入植酸酶的来源不同, 而采用的测定标准也不同。国家标准完全采用AOA C

(美国公定化学分析) 中 2000. 12 中试验条件的规定进行, 国家标准更适用于以曲霉类菌种为来源

的植酸酶活性检测[4 ]。目前国内生产植酸酶的厂商多采用提取毕赤酵母中有效基因片断在大肠杆

菌中得到表达, 并用于批量生产。因此无法按照国标方法对其进行检测。本研究采用改良的偏钒酸

铵法具有操作简便、重复性好、准确性高的优点, 更适合生产中应用。
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Abstract　T he phytase act ivity w as m easu red by m ethods of vanadium 2acid2ammon ium at

op t im ized pH. T he resu lts w ere compared w ith tho se by nat ional criterion s, and show s that th is

m ethod w as advan tage w ith h igher veracity and bet ter repet it ion and easily opera ted.
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