Lactose/D-Glucose

UV-Test
zur Bestimmung von Lactose und D-Glucose in Lebensmitteln
und anderen Probematerialien

Best. Nr. 10 986 119 035
Test-Combination fir je 32 Bestimmungen

BOEHRINGER MANNHEIM / R-BIOPHARM
Enzymatische BioAnalytik / Lebensmittelanalytik

Nur zur Verwendung in der Lebensmittelhygiene. Lagern bei 2-8°C

Methoden-Empfehlungen und standardisierte Verfahren siehe unter Literatur
(A2,B2)

Prinzip (Lit. A 1)

Lactose wird in Gegenwart des Enzyms B-Galactosidase und Wasser bei
pH 6,6 in D-Glucose und D-Galactose gespalten (1).

-Galactosidase
(1) Lactose + H,0 B% D-Glucose + D-Galactose
Bei pH 76 wird D-Glucose durch das Enzym Hexokinase (HK) und Adenosin-
5'-triphosphat (ATP) zu D-Glucose-6-phosphat (G-6-P) unter gleichzeitiger
Bildung von Adenosin-5'-diphosphat (ADP) phosphoryliert (2).

HK
(2) D-Glucose + ATP  ——> G-6-P + ADP

In Gegenwart des Enzyms Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH)
wird G-6-P von Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat (NADP) zu
D-Gluconat-6-phosphat oxidiert. Es entsteht reduziertes Nicotinamid-
adenin-dinucleotidphosphat (NADPH) (3).

. GeP-DH .
(3) G-6-P + NADP" —————> D-Gluconat-6-phosphat + NADPH + H
Die wahrend der Reaktion gebildete NADPH-Menge ist der D-Glucose bzw.
D-Galactose Menge dquivalent. NADPH ist Messgrosse und wird aufgrund
seiner Absorption bei 334, 340 oder 365 nm bestimmt.
Aus der Differenz der D-Glucose-Konzentration mit und ohne Hydrolyse
durch B-Galactosidase wird der Gehalt an Lactose berechnet.

Die Test-Combination enthalt

1. Flasche 1 mit ca. 600 mg Lyophilisat, zusammengesetzt aus:
Citrat-Puffer, pH ca. 6,6

2. Flasche 2 mit ca. 1,7 ml Suspension B-Galactosidase, ca. 100 U

3. Zwei Flaschen 3 mit je ca. 5 g Pulvergemisch, zusammengesetzt aus:
Triethanolaminpuffer, pH ca. 76; NADP, ca. 70 mg; ATP, ca. 170 mg;
Magnesiumsulfat

4. Flasche 4 mit ca. 1,4 ml Suspension, zusammengesetzt aus:
Hexokinase, ca. 400 U; Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, ca. 200 U

Herstellung der Lésungen

1. Inhalt der Flasche 1 mit 70 ml bidest. Wasser losen.
2. Suspension der Flasche 2 unverdiinnt verwenden.

3. Inhalt einer Flasche 3 mit 32 ml bidest. Wasser l6sen.
4. Suspension der Flasche 4 unverdiinnt verwenden.

Stabilitat der Reagenzien

Der Inhalt der Flasche 1 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).

Losung 1 ist bei 2-8°C 3 Monate haltbar.
Losung 1 vor Gebrauch auf 20-25°C bringen.

Der Inhalt der Flaschen 2 und 3 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).
Losung 3 ist bei 2-8°C 4 Wochen, bei —15 bis —25°C 2 Monate haltbar.
Losung 3 vor Gebrauch auf 20-25°C bringen.

Der Inhalt der Flasche 4 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).

Bestimmungsansatz

Wellenlange': 340 nm, Hg 365 nm oder Hg 334 nm
Glaskiivette’ 1,00 cm Schichtdicke

Temperatur: 20-25°C

Testvolumen: 3,270 ml

Messung gegen Luft (im Strahlengang keine Kivette) oder gegen Wasser
Probelésung:  4-200 pg Lactose und D-Glucose/Testansatz® (in 0,100-
0,500 ml Probevolumen)

1 Das Absorptionsmaximum von NADPH liegt bei 340 nm. Bei Verwendung von Spektral-
photometern wird im Absorptionsmaximum, bei Verwendung von Spektral-Linienphoto-
metern mit Hg-Dampflampe bei einer Messstrahlung von 365 nm oder 334 nm gemessen.

2 Anstelle von Glaskivetten sind auch handelstibliche Einwegkuivetten geeignet.

3 S. Hinweise zur Testdurchfithrung
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In Kavetten Leerwert Lactose- Leerwert D-Glucose-

pipettieren Lactose- Probe D-Glucose- Probe
Probe Probe

Lésung 1* 0,200 ml 0,200 ml - -

Suspension 2 0,050 ml 0,050 ml - -

Probelésung** - 0,100 ml - 0,100 ml

mischen*, mindestens 20 min bei 20-25°C stehenlassen. Zugabe von

1.000 ml 1.000 ml 1.000 ml 1.000 ml
2.000 ml 1.900 ml 2.250 ml 2.150 ml

Lésung 3
bidest. Wasser

mischen***, nach ca. 2 min Extinktionen der Lésungen messen (E;).
Reaktion starten durch Zugabe von

Suspension 4 0,020 ml 0,020 ml I 0,020 ml 0,020 ml

mischen***, Stillstand der Reaktion abwarten (ca. 15 min) und Extinktionen
der Lésungen messen (E,).

Falls die Reaktion nach der angegebenen Zeit nicht zum Stillstand gekommen
ist, Extinktionen weiter in 2 min-Abstdnden messen bis konstante Extink-
tionszunahme pro 2 min erreicht ist.

* Loésung 1, Suspension 2 und Probelésung jeweils auf den Boden der Kiivette pipettieren,
durch Schiitteln mischen. Bei Verwendung eines Riihrspatels diesen erst unmittelbar vor
der Extinktionsmessung E; aus der Kivette nehmen.

** Vor der Dosierung der Probelésung Enzymtest-Messpipette bzw. Pipettenspitze der
Kolbenhubpipette mit der Probeldsung vorspiilen.

*** Z.B. mit Ruhrspatel oder durch Umschwenken nach Verschliessen z.B. mit Parafilm (Waren-
zeichen der American Can Company, Greenwich, Ct., USA)

Bei konstanter Extinktionszunahme von E, wird die Extinktion auf die Zug-

abe von Suspension 4 (HK/G6P-DH) extrapoliert.

Fur Leerwerte und Proben Extinktionsdifferenzen (E,-E;) berechnen. Extink-

tionsdifferenz des Leerwerts von Extinktionsdifferenz der zugehdérigen Pro-

ben abziehen.
AE = (E2-E1dprobe- (E2-Ei)Leerwert

Man erhélt AEp_gjucose(@us “D-Glucose-Probe™) und AE| 4ct0se + D-Glucose
(aus ,"Lactose-Probe™

Die Differenz dieser Werte ergibt AE| ;ctose-

Die gemessenen Extinktionsdifferenzen sollten zur Erzielung eines ausreichend
prézisen Ergebnisses in der Regel mindestens 0,100 Extinktionseinheiten
betragen (s. “Hinweise zur Testdurchfihrung” und “Empfindlichkeit und
Nachweisgrenze”, Pkt. 4).

Berechnung

Nach der allgemeinen Berechnungsformel fir die Bestimmung der
Konzentration gilt:
V x MG

=____  — __xAE[g/l
e xdxvx 1000 [o/
V  =Testvolumen [ml]
v = Probevolumen [ml]

MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz [g/mol]
d = Schichtdicke [cm]
¢ = Extinktionskoeffizient von NADPH bei:
340 nm=6,3 [l x mmol' x cm™"]
Hg 365 nm =35 [l x mmol™' x cm™]
Hg 334 nm=6,18 [I x mmol™' x cm™]
Hieraus ergibt sich flr Lactose (als wasserfreie Lactose berechnet):
3,270 x 342,3 11,19
€= £X7,00 X 0,100 x 1000 - Lactose =

% AE| aetose [9 Lactose/!|
Probelésung]

0917.10987115001®



fur Lactose (als Monohydrat berechnet):
3,270 x 360,32 11,78

€ T Ex1.00x 0,100 x 1000 - -~ Flactose =

x AE Lactose

[g Lactose-Monohydrat/l Probelésung]
fir D-Glucose:

3,270 x 180,16 5,891

= X = X
¢ € x 1,00 x 0,100 x 1000 ED—Glucose AED—Glucose

[g D-Glucose/I Probelésung]
Ist bei der Vorbereitung der Probe eine Verdiinnung vorgenommen worden,
muss das Ergebnis mit dem Verdiinnungsfaktor F multipliziert werden.
Bei der Analyse fester und halbfester Proben, die fir die Vorbereitung der
Probe eingewégt werden, wird das Analysenergebnis auf die Einwaage
bezogen:

Clactose L9/ Probeldsung]

Gehalt| yot0se = x 100 [g/100 g]

Einwaagep,pe in g/l Probeldsung

CD-Glucose [9/1 Probel6sung]

Gehalty_gjucose = x 100 [g/100 g]

Einwaagep,pe in g/I Probeldsung

1. Hinweise zur Testdurchfiihrung

Im Testansatz muss die Menge an Lactose und D-Glucose zwischen 10 g
und 200 pg (Messung bei 365 nm) bzw. 4 g und 100 png (Messung bei 340,
334 nm) betragen. Zur Erzielung einer ausreichend hohen Extinktions-
differenz ist die Probelésung soweit zu verdiinnen, dass die Konzentration
an Lactose und D-Glucose zwischen 0,3 und 2 g/l bzw. 0,2 und 1 g/l liegt.

Verdiinnungstabelle

Geschatzte Menge an Verdlinnung Verdlinnungs-
Lactose und D-Glucose im Liter mit Wasser faktor F
Messung bei

340 or 334 nm 365 nm
<10g <20g - 1
1,0-100 g 2,0-200g 1+ 9 10
10,0-100 g 20,0-200 g 1+ 99 100
>100g >200g 14999 1000

Ist die gemessene Extinktionsdifferenz (AE) zu klein (z.B. < 0,100), so ist die
Probelésung erneut herzustellen (hohere Einwaage oder weniger starke
Verdlinnung), oder das in die Kiivette zu pipettierende Probevolumen (v) ist
bis zu 0,500 ml zu erhohen. In diesem Fall ist das Volumen der
hinzuzufligenden Wassermenge entsprechend zu verringern, so dass in den
Ansétzen fur Probe und Leerwert das gleiche Testvolumen vorliegt. Das
gednderte Probevolumen v ist in der Berechnungsformel entsprechend zu
berlcksichtigen.

2. Technische Hinweise

2.1 Loésung 1 und Enzymsuspension 2 werden z.B. mit einer Kolben-
hubpipette auf den Boden der Kivette pipettiert. Anschliessend wird
die Probeldsung auf die Oberfliche der Loésung in der Kivette (und
nicht an die Kivettenwandung!) pipettiert. (Kontamination ist kein
Problem, da fiir jede Probeldsung eine eigene Pipette verwendet wird.)

2.2 Ruckartiges Schwenken oder Schitteln der Kiivette haben sich bewéhrt
zum Mischen kleiner Volumina (z.B. 0,350 ml) in der Kiivette.

2.3 Die Berechnung der Ergebnisse erfolgt als wasserfreie Lactose
(wird empfohlen) oder als Lactose-monohydrat. Beim Vergleich von
Ergebnissen ist immer darauf zu achten, dass mit der gleichen
Molmasse gerechnet wurde. (Ergebnisse als Lactose-monohydrat sind
5% hoher als flir Lactose).

3. Spezifitiat der Bestimmung
Die Bestimmung ist spezifisch fiir Lactose und D-Glucose.

Bei der Analyse der Reinsubstanzen Lactose-monohydrat (Molmasse
360,32) und D-Glucose (wasserfrei; Molmasse 180,16), bzw. D-Glucose-
monohydrat (Molmasse 198,17), sind Ergebnisse von unter 100% zu
erwarten, da diese Substanzen feuchtigkeitsempfindlich sind.

4. Empfindlichkeit und Nachweisgrenze

Die geringste Extinktionsdifferenz, die das Verfahren unterscheiden kann,
betrdgt 0,005 Extinktionseinheiten. Das entspricht bei einem maximal
einzusetzenden Probevolumen v = 0,500 ml und Messung bei 340 nm einer
Lactose-Konzentration von 2 mg/I Probelésung (bei v = 0,100 ml
entsprechend 10 mg/I Probeldsung) und einer D-Glucose-Konzentration von
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1 mg/I Probelésung (bei v= 0,100 ml entsprechend 5 mg/l Probelésung).

Die Nachweisgrenze von 7 mg Lactose/l bzw. 4 mg D-Glucose/! ergibt sich
aus der Extinktionsdifferenz von 0,020 (gemessen bei 340 nm) und dem maxi-
malen Probevolumen v = 0,500 ml.

5. Linearitat

Linearitdt der Bestimmung ist gegeben von ca. 4 pg Lactose + D-Glucose/
Ansatz (7 mg Lactose + D-Glucose/I Probeldsung; Probevolumen v = 0,500 ml)
bis 200 pg Lactose + D-Glucose/Ansatz (2 g Lactose + D-Glucose/I
Probel6sung; Probevolumen v = 0,100 ml).

6. Prazision

Bei einer Doppelbestimmung von D-Glucose, ausgehend von einer
Probeldsung, ist mit Unterschieden bei den Extinktionsdifferenzen von 0,005
bis 0,010 Extinktionseinheiten zu rechnen. Das entspricht bei einem Probe-
volumen v = 0,100 ml und Messung bei 340 nm einer Konzentration von
5-10 mg D-Glucose/I. (Ist bei der Vorbereitung der Probe eine Verdiinnung
vorgenommen worden, ist mit dem Verdiinnungsfaktor F zu multiplizieren.
Bei einer Einwaage von 1 g Probe/100 ml = 10 g/l sind die zu erwartenden
Unterschiede 0,05-0,1 g/100g.)

Bei einer Doppelbestimmung von Lactose (bei Anwesenheit von D-Glucose
in der Probe) ist, ausgehend von einer Probelésung, mit Unterschieden bei
den Extinktionsdifferenzen von 0,010 bis 0,015 Extinktionseinheiten zu
rechnen. Das entspricht bei einem Probevolumen v = 0,100 ml und Messung
bei 340 nm einer Konzentration von 15-25 mg Lactose/I. (Ist bei der Vorbe-
reitung der Probe eine Verdiinnung vorgenommen worden, ist mit dem
Verdiinnungsfaktor F zu multiplizieren. Bei einer Einwaage von 1 g Probe/
100 ml =10 g/I sind die zu erwartenden Unterschiede 0,15-0,25 g/100 g.)

In der Literatur sind folgende Daten fiir die Bestimmung von Lactose tiber
D-Glucose veroffentlicht:

Speiseeis-Mischung:

x=12,8149g/100g
x=13,3719/100 g
Magermilchpulver:
x=51,0469/100 g
x=51,670 g/100 g

r=0,652 g/100 g
r=20,291g/100 g

r=1,150 g/100 g
r=1,082g/100 g

R=10,905 g/100 g
R=1,112g/100 g

R=2,306g/100 g
R=2,495g/100 g

Weitere Daten: s. Literatur (Lit. A2.7)

Bedingt durch die gleiche Arbeitstechnik (die Methoden unterscheiden sich
nur durch Startenzyme und Coenzyme), kann davon ausgegangen werden,
dass die statistischen Daten zur Messung von Lactose Uber D-Galactose
auch zur Beurteilung der Messung von Lactose (iber D-Glucose herangezo-
gen werden kdnnen:

Lactose in Schokolade:

X=6,01g/100 g s=0,049/100g VK=07% (Lit. B1.1)
85 g Lactose/Test VK=1,13 %
170 pg Lactose/Test VK=10,78 % (Lit.. B1.2)
Lactose in Milch und Milchprodukten:
r =0,05 x (Gehalt| o40se in 97100 @) g/100 g
R = 0,06 x (Gehaltty 4c40se in g/100 @) g/100 g
Lactose in Schokolade: r =0,188 g/100 g S =1 0,066 g/100 g
R =0,434g/100 g sm==20153 g/100g
Weitere Daten: s. Literatur (Lit.. B2.5)

7. Erkennen von Stérungen

7.1 Ist die Umsetzung von D-Glucose nach der unter “Bestimmungsansatz”
angegebenen Zeit beendet, so kann im allgemeinen auf einen stérungs-
freien Ablauf geschlossen werden.

7.2 Nach Ablauf der Reaktion kann durch Zugabe von D-Glucose (qualitativ
oder quantitativ) die Reaktion wieder gestartet werden: Die erneute
Anderung der Extinktion nach Zugabe des Standardmaterials ist ein
Beweis fir den stérungsfreien Ablauf der Bestimmung.

Ein Nachstart der Reaktion mit Lactose ist nicht mdglich, da nach
Anderung der Reaktionsbedingungen von pH 6,6 auf pH 7.6 (“Umpufferung”)
Lactose nicht mehr gespalten wird.

7.3 Grobe Fehler beim Testansatz und Stérungen der Bestimmung durch
Inhaltsstoffe der Probe konnen auch erkannt werden, wenn aus einer
Probeldsung eine Doppelbestimmung mit verschiedenen Probevolumina
(zB. 0,00 ml und 0,200 ml) ausgefiihrt wird: Die gemessenen
Extinktionsdifferenzen milssen den eingesetzten Probevolumina
proportional sein.

Die Verwendung von “einfachen” und “doppelten” Probevolumina bei der
Doppelbestimmunyg ist die einfachste Méglichkeit der Testkontrolle bei der
Messung von Lactose.

Bei der Analytik fester Proben wird die Einwagung verschiedener
Mengen (zB. 1 g und 2 g) in 100 ml-Messkolben empfohlen. Bei glei-



chen Probevolumina fiir die Testansatze muss Proportionalitat zwischen
Extinktionsdifferenz und Einwaage gegeben sein.

7.4 Storungen der Bestimmung durch Inhaltsstoffe der Probe kénnen weiter-
hin durch Mitfihren eines internen Standards erkannt werden: Neben
Probe-, Leerwert- und Standardansatz wird ein weiterer Ansatz mit
Probe- und Testkontroll-Losung analysiert. Aus den ermittelten
Extinktionsdifferenzen wird die Wiederfindung berechnet.

7.5 Verluste wéahrend der Vorbereitung der Probe kénnen durch Wiederfin-
dungsversuche erkannt werden: Die Probe wird mit und ohne zugesetz-
tem Standardmaterial vorbereitet und anschliessend gemessen. Der
Zusatz muss (innerhalb des Analysenfehlers) quantitativ wiedergefunden
werden.

8. Geféahrlichkeit der Reagenzien

Die Reagenzien zur Bestimmung von Lactose und D-Glucose sind keine
gefahrlichen Stoffe oder Zubereitungen im Sinne der Gefahrstoffverordnung,
des Chemikaliengesetzes oder der EG-Richtlinie 67/548/EWG und deren
Anderungs- und Anpassungsrichtlinien. Die beim Umgang mit Chemikalien
Ublichen Vorsichtsmassnahmen sollten jedoch beachtet werden.

Nach Gebrauch kénnen die Reagenzien unter Beachtung der ortlichen
Vorschriften zum Abwasser gegeben werden. Das Verpackungsmaterial
kann dem Recycling zugefiihrt werden.

9. Allgemeine Hinweise zur Vorbereitung der Proben

Fliissige, klare, farblose und annidhernd neutrale Proben direkt, nach
Verdiinnen geméss Verdiinnungstabelle oder mit einem Probevolumen bis
0,500 ml zum Test einsetzen;

triibe Losungen filtrieren;

Kohlenséure-haltige Proben (z.B. durch Filtration) entgasen;

gefarbte Proben mit Polyamid oder Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP, z.B.
1 g/100 ml Probe) behandeln;

feste und halbfeste Proben zerkleinern oder homogenisieren, mit heissem
Wasser extrahieren bzw. l6sen, wenn nétig filtrieren; ggf. Triibstoffe und
Farbstoffe mit Carrez-Reagenzien (s.u.) entfernen;

Protein-haltige Proben mit Carrez-Reagenzien (s.u.) kléren;

Fett-haltige Proben mit heissem Wasser extrahieren (Extraktionstempera-
tur Uber dem Schmelzpunkt des jeweiligen Fettes), zur Abscheidung des
Fettes abkiihlen lassen, Messkolben bis zur Marke auffllen, 15 min in Eis-
bad stellen und filtrieren; alternativ nach Extraktion mit heissem Wasser mit
Carrez-Reagenzien kléren;

Emulsionen mit Carrez-Reagenzien brechen.

Carrez-Klarung:

Geeignete Probemenge in einen 100 ml-Messkolben genau einwégen, ca.
60 ml bidest. Wasser hinzufligen. Fliissige Probe in einem 100 mI-Messkol-
ben, der ca. 60 ml bidest. Wasser enthélt, pipettieren. Anschliessend 5 ml
Carrez-1-Losung (Kalium-hexacyanoferrat(ll) (Ferrocyanid) 85 mM = 3,60 g
K4[Fe(CN)gl x 3 H,0/100 ml) und 5 ml Carrez-ll-Lédsung (Zinksulfat, 250
mM = 720 g ZnSO, x 7 H,0/100 ml) sorgféltig dosieren. Mit Natronlauge
(0,1 M; zB. 10 ml) pH 75-85 einstellen. Nach jeder Zugabe mischen,
Messkolben mit Wasser bis zur Marke auffiillen, mischen und filtrieren.

Die Enteiweissung Protein-haltiger Proben mit Perchlorsiure oder
Trichloressigsédure darf nur in Abwesenheit von Saccharose und
Maltose in der Probe durchgefiihrt werden, da diese Disaccharide voll-
stindig oder teilweise unter Freisetzung von D-Glucose hydrolysiert
werden. Es wird die Carrez-Kldrung empfohlen.

10. Anwendungsbeispiele

Bestimmung von Lactose in Milch, Magermilch, Buttermilch und Molke
Ca. 1 g Probe in einen 100 mI-Messkolben genau einwagen, etwa 60 ml
Wasser hinzufiigen. Zur Klarung 5 ml Carrez-I-Lésung (3,60 g Kalium-
hexacyanoferrat(ll), K,[Fe(CN)g] x 3 H,0/100 ml), 5 ml Carrez-1l-Lésung
(720 g Zinksulfat, ZnSO, x 7 H,0/100 m) und 10 ml NaOH (0,1 M)
hinzufiigen, nach jeder Zugabe mischen und mit Wasser bis zur Marke
aufflllen, mischen und filtrieren. Klare, evtl. leicht triibe Lésung zum Test
einsetzen, ggf. vorher verdlinnen.

Bestimmung von Lactose und D-Glucose in gezuckerter Kondens-
milch und Speiseeis

Ca. 1 g Probe in einen 100 ml-Messkolben genau einwégen, etwa 60ml
Wasser hinzufiigen und 15 min bei ca. 70°C halten. Kolben gelegentlich
umschwenken. Zur Klarung 5 ml Carrez-l-Lésung (3,60 g Kalium-
hexacyanoferrat(l), Ks[Fe(CN)g] x 3 H,0/100 ml), 5 ml Carrez-lI-Lésung
(720 g Zinksulfat, ZnSO, x 7 H,0/100 ml) und 10 ml NaOH (0,1 M)
hinzuftigen, nach jeder Zugabe mischen, auf 20-25°C bringen und mit Was-
ser bis zur Marke auffullen, mischen und filtrieren. Klare, evtl. leicht
opaleszente Losung zum Test einsetzen, entsprechend Verdiinnungstabelle
vorher verdiinnen.

Bestimmung von Lactose in Margarine und Butter
Ca. 5 g homogene Probe in ein Becherglas genau einwédgen, ca. 70ml bidest.
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Wasser zugeben und auf beheizbarem Magnetriihrer unter Riithren bis zum
Schmelzen des Fettes erhitzen. In Eisbad abkihlen und wéssrige Phase mit
Pipette in 100 mI-Messkolben tberfiihren. Extraktion mit ca. 20 ml bidest.
Wasser wiederholen.

Messkolben auf 20-25°C bringen und mit bidest. Wasser bis zur Marke
auffillen. Messkolben 15 min in Eisbad oder Kihlschrank stellen. Durch
Faltenfilter filtrieren. Filtrat, ggf. gemass Verdiinnungstabelle verdlnnt, zur
Bestimmung einsetzen.

Bestimmung von Lactose und D-Glucose in Hartkédse oder Schokolade
Kasekrume reiben bzw. Schokolade raspeln, etwa 2 g in einen 100 ml-
Messkolben genau einwagen, etwa 70 ml Wasser hinzufiigen und 15 min bei
ca. 70°C halten. Kolben haufig umschwenken. Nach Abkuhlen auf 20-25°C
mit Wasser bis zur Marke aufftillen, mischen.

Zur Fettabscheidung ca. 20 min in den Kihlschrank stellen, filtrieren. Die
ersten ml verwerfen. Klare, auch leicht opaleszente L6sung zum Test einsetzen.

Bestimmung von Lactose und D-Glucose in Kinder-Fertignahrung,
Aufbaunahrung oder Speiseeis (s. Pkt. 9)

Ca. 1 g Probe in einen 100 ml-Messkolben genau einwégen, etwa 60 ml
Wasser hinzufligen und 15 min bei ca. 70°C halten. Kolben gelegentlich
umschwenken. Nach Abkuthlen auf 20-25°C 10 ml Perchlorsdure (3 M)
hinzufligen, umschdtteln. Nach 10 min mit Kalilauge (3 M) auf pH 7-8 einstel-
len. Mit Wasser bis zur Marke auffiillen, mischen und zur Ausfallung des
Kaliumperchlorat-Niederschlags 20 min in den Kihlschrank stellen, filtrieren.
Klare, evtl. leicht triibe L6sung zum Test einsetzen, ggf. vorher verdiinnen.

Bestimmung von Lactose und D-Glucose in Fleischwurst und Hackbraten
Ca. 5 g Probe, die zuvor im Mixer zerkleinert wurde, in einen 100 ml-
Messkolben genau einwagen, etwa 70 ml Wasser hinzufiigen und ca. 15 min
bei 70°C halten. Auf 20-25°C abkuhlen lassen und den Kolben mit Wasser
bis zur Marke auffiillen. Zur Fettabscheidung 20 min in den Kuhlschrank
stellen, filtrieren. Klare, evtl. leicht triibe Ldsung zum Test einsetzen.

Bestimmung von Lactose in Joghurt, Milch- und Molkenpulver

Ca. 1 g Probe in einen 100 ml-Messkolben genau einwédgen, etwa 60ml
Wasser hinzufiigen und 15 min bei ca. 70°C halten. Kolben gelegentlich
umschwenken. Zur Klarung 5 ml Carrez-I-Lésung (3,60 g Kalium-
hexacyanoferrat(ll), K,[Fe(CN)g] x 3 H,0/100 ml), 5 ml Carrez-ll-Lésung
(720 g Zinksulfat, ZnSO, x 7 H,0/100 ml) und 10 ml NaOH (0,1 M)
hinzuftigen, nach jeder Zugabe mischen, auf 20-25°C bringen und mit Was-
ser bis zur Marke auffiillen, mischen und filtrieren. Klare, evtl. leicht triibe
Lésung gemass Verdlinnungstabelle verdiinnen und zum Test einsetzen.

11. Besondere Vorbereitung der Probe zur Lactose-Bestimmung bei
hohem D-Glucose-Uberschuss

Ist das Verhéltnis D-Glucose zu Lactose grosser als z.B. 10:1, so ist die Prazi-
sion der Lactose-Bestimmung beeintréchtigt. In diesem Fall sollte die
Messung (iber die D-Galactose mit Test-Combination Lactose/D-Galactose,
Best. Nr. 0 176 303, erfolgen. Alternativ muss die D-Glucose weitgehend
entfernt werden: In Gegenwart von Glucose-Oxidase (GOD) und Luftsauer-
stoff wird D-Glucose zu D-Gluconat oxidiert:

GOD
D-Glucose + H,0 + 0, ——> D-Gluconat + H,0,

Wasserstoffperoxid wird durch Katalase zerstort:

Katalase
2 H,0,
Reagenzien
Glucose-Oxidase (GOD) aus Aspergillus niger, 200 U/mg (25°C; D-Glucose
als Substrat); Amylase und B-Fructosidase je < 0,01%
Katalase
Triethanolamin-hydrochlorid
MgSO0, x 7 H,0
NaOH, 4 M
Herstellung der Losungen fiir 10 Bestimmungen
Enzymldsung:
5 mg (4 ca. 1000 U) GOD mit 0,750 ml bidest. Wasser lésen. 325 KU Kata-
lase (aus Rinderleber; 25°C, H,0, als Substrat) zugeben, mischen.
Pufferlésung:
5,6 Triethanolamin-hydrochlorid und 0,1 g MgSO, x 7 H,0 mit 80 ml bidest.
Wasser losen, mit Natronlauge (4 M) auf pH 76 einstellen und mit bidest.
Wasser auf 100 ml auffdillen.

Stabilitat der Losungen
Die Enzymldsung ist téglich frisch herzustellen.
Die Pufferlsung ist bei 2-8°C 4 Wochen haltbar.

2 H,0 + 0,



Durchfiihrung der D-Glucose-Oxidation

In 10 ml-Messkolben pipettieren

Pufferlésung 2,000 ml
Probel6sung (mit ca. 0,5% D-Glucose) 5,000 ml
Enzymldsung 0,100 ml

1 Stunde lang Luft (O,) durch die Mischung leiten, wahrend der
Oxidation pH-Wert mit Indikatorpapier iiberpriiffen und ggf. mit
NaOH die gebildete Saure neutralisieren.

Zur Inaktivierung der Enzyme GOD und Katalase Messkolben 15 min in
siedendes Wasser stellen, abkihlen lassen und mit Wasser bis zur Marke
auffullen. Mischen, ggf. filtrieren. Die klare L6sung zur Bestimmung einsetzen.
Im Parallelansatz Rest-D-Glucose bestimmen und wie Ublich bei der
Berechnung berticksichtigen

12. Weitere Anwendungsmaglichkeiten

Die Methode ist auch anwendbar bei der Untersuchung von Pharmaka und
z.B. in der Forschung bei der Analytik biologischer Proben.

Bestimmung von Lactose und D-Glucose in Fermentationsproben und
Zellkulturmedien

Analysenprobe, ggf. nach Zentrifugation, zum Abstoppen enzymatischer
Vorgdange 15 min in Wasserbad (80°C) stellen und anschliessend
zentrifugieren. Uberstand, ggf. gemass Verdiinnungstabelle verdiinnt, zur
Bestimmung einsetzen. (Alternativ kann auch eine Enteiweissung mit
Perchlorsdure oder mittels Carrez-Lésungen erfolgen. Siehe die oben be-
schriebenen Anwendungsbeispiele.)

Gallertartige Agar-Medien mit Wasser homogenisieren und wie oben bes-
chrieben weiterbehandeln.
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