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放射型根瘤杆菌植酸酶对麸皮中

植酸的脱磷作用

李 文，王 陶，杨 克
(徐州工程学院食品(生物)工程学院，江苏 徐州      221000)

摘   要：采用放射型根瘤杆菌植酸酶粗酶液水解麸皮中的植酸，研究其脱磷的最适条件。依据单因素试验和正交

试验获得脱磷的最优条件为加酶量 750U/g、底物质量浓度 40mg/mL、温度 45℃、pH7、时间 5h。最优条件下，

麸皮中植酸的水解率在 5h 达最大，为 81.50%。
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Abstract ：Crude phytase solution separated from Agrobacterium radiobacter fermentation broth was used to hydrolyze

wheat bran for phytic acid dephosphorization. Using one-factor-at-a-time combined with orthogonal array design method,

such process conditions as enzyme amount, substrate concentration, pH, temperature and hydrolysis time were optimized

to be 750 U/g, 40 mg/mL, 7, 45 ℃, and 5 h, respectively. Under the optimized conditions, the hydrolysis rate of phytic acid

was up to 81.50%.
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植酸，即肌醇六磷酸，是谷物中磷的主要贮藏形

式[1]。动物因体内缺乏能分解植酸的酶而难以利用食物

中的植酸，最终导致高磷粪便污染环境[2]，同时额外添

加昂贵的无机磷酸盐造成饲料成本增加并加剧了磷矿资

源危机 [3-4]。植酸还会与多种金属离子和蛋白质螯合成

不溶性复合物，降低了动物对这些营养物质的有效利

用[ 5 -6 ]。植酸酶，即肌醇六磷酸磷酸水解酶，催化植酸

水解生成低级肌醇磷酸衍生物和无机磷酸[7]。它可使植

物性饲料中磷的利用率提高 60%，粪便中磷排泄量减少

40% [8]；而且能够通过降低植酸盐的抗营养作用，增加

动物对蛋白质和一些金属离子的吸收能力[9]。广泛应用

于食品工业和饲料工业中[10-12]。

由于植酸酶的重要意义，已经成为饲料添加剂和酶

制剂研究的热点。其中，去磷效果研究是植酸酶利用

研究的基础；通过去磷实验验证植酸酶对植物性饲料中

植酸钠中植酸磷的降解效果是利用植酸酶的突破口[13]。

王丽 [ 1 4 ]比较了来源于曲霉、大肠杆菌、酵母的植酸酶

对米糠、豆粕、菜粕、玉米中植酸磷的脱磷效率，发

现原料和植酸酶对植酸磷降解率都有极显著的影响。麸

皮为小麦最外层的表皮，是一种糠类饲料，麸皮干物

质中植酸磷的含量为 6.8g/kg[15]。未添加植酸酶的饲用麸

皮中植酸磷的利用率很低，故要在饲料中添加外源的植

酸酶来提高动物对于磷的利用率。本研究利用筛选到的

放射型根瘤杆菌所产的植酸酶水解麸皮中的植酸，从而

得到植酸酶脱磷的最优条件，为进一步开发利用此植酸

酶提供有价值的参考数据。
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂

放射型根瘤杆菌由徐州工程学院微生物遗传育种实

验室保存；植酸钠(高纯试剂)    美国 Sigma 公司；四水

合钼酸铵(分析纯)    合肥工业大学化学试剂厂；三氯乙

酸(分析纯)    天津市河东区红岩试剂厂；偏矾酸铵(分析

纯)、FeSO4·7H2O(分析纯)    天津福晨化学试剂有限公

司；磷酸二氢钾(分析纯)    宜兴市正盛化工厂；其他试

剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

HH.B11.600-S- Ⅱ型电热恒温培养箱    上海跃进医疗

器械厂；HYG 旋式恒温调速摇瓶柜    上海欣蕊自动化设

备有限公司；DL-5 低速大容量离心机    上海安亭科学仪

器厂；TU-1810 紫外 - 可见分光光度计    北京普析通用

仪器有限责任公司。

1.3 培养基

牛肉膏蛋白胨斜面培养基：蛋白胨 10g/L，酵母膏

5 g / L，氯化钠 5 g / L，水，p H 7 . 0。
产酶培养基：葡萄糖 15g/L，蛋白胨 3g/L，(NH4)2SO4

2g/L，MgSO4·7H2O 2g/L，KCl 0.5g/L，FeSO4·7H2O
0.03g/L，MnSO4·7H2O 0.03g/L，pH7.0。
1.4 方法

1.4.1 斜面活化

刮取一环菌种接种于斜面培养基中，30℃培养 3d。

1.4.2 液态发酵及粗酶液的提取

活化好的菌株接至液体产酶培养基摇床发酵产酶，

150r/min，30℃培养 84h。装液量 100mL(250mL 摇瓶)。
转速 150r/min。发酵完毕，以 4000r/min 的速度将发酵

液离心 1 0 mi n，上清液即为粗酶液。

1.4.3 植酸酶活测定

参照文献[16]方法进行。酶活单位定义：在温度 37℃、

pH5.5 条件下，每分钟从 5.0mmol/L 植酸钠溶液中释放

lμmo l 无机磷即为 1 个植酸酶活性单位，以 U 表示。

1.4.4 无机磷浓度的测定

采用 Harland 等[17]的微量比色法定磷。

1.4.5 脱磷条件的优化

将植酸酶粗酶液加入麸皮中，水解麸皮中的磷酸。

基础条件为加酶量 500U/g、底物质量浓度 50mg/mL、

p H 7、温度 4 5 ℃、时间 4 h 。

加酶量：将粗酶液加入麸皮中，考察加酶量分别

为 250、500、750、1000、1250U/g 对麸皮上清液中

无机磷量的影响，确定最佳加酶量；底物质量浓度：

采用最佳酶量，考查麸皮质量浓度分别为 40、50、60、
80、100mg/mL 对无机磷量的影响，确定最佳底物质量

浓度；温度：采用最佳酶量、底物质量浓度，考查温

度分别为 25、37、45、50、55℃对无机磷量的影响，

确定最佳温度；p H 值：采用最佳酶量、底物质量浓

度、温度，考查 p H 值分别为 4 、5 、6 、7 、8 对无

机磷量的影响，确定最佳 p H 值；时间：采用最佳酶

量、底物质量浓度、温度、pH 值，考查处理时间为 2、
4、5、6、8 h 对无机磷量的影响，确定最佳时间；正

交试验：结合前面的单因素试验，以加酶量、底物质量

浓度、温度、p H 值、时间为影响因素，选用 L 1 6 ( 4 5 )
正交表进行试验，确定最佳条件。

1.4.6 麸皮中无机磷的释放曲线

最优条件下考察麸皮中的磷释放量与时间的关系。

从 1 h 起，每 1 h 测定上清中的无机磷含量，测定 8 h。

1.4.7 麸皮中植酸磷降解率的计算

                           
麸皮中已降解植酸磷量

植酸磷降解率 /% ＝———————————× 100
                                 麸皮中总植酸磷量

2 结果与分析

2.1 脱磷条件的优化

2.1.1 加酶量对脱磷作用的影响

由图 1 可以看出，随着加酶量的增加无机磷量先增

加后趋于平稳。在加酶量为 750U/g 时无机磷量最大，为

4.49mg/g。可能的原因是随着加酶量的增加，底物先是

与酶反应，而后底物达到饱和，无机磷量趋于平稳。

因此，最佳加酶量为 7 5 0 U / g。

2.1.2 麸皮质量浓度对脱磷作用的影响

由图 2 可以看出，随底物质量浓度的增大，无机

磷量先逐渐增加，然后再趋于平稳，在底物质量浓度

为 50mg/mL 时无机磷量最大，为 5.84mg/g。此变化趋

势可能的原因是开始时，随底物质量浓度的增大，酶

促反应的速度增大，但当达到一定底物质量浓度时，酶

图 1 加酶量对无机磷量的影响

Fig.1   Effect of enzyme amount on inorganic phosphorus content of
wheat bran hydrolysate supernatants
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达到饱和，酶催化反应速度不会再增加，使得磷释放

量变化不大。因此，最佳底物质量浓度为 5 0 mg / mL。

2.1.3 温度对脱磷作用的影响

由图 3 可以看出，随着温度的升高无机磷量先逐渐

增加，然后降低。在温度为 4 5℃时无机磷量最大。此

温度为酶的最适反应温度，过高或过低的温度都会降低

酶的催化效率，即降低酶促反应速度。因此，最佳温

度为 4 5℃。

2.1.4 pH 值对脱磷作用的影响

由图 4 可以看出，随着 pH 值的升高，无机磷量先

增加后降低，在 pH 值为 7 时无机磷量最大。根据前期

研究结果，此植酸酶为中性植酸酶，最适作用 pH 值为

7，因此，该 p H 值时，酶可发挥最大的活性。当 p H
值高或低时，可能会改变底物分子和酶分子的带电状

态，从而影响酶和底物的结合；过高或过低的 pH 值又

会影响酶的稳定性，从而对脱磷作用产生不良影响。因

此，最佳 p H 值为 7 。

2.1.5 作用时间对脱磷的影响

由图 5 可以看出，随着时间的延长麸皮中的植酸磷

在植酸酶的作用下逐渐释放，在 6h 无机磷量最大，为

6 . 5 9 mg / g。因此，最佳作用时间为 6 h。

2.1.6 正交试验确定脱磷作用的最优条件

表 1  脱磷条件正交试验设计及结果

Table 1   Orthogonal array design experimental results and range analysis

试验 A 底物质量 B 加酶
C pH

D温 E 作用时 无机磷

号 浓度 /(mg/mL) 量 /(U/g) 度 /℃ 间 /h 量 /(mg/g)
1 1(40) 1(500) 1(6) 1(37) 1(4) 6.02
2 1 2(750) 2(7) 2(45) 2(5) 7.50
3 1 3(1000) 3(8) 3(50) 3(6) 6.10
4 1 4(1250) 4(9) 4(55) 4(7) 6.38
5 2(50) 1 2 3 4 5.94
6 2 2 1 4 3 6.44
7 2 3 4 1 2 5.96
8 2 4 3 2 1 6.61
9 3(60) 1 3 4 2 5.77
10 3 2 4 3 1 5.82
11 3 3 1 2 4 6.47
12 3 4 2 1 3 6.72
13 4(80) 1 4 2 3 5.71
14 4 2 3 1 4 6.05
15 4 3 2 4 1 6.30
16 4 4 1 3 2 5.74
k1 6.500 5.860 6.168 6.188 6.188
k2 6.237 6.453 6.615 6.572 6.242
k3 6.195 6.207 6.133 5.900 6.239
k4 5.950 6.363 5.968 6.223 6.210
R 0.550 0.593 0.647 0.672 0.054

因素主次 D ＞ C ＞ B ＞ A ＞ E
最优方案 A1B2C2D2E2

图 3 温度对无机磷量的影响

Fig.3   Effect of reaction temperature on inorganic phosphorus content
of wheat bran hydrolysate supernatants
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图 4 pH 值对无机磷量的影响

Fig.4    Effect of reaction pH on inorganic phosphorus content of wheat
bran hydrolysate supernatants
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图 5 作用时间对无机磷量的影响

Fig.5   Effect of reaction time on inorganic phosphorus content of
wheat bran hydrolysate supernatants
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图 2 底物质量浓度对无机磷量的影响

Fig.2   Effect of substrate concentration on inorganic phosphorus
content of wheat bran hydrolysate supernatants

7
6
5
4
3
2
1
0

无
机
磷
量

/(m
g/

g)

底物质量浓度 /(mg/mL)

40 50 60 70 80 90 100



     2011, Vol. 32, No. 22 食品科学 ※工艺技术108

结合单因素试验，选择不同底物质量浓度、加酶

量、pH 值、温度以及时间为影响因素，选用 L 16(4 5)正
交表进行试验，因素水平及结果见表 1。由表 1 可知，

各因素对植酸酶活性的影响次序为 D ＞ C ＞ B ＞ A ＞ E，
即温度＞ pH 值＞加酶量＞底物质量浓度＞时间；麸皮

中植酸脱磷的最优条件最优方案为 A1B2C2D2E2，即底物

质量浓度 40mg/mL、加酶量 750U/g、pH7、温度 45℃、

时间 5 h 。

2.2 麸皮中的无机磷释放曲线

由图 6 可知，随着时间的延长麸皮中的植酸磷在

植酸酶的作用下逐渐释放，在 5 h 无机磷量最大，为

6.596mg/g，之后趋于平稳。

通过对照实验，即用水代替植酸酶粗酶液去处理麸

皮得到的无机磷量见表 2，由表 2 可看出，磷量随时间

变化不大，为 1 . 4 mg /g 左右。根据中国饲料成分及营

养价格表(1998 年修订版)报道，麸皮干物质中的植酸磷

含量为 6.8g/kg，所以麸皮中植酸的水解率为 81.50%。

此植酸酶对于麸皮中植酸磷的水解有显著的作用。

时间 /h 2 4 6 8
无机磷含量 /(mg/g) 1.43 1.42 1.39 1.40

表 2 水浸泡麸皮后的无机磷含量

Table 2   Inorganic phosphorus contents in water after wheat bran
soaking for different times

3 结  论

本实验利用放射型根瘤杆菌发酵得到的植酸酶粗酶

液水解麸皮中的植酸，研究其脱磷的最适作用条件。先

进行单因素试验，研究加酶量、底物质量浓度、温度、

pH 值、时间对麸皮中植酸的脱磷作用，在此基础上，

进行正交试验获得最佳脱磷条件为底物质量浓度为

40mg/mL、加酶量 750U/g、pH7、温度 45℃、时间

5 h。最优条件下，麸皮中植酸的水解率在  5 h 达到最

高，为 81 . 50%。

为了避免饲料制粒过程中的高温对酶活的不利影

响，下一步可对此菌株的耐热性进行改良，以加强其

在动物饲料中的应用效果。
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图 6   最优脱磷条件下的无机磷释放曲线

Fig.6   Time course of inorganic phosphorus release
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