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(57)摘要

本发明涉及一种饲料原料中植酸磷释放率

的体外检测方法，按体外法将饲料原料样品消化

后，将消化液离心获得上清液，取得的上清液经

过抗干扰处理后，获得的待测液再按体外法进行

磷含量的检测。本发明提出的饲料原料中植酸磷

释放率的体外检测方法，是对现行团体标准《植

酸酶磷释放率的分光光度法》T/CBFIA  02002‑

2020所述方法存在缺陷的优化，操作简单，重复

性和准确度高，为快速筛选可以大规模商用的植

酸酶提供了有力的保障。
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1.一种饲料原料中植酸磷释放率的体外检测方法，其特征在于，按体外法将饲料原料

样品消化后，将消化液离心获得上清液，取得的上清液经过抗干扰处理后，获得的待测液再

按体外法进行磷含量的检测，所述体外法为团体标准《T/CBFIA  02002‑2020植酸酶磷释放

率的测定 分光光度法》记载的方法；

所述抗干扰处理为在上清液中加入体积比为四倍的浓度为10%的硝酸水溶液，室温震

荡30min，然后离心获得待测液；

或，所述抗干扰处理为在上清液中加入体积比为十分之一的浓度为10%的SDS溶液和体

积比为四分之一的浓度为1mol/L的KCL溶液，混匀后离心并过0.22μm水系膜获得待测液；

或，所述抗干扰处理为在上清液中加入体积比为四倍的浓度为10%的硝酸水溶液，室温

震荡30min，然后离心，取本次经硝酸水溶液处理并离心分离的上清液，加入体积比为十分

之一的浓度为10%的SDS溶液和体积比为四分之一的浓度为1mol/L的KCL溶液，混匀后再次

离心并过0.22μm水系膜获得待测液。

2.根据权利要求1所述饲料原料中植酸磷释放率的体外检测方法，其特征在于，所述消

化液于8000转/分钟离心10分钟。

3.根据权利要求1或2任一所述饲料原料中植酸磷释放率的体外检测方法，其特征在

于，所述抗干扰处理中的离心参数为4000转/分钟离心10分钟。
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一种饲料原料中植酸磷释放率的体外检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及饲料酶制剂评估领域，具体涉及一种饲料原料中植酸磷释放率的体外

检测方法。

背景技术

[0002] 磷是动物必需的矿物元素之一。植物中的磷主要以植酸磷的形式储存，植酸磷只

有通过植酸酶降解为无机磷才能被动物吸收。

[0003] 植酸酶是能催化植酸及其盐类水解为肌醇与磷酸盐的一类酶的总称，学名为六磷

酸肌醇水解酶。植酸酶具有特殊的空间结构，能够分离植酸分子中的磷，将植酸水解为肌醇

和无机磷，同时释放出与植酸结合的其它营养物质。植酸酶广泛存在与动物、植物和微生物

中。因此植物饲料原料中的植酸磷的利用需要植物性饲料原料和动物肠道内源植酸酶以及

添加外源植酸酶被加以利用，如何评价植酸酶酶解饲料原料后有效磷含量至关重要。

[0004] 目前饲料磷生物学效价的评定方法主要有体内法和体外法。体内法即动物试验费

力、费时，系统误差和偶然误差因素多。体外法具有快速、简便、费用低等优点，现有诸多研

究报道。体外法在模拟总结生长猪消化道主要消化酶变异规律的基础上，根据杜×长×大

三元杂交生长猪在典型饲粮条件下的酶谱与水解环境，模拟动物消化道内环境，完成模拟

生长猪饲料在单胃动物仿生消化系统消化过程，下机后的水解产物通过处理操作完成测

定。而体外法中基于饲料仿生消化测定的方法更受青睐，然而体外法的关键点在于，消化液

中有效磷含量即其游离的无机磷含量的测定，其难点在于如何对消化液进行处理，去除干

扰因子，使得无机磷检测更加准确。现有技术中，一般的后处理方法参考团体标准《植酸酶

磷释放率的分光光度法》T/CBFIA  02002‑2020，但是经大量试验发现该方法容易受饲料原

料本身的特性干扰，导致结果的批内和批间重复性变异较大，然而如何选择有效的植酸酶

产品对于饲料厂而言至关重要，因此急需对现有后处理方法进行改进以为畜牧行业提供一

个更加快速、准确、有效的评估方法。

发明内容

[0005] 为了解决以上问题，本发明提出一种植酸酶酶解饲料原料后中植酸磷释放率的体

外检测方法。

[0006] 本发明提出的饲料原料中植酸磷释放率的体外检测方法，按体外法将饲料原料样

品消化后，将消化液离心获得上清液，取得的上清液经过抗干扰处理后，获得的待测液再按

体外法进行磷含量的检测。

[0007] 进一步，所述抗干扰处理为在上清液中加入体积比为四倍的浓度为10%的硝酸水

溶液，室温震荡30min，然后离心获得待测液。

[0008] 进一步，所述抗干扰处理为在上清液中加入体积比为十分之一的浓度为10%的SDS

溶液和体积比为四分之一的浓度为1mol/L的KCL溶液，混匀后离心并过0.22μm水系膜获得

待测液。
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[0009] 进一步，所述抗干扰处理为在上清液中加入体积比为四倍的浓度为10%的硝酸水

溶液，室温震荡30min，然后离心，取本次经硝酸水溶液处理并离心分离的上清液，加入体积

比为十分之一的浓度为10%的SDS溶液和体积比为四分之一的浓度为1mol/L的KCL溶液，混

匀后再次离心并过0.22μm水系膜获得待测液。

[0010] 进一步，所述体外法为团体标准《T/CBFIA  02002‑2020植酸酶磷释放率的测定  分

光光度法》记载的方法。

[0011] 进一步，所述消化液于8000转/分钟离心10分钟。

[0012] 进一步，所述抗干扰处理中的离心参数为4000转/分钟离心10分钟。

[0013] 本发明提供的饲料原料中植酸磷释放率的体外检测方法应用在饲料检测中。

[0014] 本发明的有益效果如下：

[0015] 1、本发明提出的饲料原料中植酸磷释放率的体外检测方法，是对现行团体标准

《植酸酶磷释放率的分光光度法》T/CBFIA  02002‑2020所述方法存在缺陷的优化。

[0016] 2、本发明发现，现行团体标准测定植酸酶对饲料原料中无机磷释放效果的结果存

在批内和批间重复性变异较大的问题，而这个问题是由于检测中蛋白质干扰造成的，经过

抗干扰处理能有效解决蛋白质对样品中无机磷含量测定的干扰影响，获得重复性和准确度

高的结果，并在现有可行的消除蛋白质干扰的方法中确定了两种效果好的方法，其一为在

上清液中加入体积比为四倍的浓度为10%的硝酸水溶液，室温震荡30min，然后离心获得待

测液；其二为在上清液中加入体积比为十分之一的浓度为10%的SDS溶液和体积比为四分之

一的浓度为1mol/L的KCL溶液，混匀后离心并过0.22μm水系膜获得待测液；并通过实验验证

将这两种方法叠加使用，即所述抗干扰处理为在上清液中加入体积比为四倍的浓度为10%

的硝酸水溶液，室温震荡30min，然后离心，取本次经硝酸水溶液处理并离心分离的上清液，

加入体积比为十分之一的浓度为10%的SDS溶液和体积比为四分之一的浓度为1mol/L的KCL

溶液，混匀后再次离心并过0.22μm水系膜获得待测液，获得的结果准确度更高，重复性更

好。

[0017] 3、本发明的方法操作简单，重复性和准确度高。为饲粮禁抗环境下饲料企业快速

筛选可以大规模商用的植酸酶提供了有力的保障。

附图说明

[0018] 图1为实施例2对照组待测液的检测结果；

[0019] 图2为实施例2试验组待测液的检测结果。

具体实施方式

[0020] 以下结合实施例对本发明作进一步说明。

[0021] 实施例1以玉米豆粕型日粮为底物采用常规方法测定植酸磷释放率

[0022] 1）底物样品为玉米豆粕型日粮（玉米：豆粕=3:1，粉碎过筛60目），采用团体标准

《T/CBFIA  02002‑2020  植酸酶磷释放率的测定  分光光度法》方法将底物样品进行消化，消

化结束后得到消化液；

[0023] 2）消化后后处理方法：

[0024] 消化结束后将锥形瓶内的消化液用超纯水冲洗干净，无损失地转移到200mL容量
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瓶中，用超纯水准确定容至刻度，摇匀备用。取容量瓶中的消化液10mL于台式离心机中

8000r/min离心10min，得待测液；

[0025] 3）将处理后的待测液按照团体标准《T/CBFIA  02002‑2020  植酸酶磷释放率的测

定 分光光度法》的方法进行吸光值的检测、数据处理和计算，试验结果见表1。

[0026]

[0027] 4）试验结论：经过试验结果显示，在加入显色剂后静置10分钟后显色液呈浑浊不

透明状，吸光值异常，离心后有沉淀，结果异常，变异系数为7.30%，测定结果平行性差，表明

该方案受某种因素的干扰导致测定值不准确。经分析，消化液中存在的蛋白质可能是影响

测定结果的因素之一。

[0028] 实施例2蛋白质组分对植酸磷释放率测定影响的评估试验（以OD值为评价指标）

[0029] 1）磷标准液配制及标准曲线：同团体标准《T/CBFIA  02002‑2020  植酸酶磷释放率

的测定 分光光度法》；

[0030] 2）乙酸缓冲溶液1的配制：同团体标准《T/CBFIA  02002‑2020  植酸酶磷释放率的

测定 分光光度法》；

[0031] 3）乙酸缓冲溶液2的配制：同团体标准《T/CBFIA  02002‑2020  植酸酶磷释放率的

测定 分光光度法》，其中包含牛血清蛋白；

[0032] 4）操作步骤：吸取4mL磷标准溶液于50mL容量瓶中，对照组使用乙酸缓冲溶液2，试

验组使用乙酸缓冲溶液1分别定容至50mL，摇匀，常温下放置  10  分钟以上，分别获得待测

液；

[0033] 5）将上述处理后的对照组待测液和试验组待测液分别按照团体标准《T/CBFIA 

02002‑2020  植酸酶磷释放率的测定  分光光度法》的方法进行吸光值的检测，试验结果见

表2和图1、图2。

[0034] 图1为对照组待测液的检测结果，图2为试验组待测液的检测结果。

[0035]

[0036] 6）试验结论：由图1和图2可见，对照组在加入乙酸缓冲液2定容后呈浑浊不透明

状，吸光值异常，将显色液离心后有沉淀析出，离心后OD值大幅降低，结果明显偏低且平行

性差，而试验组没有沉淀析出，结果平行性好。由于对照组使用的乙酸缓冲液2中含有牛血
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清蛋白，而试验组使用的乙酸缓冲液1不含牛血清蛋白，表明在体外法检测无机磷含量时，

消化液中无机磷的含量会受蛋白质的干扰导致测定值不准确。而植酸磷释放率的评估需要

依据无机磷的含量，无机磷测定的不准确会影响到植酸磷释放率的准确评估。因此本发明

旨在消除消化液中蛋白质对饲料中无机磷含量的干扰。

[0037] 实施例3 不同去除消化液中的蛋白质的方法的筛选

[0038] A组、采用SDS‑KCL对消化液进行后处理方案的评估试验

[0039] 1）底物样品为玉米豆粕型日粮（玉米：豆粕=3:1，粉碎过筛60目），消化方法同实施

例1，消化结束后得到消化液；

[0040] 2）消化后处理方法：

[0041] 消化结束后将锥形瓶内的消化液用超纯水冲洗干净，无损失地转移到200mL容量

瓶中，用超纯水准确定容至刻度，摇匀备用。取容量瓶中的消化液10mL于台式离心机中

8000r/min离心10min，后取出4mL离心消化液的上清液，添加10%SDS溶液和  KCL  (1mol/L)

溶液（添加量见表3），混匀后于4000r/min离心10min，上清液过0.22μm水系膜，得待测液。

[0042]

[0043] 3）将处理后的待测液按照团体标准《T/CBFIA  02002‑2020  植酸酶磷释放率的测

定 分光光度法》的方法进行吸光值的检测、数据处理和计算，试验结果见表8。

[0044] B组、水浴加热后处理方案的评估试验

[0045] 1）底物样品为玉米豆粕型日粮（玉米：豆粕=3:1，粉碎过筛60目），消化方法同实施

例1，消化结束后得到消化液；

[0046] 2）消化后处理方法：

[0047] 消化结束后将锥形瓶内的消化液用超纯水冲洗干净，无损失地转移到200mL容量

瓶中，用超纯水准确定容至刻度，摇匀备用。取容量瓶中的消化液10mL于台式离心机中

8000r/min离心10min，取上清液5mL于不同温度水浴中加热10min，冷却得待测液，见表4。
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[0048]

[0049] 3）将处理后的待测液按照团体标准《T/CBFIA  02002‑2020  植酸酶磷释放率的测

定 分光光度法》的方法进行吸光值的检测、数据处理和计算，试验结果见表8。

[0050] C组、10%硝酸处理方案的评估试验

[0051] 1）底物样品为玉米豆粕型日粮（玉米：豆粕=3:1，粉碎过筛60目），消化方法同实施

例1，消化结束后得到消化液；

[0052] 2）消化后处理方法：

[0053] 消化结束将锥形瓶内的消化液用超纯水冲洗干净，无损失地转移到200mL容量瓶

中，用超纯水准确定容至刻度，摇匀备用。取容量瓶中的消化液10mL于台式离心机中8000r/

min离心10min，取2.5mL上清液加入不同量的10%硝酸水溶液，室温震荡30min，取出后于台

式离心机中4000r/min离心10min，得待测液，见表5。

[0054]

[0055] 3）将处理后的待测液按照团体标准《T/CBFIA  02002‑2020  植酸酶磷释放率的测

定 分光光度法》的方法进行吸光值的检测、数据处理和计算，试验结果见表8。

[0056] D组、3%三氯乙酸处理方案的评估试验（参考《植酸酶磷释放率的分光光度法》T/

CBFIA  02002‑2020）

[0057] 1）底物样品为玉米豆粕型日粮（玉米：豆粕=3:1，粉碎过筛60目），消化方法同实施

例1，消化结束后得到消化液；

[0058] 2）消化后处理方法：
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[0059] 消化结束后将锥形瓶内的消化液用水冲洗干净，无损失地转移到200mL容量瓶中，

用超纯水准确定容至刻度，摇匀备用。取容量瓶中的消化液10mL于台式离心机中8000r/min

离心10min，取2.5mL上清液加入不同量的3%三氯乙酸，室温震荡30min，取出后于台式离心

机中4000r/min离心10min，得待测液。见表6。

[0060]

[0061] 3）将处理后的待测液按照团体标准《T/CBFIA  02002‑2020  植酸酶磷释放率的测

定 分光光度法》的方法进行吸光值的检测、数据处理和计算，试验结果见表8。

[0062] E组、甲醇处理方案的评估试验

[0063] 1）底物样品为玉米豆粕型日粮（玉米：豆粕=3:1，粉碎过筛60目），消化方法同实施

例1，消化结束后得到消化液；

[0064] 2）消化后处理方法：

[0065] 消化结束后将锥形瓶内的消化液用水冲洗干净，无损失地转移到200mL容量瓶中，

用超纯水准确定容至刻度，摇匀备用。取容量瓶中的消化液10mL于台式离心机中8000r/min

离心10min，取2 .5mL上清液加入不同量甲醇，室温震荡30min，取出后于台式离心机中

4000r/min离心10min，得待测液。见表7。

[0066]

[0067] 3）将处理后的待测液按照团体标准《T/CBFIA  02002‑2020  植酸酶磷释放率的测

定 分光光度法》的方法进行吸光值的检测、数据处理和计算，试验结果见表8。

[0068] 评估结果
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[0069] 根据以上不同处理方法，结果汇总如下表8。

[0070]

[0071] 注：单位为%，1~3代表3次平行试验。

[0072] 试验结果显示，按照A‑4组10%SDS0.4mL，  KCL  (1mol/L)1mL时变异系数最小，为

0.23%， 次之为C‑4组，变异系数为0.42%。

[0073] 优化组：硝酸水溶液和SDS溶液和KCL溶液叠加处理消化液中的蛋白质方案的评估

试验

[0074] 由于上述筛选方法中，采用C‑4组10%硝酸水溶液10mL和0.4mL10%SDS溶液和1mL
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(1mol/L)  KCL溶液处理消化液中的蛋白质两种方式对检测结果的平行性和稳定性效果较

好，因此，将两种方法叠加采用，以得到检测方法的进一步优化。

[0075] 1）底物样品为玉米豆粕型日粮（玉米：豆粕=3:1，粉碎过筛60目），消化方法同实施

例1，消化结束后得到消化液；

[0076] 2）消化后处理方法：

[0077] 消化结束后将锥形瓶内的消化液用水冲洗干净，无损失地转移到200mL容量瓶中，

用超纯水准确定容至刻度，摇匀备用。取容量瓶中的消化液10mL于台式离心机中8000r/min

离心10min，取上清液2.5mL加入10mL10%硝酸水溶液，室温震荡30min，取出后于台式离心机

中4000r/min离心10min；后取出4mL经硝酸水溶液处理并离心分离的上清液添加0.4mL10%

SDS溶液和1mL(1mol/L)  KCL溶液，混匀后4000r/min离心10min，过0.22μm水系膜，得待测

液。

[0078] 3）将处理后的待测液按照团体标准的方法进行吸光值的检测，数据处理和计算，

试验结果见表9。

[0079]

[0080] 试验结果显示，采用10%硝酸水溶液10mL和0.4mL10%SDS溶液和1mL(1mol/L)  KCL

溶液处理消化液中的蛋白质，效果更优，变异系数仅为0.13%。

[0081] 综合以上对消化液中蛋白质的抗干扰处理方法可知，通过不同参数和处理方法的

筛选，采用10%硝酸水溶液10mL和0.4mL10%SDS溶液和1mL(1mol/L)  KCL溶液处理消化液中

的蛋白质两种方式叠加采用，对检测方法的效果最优，因此选择该处理方法做为最终的消

化液蛋白质去除方法，克服了干扰因子对检测结果的平行性和稳定性的不良影响。

[0082] 实施例4 以豆粕、棉粕、葵花籽粕、米糠粕、菜粕种蛋白型饲料原料为底物的植酸

磷释放率的试验，以检测方法的有效性。

[0083] 1）底物样品豆粕、棉粕、葵花籽粕、米糠粕、菜粕（粉碎过筛60目），消化方法同实施

例1，消化结束后得到消化液；

[0084] 2）消化后处理方法：

[0085] 消化结束后将锥形瓶内的消化液用水冲洗干净，无损失地转移到200mL容量瓶中，

用超纯水准确定容至刻度，摇匀备用。取容量瓶中的消化液10mL于台式离心机中8000r/min

离心10min，取上清液2.5mL加入10mL10%硝酸水溶液，室温震荡30min，取出后于台式离心机
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中4000r/min离心10min。后取出4mL离心后消化液添加0.4mL10%SDS溶液和1mL(1mol/L) 

KCL溶液，混匀后4000r/min离心10min，过0.22μm水系膜，得待测液。

[0086] 3）将处理后的待测液按照团体标准的方法进行吸光值的检测，数据处理和计算，

试验结果见表10。

[0087]

[0088] 4）试验结论：蛋白类饲料按照本发明优选的方案进行测定后，变异系数分别为

0.7%、0.22%、0.51%、0.60%、0.36%，且方法平行性和重复性好。

[0089] 实施例5 以不同批次的豆粕、棉粕、葵花籽粕、米糠粕、菜粕种蛋白型饲料原料为

底物的植酸磷释放率的评估试验，以检测方法的重现性。

[0090] 1）底物样品为3个批次的豆粕、棉粕、葵花籽粕、米糠粕、菜粕（粉碎过筛60目），消

化方法同实施例1，消化结束后得到消化液；

[0091] 2）消化后处理方法：

[0092] 消化结束后将锥形瓶内的消化液用水冲洗干净无损失地转移到200mL容量瓶中，

用超纯水准确定容至刻度，摇匀备用。取容量瓶中的消化液10mL于台式离心机中8000r/min

离心10min，取上清液2.5mL加入10mL10%硝酸水溶液，室温震荡30min，取出后于台式离心机

中4000r/min离心10min。后取出4mL离心后消化液添加0.4mL10%SDS溶液和1mL(1mol/L) 

KCL溶液，混匀后4000r/min离心10min，过0.22μm水系膜，得待测液。

[0093] 3）将处理后的待测液按照团体标准的方法进行吸光值的检测，数据处理和计算，

试验结果见表11。

[0094]

[0095] 4）试验结论：蛋白类饲料按照本发明优化的方案进行测定后，变异系数分别为
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0.29%、0.67%、0.38%、0.29%、0.47%，方法重现性好。

[0096] 综上，本发明提出的饲料原料中植酸磷释放率的体外检测方法，经过抗干扰处理

能有效解决蛋白质对样品中无机磷含量测定的干扰影响，获得重复性和准确度比现行团体

标准更好的结果。

[0097] 对于本领域技术人员而言，显然本发明不限于上述示范性实施例的细节，而且在

不背离本发明的精神或基本特征的情况下，能够以其他的具体形式实现本发明。因此，无论

从哪一点来看，均应将实施例看作是示范性的，而且是非限制性的，本发明的范围由所附权

利要求而不是上述说明限定，因此旨在将落在权利要求的等同要件的含义和范围内的所有

变化囊括在本发明内。

[0098] 此外，应当理解，虽然本说明书按照实施方式加以描述，但并非每个实施方式仅包

含一个独立的技术方案，说明书的这种叙述方式仅仅是为清楚起见，本领域技术人员应当

将说明书作为一个整体，各实施例中的技术方案也可以经适当组合，形成本领域技术人员

可以理解的其他实施方式。
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图 2
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