土壤酶活性测定方法

过氧化氢酶活性测定（高锰酸钾滴定法）

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

1.5mol/L H2SO4溶液:量取42ml浓硫酸稀释至500ml；

0.3%的H2O2：将30%双氧水稀释100倍，其浓度用高锰酸钾滴定；

饱和明矾溶液：铝钾矾即明矾在20℃的溶解度为10.84g，30℃的溶解度为15.41g；

0.02mol/L高锰酸钾：称取3.16g高锰酸钾溶解定容至1L，其准确浓度用草酸钠标定；

三、操作步骤

分别取2g土壤样品于三角瓶中，加入40ml蒸馏水，加5ml0.3%的H2O2溶液，立即将三角瓶瓶口密封起来。震荡20分钟后加入1ml饱和铝钾矾，立即过滤于盛有5ml1.5mol硫酸的三角瓶中，滤干后，吸取滤液25ml，用0.02mol/L高锰酸钾滴定至紫红色，同时做无土对照。

四、结果计算（如下面处理）：
KMnO4标定：准确称取0.13-0.16g草酸钠置于250ml三角瓶中，加30ml谁和20ml1.5mol/L的H2SO4，加热至75℃左右，用KMnO4 滴定至紫红色。

刚开始滴定溶液就会变成紫红色，此时并不是滴定终点。等刚开始出现的紫红色褪色之后，再继续滴定至紫红色，直到30 S 紫红色不褪色为止。

H2O2标定： 吸取5ml H2O2 加入10ml1.5mol/L的H2SO4 ，用KMnO4滴定至紫红色。

过氧化氢酶活性以20min内每克土壤分解的过氧化氢的毫克数表示

过氧化氢酶活性= (V-VS)C*51/V0*17/W
V：为滴定空白所用的KMnO4 体积；

VS ：为滴定样品所用的KMnO4 体积；

C：为KMnO4 浓度；

V0 ：为滴定体积25ml；

W：为土重；
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