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疏水作用色谱是色谱学科的一个分支
。

它与反相色谱一样都具有疏水性的特点
。

因此
,

疏

水性活性蛋 白在疏水柱上 比较强的保留
,

而亲水性的活性蛋白不保留或保留很弱
。

采用盐溶液

作为流动相
,

在疏水柱上活性蛋 白不会产生不可逆吸附
,

活性蛋 白的三维结构不被破坏
,

失活

率低
,

一般不超过
,

所以
,

高效疏水作用色谱对活性蛋 白的分离和测定是 比较理想的方

法
。

疏水作用色谱无论在填料的合成上还是在应用上都在发展中
。

我们用疏水作用色谱对高

原春小麦的淀粉酶进行了分离和活性的测定
。

实 验 方 法

试荆和仪器

标准
一

淀粉畴
,

纳于 公 司

天津化学试剂厂 丙三醇 徐州化学试剂厂

仪容 日本东洋曹达
一

高效液相色谱仪
。

样品制备 将小麦种子用无离子水清洗干净
,

用 写的 莎 消毒二分钟
,

然后
,

用

无离子水多次冲洗
,

并浸泡两天
,

放置在 士 的恒温箱中培养
,

当芽长在 左右
,

取出
,

称取麦芽 置研钵中研碎并转移到 的锥形瓶中
,

用 的丙三醇在 ℃恒温下

振 荡提取 个小时
,

过滤
,

并取滤 渣
,

滤液 为粗酶液
一

淀粉酶和 各淀粉酶
,

将粗酶液通过
拌 的滤膜过滤

,

储冰箱中备用
。

酶活性的测定 从色谱柱收集洗脱出的酶液 左右
,

加入 缓冲

液
,

加 的淀粉溶液
,

同样对提取的原酶液和空白加相 同的试剂
,

并在同一体

积下分别在 ℃保温 分钟
,

取出后立即分别加入 写 。 的
一 ,

溶液
,

摇

匀
,

在 的波长下测定酶的活性并计算酶的回收率
。
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硫水作用色谱亲件 琉水柱 醚键型的疏水

柱 西北大学分离科学实验室提供 流动

相 流速 紫外检测

进样量 ” 标准
一

淀粉酶
。

分离图如图
。

结 果 和 讨 论

。淀粉酶和 件淀粉酶是半活性蛋白
,

分离比较困

难
,

我们用疏水作用色谱在等度洗脱条件下得到了分

离
,

其分离图如图
。

我们用疏水作用色谱测定了
一

淀粉酶的回收率
,

其结果在 一 之间
,

平均回收率在
,

失活

率在 左右
,

是比较理想的 回收率
,

因此
,

用此方法

测定淀粉酶可以满足遗传育种的需要
。

一

淀粉酶及 件淀粉酶是评价小麦质量好坏的重

要指标
。 一

淀粉酶及 件淀粉酶的 比例和含量不同
,

小

麦的质量品种也不同
。

淀粉酶含量高能使春小麦发芽

快
,

促使早熟
,

从分离的色谱图中
,

高原 春小麦的

淀粉酶含量相对其它春小麦 比较高
,

因此
,

高原

春小麦正是大面积推广的早熟优质春小麦
。
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