过氧化氢酶活性测定
[bookmark: _GoBack]高锰酸钾滴定法  德国普兰德Titrette滴定仪
一、原理
过氧化氢广泛存在于生物体和土壤中，是由生物呼吸过程和有机物的生物化学氧化反应的结果产生的，这些过氧化氢对生物和土壤具有毒害作用。与此同时，在生物体和土壤中存有过氧化氢酶，能促进过氧化氢分解为水和氧的反应（H2O2→ H2O+O2），从而降低了过氧化氢的毒害作用。土壤中过氧化氢酶的测定便是根据土壤（含有过氧化氢酶）和过氧化氢作用析出的氧气体积或过氧化氢的消耗量，测定过氧化氢的分解速度，以此代表过氧化氢酶的活性。测定过氧化氢酶的具体方法比较多，如气量法：根据析出的氧气体积来计算过氧化氢酶的活性；比色法：根据过氧化氢与硫酸铜产生黄色或橙黄色络合物的量来表征过氧化氢酶的活性；滴定法：用高锰酸钾溶液滴定过氧化氢分解反应剩余过氧化氢的量，表示出过氧化氢酶的活性。本实验重点采用高锰酸钾滴定法。
二、试剂
1、1.5mol/L H2SO4溶液:量取83.3ml的浓硫酸稀释至1000ml，置于冰箱贮存;
[bookmark: OLE_LINK8]2、 0.02mol/L高锰酸钾溶液：称取3.26g高锰酸钾，加入400mL 水中，缓缓煮沸15min，冷却后定容至500mL，避光保存，用时用0.1mol/L草酸溶液标定；
3、0.3%过氧化氢溶液
[bookmark: OLE_LINK7]0.1mol/L草酸溶液：称取优级纯H2C2O4▪2H2O 3.334g,用蒸馏水溶解后，定容至250ml；
3%的H2O2水溶液：取30% H2O2溶液25ml,定容至250ml，置于冰箱贮存，用时用0.1mol/L KmnO4溶液标定。
三、操作步骤
取2g风干土，置于100ml三角瓶种，并加入40ml蒸馏水和5ml0.3%过氧化氢溶液.将三角瓶在往复震荡机上，震荡20min，而后加入5ml3N硫酸，以稳定为分解的过氧化氢，再将瓶中悬液用慢速型滤纸过滤，然后，吸取25ml滤液，用高锰酸钾 滴定至淡粉红色终点。
四、结果计算
用于滴定土壤滤液所消耗的高锰酸钾量(毫升数)为B，用于滴定25毫升过氧化氢混合液所消耗的高锰酸钾量（毫升数）为A
酶活性=（A-B）*T/土样质量
其中：酶活性单位- ml(0.1N KMnO4)/(h·g)；
T-高锰酸钾滴定度的矫正值。
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