  [image: image1.jpg]


       深圳容金科技有限公司              Shenzhen Reagent Technology Co.,Ltd. www.reagen.cn

REAGEN™氨酶反应测试盒说明书

RNF91003
概述

REAGEN™氨酶反应检测试剂盒适用于各种食品中氨残留的检测。该试剂盒使用分光光度法，通过酶的变化直接检测食物中氨的含量。

试剂盒特点包括：
高灵敏度、检出限低（0.2ppm）
高重现性。
快速的检测方法(30min)。
试剂盒原理
REAGEN™氨酶反应检测试剂盒是两次酶反应来检测食品中氨含量。氨在谷氨酸脱氢酶作用下转化成谷氨酸。这个过程中，NADH 脱氢变成 NAD+在340 nm波长测定其吸收值变化，吸光值变化与测定样品中氨的含量成比例。吸光度值用分光光度计在340nm处测量，测量在25分钟内完成。

3. 试剂盒组成
	试剂盒组成
	数量
	保存

	基质混合物
	1瓶
	4ºC

	谷氨酸脱氢酶
	0.25ml
	4ºC

	氨标准品
	1瓶
	4ºC

	微孔板
	96孔
	4ºC


4.检测下限
	样品体积
	检测下限（ppm）

	0.1ml
	4

	2ml
	0.2


5．其他需要而本试剂盒未提的设备或材料

分光光度计（340nm）
小体积比色皿（03ml）
蒸馏水
50ml聚乙烯管

Carrez 溶液1和Carrez 溶液2

6.注意事项

实验前请阅读以下文字，以保证获得最佳实验效果。
不要使用过期的试剂盒。

尽量保持室温（22.5±2.5）°C，避免在通风口操作防止温度过低，过热和/或者蒸发。同样的，不要在阳光直射下实验，防止过热及蒸发。在孵育期间，如果工作台温度过低，应该铺垫若干纸巾或者其他物料。

水质量很重要，确保使用蒸馏或者去离子水。

加入样品或者试剂到空的微孔板时，吸嘴靠于微孔接近底部，并保持接触。

7．样品的准备
请务必将样品妥善储存。一般来说，样品应冷藏在2-4 °C时不超过1-2天。若长时间不用，样品应在-20 °C下冷藏。冷冻样品使用前要在冰箱或室温解冻，之后方可使用。

样品处理基本要点

均质适量的固体样品，用水溶解后过滤得到澄清样品液。
有颜色的样品需要空白对照，颜色深的样品用1%聚乙烯吡咯烷酮（PPVP）除色，搅拌1分钟，过滤去除固体沉淀。

加入热水来提取含脂肪的样品，冷却后将样品从脂肪层分离出来。
富含蛋白的样品（牛奶）在检测前要去除蛋白，Carrez试剂除蛋白的过程跟酸降解蛋白不一样，不会水解样品中的多糖。

Carrez试剂除蛋白： 移取0.5-5g样品到含有30ml水的50ml聚乙烯管中，加入2.5mlCarrez 试剂1（3.6% 三水亚铁氯化钾）和2.5mlCarrez 试剂2（7.2% 七水硫酸锌），混匀，用NaOH调PH 8，定容到50ml。

果汁

       果汁样品可以用5%聚乙烯吡咯烷酮（PPVP）除色，搅拌1分钟，过滤去除固体沉淀。

牛奶

取1mln牛奶样品，加入4ml 0.3M三氯乙酸，室温孵育5分钟，离心使其沉淀，取上清，用10M KOH调节PH值到中性，过滤，取1-2ml澄清液用于检测。

奶酪或肉制品

      取5g匀质样品到烧杯中，加入20ml 1M高氯酸，混匀2分钟，转移混合物和40ml蒸馏水到100ml容量瓶中,用5M KOH调整样品PH值到7-7.4，用蒸馏水定容到100ml。

      如果有脂肪或高氯酸析出，冷藏20分钟，过滤，取澄清液用于检测。
面包类

取10g匀质样品到烧杯中，加入20ml 1M高氯酸，混匀2分钟，转移混合物和40ml蒸馏水到100ml容量瓶中,用5M KOH调整样品PH值到7-7.4，用蒸馏水定容到100ml。

如果有脂肪或高氯酸析出，冷藏20分钟，过滤，取澄清液用于检测。

甘草类

取1g匀质样品到100ml烧杯中，加入60ml 70°C蒸馏水，搅拌至样品完全溶解，过滤，取澄清液用于检测

8．检测步骤

重要事项：所有试剂在检测之前应回温至室温（20 -25°C / 68- 77 °F ）; 

试剂的准备

基质溶液：在基质溶液混合物瓶中加入10ml蒸馏水，反复翻转使粉末完全溶解。 

    氨标准品：在氨标准品瓶中加入30ml蒸馏水，反复翻转使粉末完全溶解，浓度为5000ppm。

检测
     每个检测的体积是0.3ml,空白样用蒸馏水代替谷氨酸脱氢酶，主要用来消除背景值。

	试剂
	样品空白
	样品检测

	样品 

蒸馏水
样品体积+蒸馏水体积=200 μL.

基质溶液

	10 μL

190 μL

95 μL
	10 μL

190 μL

95 μL

	混匀，37°C或室温孵育5min , 340 nm 测定吸光度值(A1). 



	谷氨酸脱氢酶
蒸馏水
	----

5 μL
	5 μL

    ----

	混匀，37°C孵育10min 或室温孵育20min, 340 nm 测定吸光度值 (A2).


9．结果计算

利用下面的公式计算食品中氨的含量

c =  V x MW x ΔA  (g / L)


    ε x d x v

V = 总体积 (0.3 mL)
v =样品体积 (0.01 – 0.2 mL)

MW = 氨分子质量(17.03 g/mol=17030mg/mol)

d = 光程 (1 cm)

ε = NADH消光系数 (6220 at 340 nm)

ΔA = (A1 – A2)氨样品 – (A1 – A2)空白 

例如， 10 µL 样品浓度计算结果为:

c =  0.3 x 17030     x ΔA (g / L) = 82.1x ΔA (g / L)


   6220 x 1 x 0.01
 可选择96孔微孔板检测

加10μL样品到微孔中，点平行样。

加入蒸馏水定容200μL。

加入95μL基质溶液，340nm读取吸光度值（A1）

加入5μL氨酶到样品孔，加入5μL蒸馏水到样品空白孔，

混匀，室温下孵育30min, 340nm读取吸光度值（A2）
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