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	β-葡萄糖苷酶酶活检测方法

	酶活力单位定义

	测定原理

	主要仪器和设备

	分析天平（感量0.1mg和1mg两种）；

	离心机；

	恒温水浴锅；

	磁力搅拌器；

	分光光度计（722型）；


	试剂和溶液

	DNS试剂：称取3，5—二硝基水杨酸10g加入500 mL水中，分多次加入氢氧化钠16g，搅拌溶解(温度＜45℃)，再分多次加入酒石酸钾钠300g，搅拌至全溶，冷却后用水定容至1000mL。室温下棕色瓶储存暗处放置，一周后使用(如有沉淀过滤后使用)。

	0.05mol/L，pH4.80醋酸—醋酸钠缓冲液：吸取冰醋酸2.4mL,加适量水，加无水醋酸钠4.92g，溶解, 定容至1000mL,调节pH至4.80±0.01后使用。室温下存放2个月有效。

	0.1%即1mg/mL葡萄糖标准溶液：无水葡萄糖于80℃烘至恒重，称取0.1000g于烧杯中，加适量水溶解，转入容量瓶中并定容至100mL。

	1.0%水杨苷溶液：称取1.00g水杨苷（D-（-）-salicin为alfa aesar公司产品，编号A16524 or L11982）溶于烧杯中，加70ml缓冲液（B.4.2）溶解，转入容量瓶中并用缓冲液（B.4.2）定容至100mL，置于冰箱中备用。

	葡萄糖标准曲线的绘制


	待测酶样品的处理

	⑴ 液体酶：直接吸取酶液做适当稀释，使测定吸光度值在0.25～0.4范围内。

	⑵ 固体粉状酶：称取适量于烧杯中（精确至0.0001g），用少量水润湿并调成糊状，再用水溶解，取离心上清液做适当稀释。

	⑶ 固体粒状酶：研磨成粉后如⑵处理。

	⑷ 液体曲: 离心上清液做适当稀释，使测定光吸收值在0.25～0.4范围内。

	⑸ 固体曲：按干重计称取4g于三角瓶中，加水200mL，室温下磁力搅拌浸提30min，取离心上清液做适当稀释。


	酶活力测定

	⑴ 酶活力的计算

	⑵ 结果的允许差

	a. 同一样品两个平行测定值的相对偏差不大于8%。

	b. 水平控制检测酶活力与标准酶活力误差小于10%。

	c. 标准曲线至少由5个浓度组成。



