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① 对硝基酚-Α -D -吡喃半乳糖法测定饲用
Α -半乳糖苷酶 (黑曲霉)活力的方法

潘宝海3 　李德发　陆文清　代建国
(中国农业大学 动物科技学院, 北京 100094)

摘　要　旨在建立一种适合于测定饲用 Α2半乳糖苷酶活力的检测方法。实验利用对硝基酚2Α2D 2吡喃半乳糖
(p 2N PG)作为酶反应底物,通过 400 nm 比色检测酶反应所释放的对硝基酚的量来测定饲用酶制剂中 Α2半乳
糖苷酶的活性。研究表明,反应液中所含的对硝基酚的量大于 15 Λmo lõmL - 1时,吸光值超过仪器的检测范围;

酶制剂稀释倍数对对硝基酚比色法的影响较小,本底占总酶活的 10%～ 16% ,当酶稀释 100倍时,本底对酶

活的影响最小; 在测定酶活反应时间为 6 m in 时,已经有约 10%的对硝基酚2Α2D 2吡喃半乳糖水解,当酶液的

酶活在 2. 0 UõmL - 1以内,测试结果较为准确。考虑到饲用酶制剂的作用环境,建议反应温度为 37 ℃、反应体

系 pH 5. 0。
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D eterm ination of Α -Galactos idase (A sp erg illus n iger) Used
in Feed w ith p -N itrophenyl -Α -D -Galactospyranoside

Pan Baohai　L i D efa　L u W enqing　D ai J ianguo
(Co llege of A nim al Science and T echno logy, Ch ina A gricu ltral U niversity, Beijing 100094, Ch ina)

Abstract　T h is experim en t w as conducted to determ ine the Α2galacto sidase act ivity p roduced

by A sp erg illus n ig er, w h ich w as u sed as an an im al feed addit ive. p 2N itrophenyl2Α2D 2galac2
to spyrano side (p 2N PG) w as u sed as sub stra te to m easu re the amoun t of p 2n it ropheno l re2
leased in the enzym e react ion w ith spectrom eter a t 400 nm. It w as found that if the amoun t

of p 2n it ropheno l w as h igher than 15 Λmo lõmL - 1, OD w as beyond the lim ita t ion of m easu re2
m en t. T he dilu t ion ra te had lit t le effect on the enzym e act ivity w ith p 2N PG as sub stra te, ac2
coun t ing abou t 10%～ 16% of the to ta l enzym e act ivity. W hen the dilu t ion ra te is 100, the

effect of sub stra te on the enzym e act ivity w as low est. T he react ion t im e shou ld be con tro lled

fo r 6 m in w hen abou t 10 percen t of p 2N PG w as hydro lyzed. T he enzym e act ivity in the dilu2
t ion shou ld be low er than 2. 0 UmL - 1 fo r the sake of accu racy. It w as show ed that the tem 2
pera tu re and pH of react ion so lu t ion shou ld be con tro lled at 37℃ and 5. 0 respect ively, con2
sidering the condit ion of an im al d igest ive tracts. In conclu sion, u sing p 2N PG as a sub stra te

to determ ine feed Α- galacto sidase is a p ract ica l and accu ra te m ethod.

Key words　p 2n it rophenyl2Α2D 2galacto spyrano side; Α2galacto sidase; feed enzym e; enzym e
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　　重要的蛋白质饲料的豆类籽实中含有相当高的棉子糖和水苏糖,即胀气因子,近来研究表
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明也是抗营养因子。Α2半乳糖苷酶可以水解棉子糖和水苏糖的Α2半乳糖苷键,所以开发了相应

的酶制剂, 以降低饲料中 Α2半乳糖苷对动物和人的不良影响, 并取得了良好的社会经济效

益[1 ]。工业上主要有 3种方法测定 Α2半乳糖苷酶的活性即: 1)葡萄糖氧化酶活力测定法是用

Α2半乳糖苷酶与蜜二糖进行反应,然后测定水解的葡萄糖量[2 ]; 2)还原糖法是以棉子糖或水苏

糖作为底物,测定反应后的还原糖量[2, 3 ]; 3)硝基酚比色法是利用对硝基酚2Α2D 2吡喃半乳糖或
邻硝基酚2Α2D 2吡喃半乳糖与 Α2半乳糖苷酶反应后,生成有色物质对硝基酚或邻硝基酚,测定

其含量即可计算出酶活[4～ 6 ]。但是饲用酶制剂的有效作用位点是动物的消化道,其反应的pH

和温度与工业酶制剂最高酶活条件差异。另外,因为饲用酶制剂的载体含量较多,还原糖含量

较高,酶活相对较低,酶的稀释倍数对 Α2半乳糖苷酶检测酶活影响较大,所以前 2种方法对此

难以准确检测。目前饲用 Α2半乳糖苷酶酶活检测的方法国内外未见报道。本实验旨在用对硝
基酚2Α2D 2吡喃半乳糖作底物建立一种简捷和准确的饲用Α2半乳糖苷酶测定方法。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

酶制剂　Α2半乳糖苷酶购于 Easyb io System Co. (韩国)。该产品用黑曲霉液体发酵液的

粗提物,以麦芽粉为载体而制得的酶活为 100 Uõg- 1的饲用酶制剂。

试剂　对硝基酚2Α2D 2吡喃半乳糖 (p 2N PG) (批号: 90K1646)和对硝基酚 (批号: 19H 5077)

购于 Sigm a 公司 (美国) ;无水醋酸钠、冰醋酸和无水碳酸钠均为分析纯。

1. 2　仪器设备

752C 紫外可见分光光度计 (上海第三分析仪器厂) , 酸度计, 秒表, 水浴锅, 天平 (感量

0. 001 g) ,磁力搅拌器,漏斗,W hatm an N o. 1滤纸。

1. 3　试验所用溶液

除另有规定外,试验中所用的试剂均为分析纯,水为重蒸馏水。

0. 05 mo lõL - 1醋酸钠缓冲液: A 液——称取无水醋酸钠 4. 2 g 定容至 1 000 mL。B 液

——冰醋酸 3. 0 mL 定容至 1 000 mL。用B 液调节A 液至 pH 5. 0。

0. 2 mo lõL - 1碳酸钠溶液: 准确称取 21. 198 g 无水碳酸钠,定容至 1 000 mL。

对硝基酚标准溶液: 准确称取 1. 391 0 g 对硝基酚,用碳酸钠溶液定容至 100 mL ,然后配

制成浓度分别为: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8及 9 Λmo lõmL - 1的标准对硝基酚溶液以制成标准曲线。

酶液制备: 称取 Α2半乳糖苷酶 1 g 左右, 用 80 mL 醋酸钠缓冲液浸泡, 磁力搅拌 20～

30 m in,醋酸钠缓冲液定容至 100 mL ,用滤纸过滤。

10 mmo lõL - 1对硝基酚2Α2D 2吡喃半乳糖溶液:称取 3. 031 g 该试剂,用醋酸钠缓冲液定容

至 1 000 mL ,冷冻保存。

1. 4　测定方法

1. 4. 1　对硝基酚标准曲线绘制　吸取 1 mL 对硝基酚标准溶液 (做 6个平行)于试管中,加入

1 mL 醋酸钠缓冲液;在对照的空白样试管中加入 2 mL 醋酸钠缓冲液 (做 6 个平行) ; 在所有

的试管中加入 8 mL 碳酸钠溶液,振荡,在 400 nm 处测定吸光度OD 值。

1. 4. 2　酶液反应　本实验酶液反应温度为 37 ℃ (同动物消化道)。将上述稀释酶液和对硝基

酚2Α2D 2吡喃半乳糖底物溶液于 37 ℃下振荡 10 m in 预热, 然后再吸取各溶液 1 mL 充分混

合,于 37 ℃恒温振荡 10 m in,加入 8 mL 碳酸钠溶液,振荡混匀,终止酶反应。以蒸馏水调零,
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在 400 nm 处测定吸光度OD 值。酶液空白用经过预热的酶液各 1 mL ,然后加入 8 mL 碳酸钠

溶液, 振荡混匀, 再各加入 1 mL 预热的对硝基酚2Α2D 2吡喃半乳糖底物溶液振荡 37 ℃

10 m in。测定吸光度OD 值。

1. 4. 3　酶活计算　以酶反应液OD 值处于 0. 3～ 3. 0的测定值为基础并计算酶活。酶活定义:

在 pH 5. 0并 37 ℃条件下,每分钟内底物降解释放 1 Λmo l对硝基酚所需的酶量为一个酶活单

位,U。

样品中的对硝基酚酶活A (Uõg- 1) :

A =
( [A x- A 0 ]×K + C 0)×D f

m×t

A x——样品酶液的吸光度OD 值,A 0——对应酶液的空白吸光度OD 值, K——对硝基酚标准

曲线的斜率, C 0——对硝基酚标准曲线的截距,D f——稀释倍数,m ——称取酶制剂的质量ög,

t——反应时间öm in。

表 1　酶浓度对 Α-半乳糖苷酶活力

测定值的影响　　 　 Uõg- 1

稀释倍数 本底① 总酶活酶活② 实际酶活③

　100 9. 5 112. 96 103. 43

　200 13. 86 138. 18 124. 34

　400 18. 97 159. 92 141. 03

　800 27. 15 177. 83 150. 72

1 600 56. 61 350. 55 294. 07

　　　注:①空白对照含有的对硝基酚量;

②反应液中总对硝基酚量;

③酶反应释放的对硝基酚量。

1. 5　酶浓度对 Α-半乳糖苷酶活力测定值的影响

将 1. 3. 2所制备酶液,再用醋酸钠缓冲液分别稀释至 50, 100, 200, 400, 800 和 1 600 倍。

然后,测其酶活,每个点有 6个平行,计算平均值。

1. 6　饲用 Α-半乳糖苷酶的时间进程

将 1. 4. 2所示反应液于 37 ℃下分别精确保温 2, 4, 6, 8, 10, 12 和 14 m in,测反应液中对

硝基酚的生成量,每个点有 6个平行,计算平均值。

1. 7　pH 对 Α-半乳糖苷酶活力测定值的影响

用冰醋酸、醋酸钠和氢氧化钠溶液配制pH 值从 1. 0开始,级差为 0. 5,共 19级的缓冲溶

液。用该溶液分别制备酶液和对硝基酚2Α2D 2吡喃半乳糖溶液。然后取对应的酶液和对硝基酚
2Α2D 2吡喃半乳糖溶液各 1 mL 混合后,立即测定 pH ,然后依据 1. 4. 2 方法测定酶活,每个方

法设 6个重复,计算平均值。

2　结果与讨论

2. 1　酶浓度对 Α-半乳糖苷酶活力测定值的影响

图 1为对硝基酚的标准曲线。对硝基酚2吸光度的回归公式为 y = 5. 205 7×x (R 2 =

0. 999 3)。依此计算出对硝基酚法所测得的每毫升反应液中所含的对硝基酚的量。同时,由此

回归公式可以得出当酶液反应液释放出对硝基酚的量超过 15 Λmo lõmL - 1时,吸光度值超过

仪器的检测范围。

利用对硝基酚比色法测定的本底占总酶活

的 10%～ 16% (表 1,图 1)。本底吸光度随着稀

释度的增加对总吸光度的影响也在增加, 在稀

释倍数较低 (100倍)的情况下,本底吸光度与总

吸光度的比例最小 (8. 4% ) ,测试值的系统误差

最小 (图 2)。

无论是利用液体发酵还是固体发酵生产饲

用酶制剂,还原糖的存在是无法避免的。因此在

利用葡萄糖氧化酶活力测定法和还原糖法测定
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Α2半乳糖苷酶酶活时,必须扣除本底酶活。这样就使这 2种方法变得复杂,而且测定的误差较

大[2 ]。饲用酶制剂的载体基本相同,对硝基酚的含量少而且比较稳定,因而本底酶活影响小。

从以上可见,利用对硝基酚比色法测定 Α2半乳糖苷酶酶活时操作简单,试验结果受稀释

倍数影响小,试验系统误差小。

2. 2　饲用 Α-半乳糖苷酶的时间进程

Α2半乳糖苷酶制剂在酶反应的最初阶段,即反应开始的前 2～ 8 m in 反应速度最快,此时

的反应液中对硝基酚的含量呈线性增加,以后反应速度减缓 (图 3)。

图 1　对硝基酚-吸光度　　　　 　图 2　酶浓度对吸光度　　　　 　图 3　饲用 Α-半乳糖苷酶

标准曲线 的影响 的时间进程

在酶化学反应过程中,由于酶反应的即时速度很难检测,并且反应后期酶的反应速度下

降。因此通常在酶反应的最初阶段测定初始反应速度[2 ]。本实验表明,用对硝基酚法测定饲用

Α2半乳糖苷酶活性,反应时间 6 m in 合适,此时已经有 10%左右的对硝基酚2Α2D 2吡喃半乳糖
水解,而且此时的产物生成量与时间的比值恒定 (图 3)。因此根据酶活计算公式,考虑到对硝

基酚- 吸光度的回归公式的取值范围、仪器性能和本底对检测结果的影响,建议将酶制剂稀释

成酶活低于 2. 0 UõmL - 1的酶液。

　

图 4　pH对酶活测定

值的影响

2. 3　pH 对 Α-半乳糖苷酶活力测定值的影响

本实验所用 Α2半乳糖苷酶最适pH 6. 0, pH 低于 2. 5或高

于 8. 5,酶活力迅速下降, pH 4. 0～ 8. 0时酶活性比较稳定。

由于饲用酶制剂的最终作用位点是动物的消化道,因此在

测定饲用 Α2半乳糖苷酶活性时,不仅要考虑到酶的最适 pH ,

而且还要考虑到动物消化道的pH。国内外其他饲用酶制剂的

检测所用反应液的 pH 均为 5. 0[8～ 11 ]。因此,建议测定饲用 Α2
半乳糖苷酶的酶活时,反应液pH 为 5. 0。

3　结　论

利用对硝基酚比色法来测定饲用酶制剂中 Α2半乳糖苷酶的活性是一种比较简捷准确的
方法,建议样品酶稀释到酶活低于 2. 0 UõmL - 1,反应体系pH 为 5. 0左右,温度 37 ℃,反应时

间 6 m in。
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