Starke

UV-Test

zur Bestimmung von nativer Starke' und von Starkepartial-
hydrolysaten in Lebensmitteln und anderen Probemate-rial-
ien

Best. Nr. 10 207 748 035

Test-Combination fiir 27 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 (2)

Prinzip (Lit. 1)

Starke wird durch das Enzym Amyloglucosidase (AGS) bei pH 4,6 zu D-
Glucose gespalten (1).

, AGS
(1) Starke + (n-1) H,O0 —> n D-Glucose

Die gebildete D-Glucose wird bei pH 7,6 mit den Enzymen Hexokinase (HK)
und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) bestimmt. D-Glucose
wird mit Adenosin-5'-triphosphat (ATP) in Gegenwart von Hexokinase zu
D-Glucose-6-phosphat (G-6-P) phosphoryliert unter gleichzeitiger Bildung
von Adenosin-5'-diphosphat (ADP) (2).

HK
(2) D-Glucose + ATP —> G-6-P + ADP

G-6-P wird von Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat (NADP) in Gegen-
wart von G6P-DH zu D-Gluconat-6-phosphat oxidiert, wobei reduziertes
Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat (NADPH) entsteht (3).

G6P-DH
(3) G-6-P + NADP* —————> D-Gluconat-6-phosphat + NADPH + H*
Die wahrend der Reaktion gebildete NADPH-Menge ist der durch Hydrolyse
der Stéarke gebildeten D-Glucose-Menge proportional. NADPH ist Mess-
groésse und wird aufgrund seiner Absorption bei 334, 340 oder 365 nm bes-
timmt.

Die Test-Combination enthalt

1. Flasche 1 mit ca. 100 mg Lyophilisat, zusammengesetzt aus:
Citrat-Puffer, pH ca. 4,6; Amyloglucosidase, ca. 84 U

2. Flasche 2 mit ca. 5 g Pulvergemisch, zusammengesetzt aus:
Triethanolamin-Puffer, pH ca. 76; NADP, ca. 75 mg; ATP, ca. 190 mg;
Magnesiumsulfat

3. Flasche 3 mit ca. 0,7 ml Suspension, zusammengesetzt aus:
Hexokinase, ca. 200 U; Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, ca. 100 U

4. Flasche 4 mit Starke-Testkontroll-Substanz zur Testkontrolle (Zur Vorbe-
reitung fur die Analyse s. Pkt. 8.1: Einwaage ca. 50-100 mg/100 ml. Die
Messung des Testkontroll-Materials ist nicht erforderlich zur Berechnung
von Ergebnissen. Verwendbar bis: s. Packungsetikett)

Herstellung der Losungen

1. Inhalt der Flasche 1 mit 6,0 ml bidest. Wasser l6sen.
2. Inhalt der Flasche 2 mit 27 ml bidest. Wasser losen.
3. Inhalt der Flasche 3 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 6 Wochen, bei —15 bis —25°C 3 Monate haltbar.
Losung 1 vor Gebrauch auf 20-25°C bringen.

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

Der Inhalt der Flasche 3 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).

Bestimmungsansatz

Wellenldnge? 340 nm, Hg 365 nm oder Hg 334 nm

Glaskiivette®: 1,00 cm Schichtdicke

Temperatur: 55-60°C (Inkubation);
20-25°C (Messung)

Testvolumen: 2,320 ml

Messung gegen Luft (im Strahlengang keine Kiivette) oder gegen Wasser

Probelésung:  1,2-70 ug Starke/Ansatz* (in 0,100-1,000 ml Probevolumen
bzw. 0,100-0,200 ml bei DMSO-haltigen Lésungen)

Ist in der Probe freie D-Glucose vorhanden, und soll diese in der Analyse
bestimmt werden, so ist eine getrennte D-Glucose-Bestimmung
durchzufiihren, z.B. nach Extraktion der Probe mit bidest. Wasser; bei Anwe-
senheit von Maltose und deren Homologen, sowie von Uberschuss weiterer
Oligosaccharide ist die Alkoholextraktion fiir die Bestimmung von Stérke
auszufiihren (s. dazu Hinweis Pkt. 8 und 9).
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In Kiivetten pipettieren Reagenzien- Probe Probe-
Leerwert Leerwert®
Losung 1* 0,200 ml 0,200 ml -
Probelésung** - 0,100 ml 0,100 ml
bidest. Wasser 0,100 ml - -

mischen*, 15 min bei 55-60°C inkubieren (Wasserbad). Hierbei Kivetten
verschliessen (mit Deckel oder Parafilm). Zugabe von

1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml
1,000 ml 1,000 ml 1,200 ml

mischen,** nach ca. 3 min Extinktionen der Losungen messen (E;).
Reaktion starten durch Zugabe von

0,020 ml 0,020 ml 0,020 ml

mischen,** Stillstand der Reaktion abwarten (ca. 10-15 min) und Extink-
tionen der Losungen messen (E,).

Falls die Reaktion nach 15 min nicht zum Stillstand gekommen ist, Extink-
tionen weiter in 2 min-Abstdnden messen, bis eine konstante Extink-
tionszunahme pro 2 min erreicht ist.

Ldsung 2
bidest. Wasser

Suspension 3

* Lésung 1, bidest. Wasser und Probel6sung 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 Probeldsung Enzymtest-Messpipette bzw. Pipettenspitze der Kolben-
hubpipette mit der Probelésung vorsptilen.

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

Wurden bei E, konstante Extinktionszunahmen festgestellt, werden die

Extinktionen auf die Zeit der Zugabe von Suspension 3 (HK/G6P-DH)

extrapoliert.

Fiir Reagenzienleerwert und Probe Extinktionsdifferenzen (E,-E,) berechnen.

Extinktionsdifferenz des Reagenzienleerwertes von Extinktionsdifferenz der

Probe abziehen.

AE = (E5-E1dprobe (EZ'E1)ReagenzienIeenNel1

Zum Probeleerwert s. Pkt. 8.1 und 9

Die gemessene Extinktionsdifferenz sollte zur Erzielung eines ausreichend
prazisen Ergebnisses in der Regel mindestens 0,100 Extinktionseinheiten
betragen (s. “Hinweise zur Testdurchfihrung” und “Empfindlichkeit und
Nachweisgrenze”, Pkt. 3).

Berechnung

Nach der allgemeinen Berechnungsformel fiir die Bestimmung der
Konzentration gilt:

V x MG
¢ =— 2 XVB S AE[g/
exdxvx 1000
V  =Testvolumen [ml]
v = Probevolumen [ml]

MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz [g/mol]
(fur Starke = MGp_gjucose - MGH,0 = 162,1)

d = Schichtdicke [cm]

¢ = Extinktionskoeffizient von NADPH bei:
340nm= 6,3 [l xmmol' xcm]
Hg365nm= 35 [l x mmol! x cm™']
Hg 334 nm=6,18 [l x mmol' x cm™]

1 Modifizierte Arten von Stérke (phosphorylierte oder oxidierte) werden nicht erfasst.

2 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.

3 Anstelle von Glaskivetten sind auch handelstibliche Einwegkiivetten geeignet.

4 S. Hinweise zur Testdurchfiihrung

5  S. Hinweise zur Vorbereitung der Probe, Pkt. 8 und Pkt. 9
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Hieraus ergibt sich flr Starke:
2,320 x 162,1

= X
€ % 1,00 x 0,100 x 1000

3,761 « .
= x AE [g Starke/l 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 fur die Vorbereitung der
Probe eingewégt werden, wird das Analysenergebnis auf die Einwaage
bezogen:

Cstarke [9/! Probeldsung]

Gehaltgyike = x 100 [g/100 g]

Einwaagep,qpe in g/l Probelésung

1. Hinweise zur Testdurchfiihrung

Im Testansatz muss die Starke-Menge zwischen 25 pg und 70 pg
(Messung bei 365 nm) bzw. 1,2 g und 40 g (Messung bei 340, 334 nm)
betragen. Zur Erzielung einer ausreichend hohen Extinktionsdifferenz ist die
Probelésung soweit zu verdiinnen, dass die Starkekonzentration zwischen
0,06 und 0,7 g/l bzw. 0,03 und 0,4 g/l liegt.

Verdiinnungstabelle

Geschatzte Menge Verdiinnung Verdiinnungs-
Starke im Liter mit Wasser faktor F
Messung bei
340 oder 334 nm 365 nm
<04g <07g - 1
0,4-409g 0,7-709 1+ 9 10
4,0-40g 70-70g 1+ 99 100
>40g >70g 1+ 999 1000

Ist die gemessene Extinktionsdifferenz (AE) zu klein (z.B. < 0,100), so ist die
Probelésung erneut herzustellen (héhere Einwaage oder weniger starke
Verdiinnung) oder das in die Kiivette zu pipettierende Probevolumen (v) ist
bis auf 1,000 ml zu erhéhen (Losung in Wasser). In diesem Fall ist das
Volumen der hinzuzufiigenden Wassermenge entsprechend zu verringern,
so dass in den Ansétzen fur Probe und Leerwert das gleiche Testvolumen
vorliegt. Das geédnderte Probevolumen v ist in der Berechnungsformel
entsprechend zu berlcksichtigen.

Hinweis: Nach dem Lésen von Stérke mit DMSO und HCI/ werden sofort
0,100 ml (maximal 0,200 m{) Probelésung zum Test eingesetzt (s.Pkt. 8.1).

2. Spezifitat der Bestimmung (Lit. 1)

Amyloglucosidase hydrolysiert a-1,4- und a-1,6-Glucan-Bindungen in Poly-
sacchariden, wie z.B. Amylose, Amylopektin, Starke, Dextrin, Glykogen und
eine Reihe von Glucosyl-Oligosacchariden (Maltose, Maltotriose etc.).

Eine Unterscheidung zwischen “hochpolymerer und “niedermolekularer”
Starke ist enzymatisch nicht mdglich. Eine Problemlésung besteht im
Waschen der Probe mit Ethanol/Wasser-Mischungen: Stéarke ist in Ethanol-
Wasser-Mischungen (das Verhéltnis Ethanol : Wasser ist flr die analytische
Methode festzulegen) nicht I6slich, wéahrend Oligosaccharide 16slich sind.
Zu beachten ist, dass die Loslichkeit von Oligosacchariden mit zunehmender
Ethanol-Konzentration abnimmt.

Die Messung der D-Glucose ist spezifisch.

Bei der Analyse reiner Stérke sind Ergebnisse von ca. 99% (bezogen auf die
wasserfreie Trockenmasse) zu erwarten.

3. Empfindlichkeit und Nachweisgrenze (Lit. 1.3)

Die geringste Extinktionsdifferenz, die das Verfahren unterscheiden kann,
betragt 0,010 Extinktionseinheiten. Das entspricht bei einem maximal
einzusetzenden Probevolumen v = 1,000 ml und Messung bei 340 nm einer
Starke-Konzentration von 0,6 mg/l Probelésung (bei v = 0,100 ml
entsprechend 6 mg/I Probeldsung).

Die Nachweisgrenze von 1,2 mg/I ergibt sich aus der Extinktionsdifferenz
von 0,020 (gemessen bei 340 nm) und dem maximalen Probevolumen v =
1,000 ml.

Hinweis: Nach Vorbereitung der Probe mit DMSO und HCI betrdgt das
maximal einzusetzende Probevolumen 0,200 ml (s. Pkt 8.1).

4. Linearitat

Linearitdt der Bestimmung ist gegeben von 1,2 ug Starke/Ansatz (1,2 mg
Stérke/l Probeldsung; Probevolumen 1,000 ml) bis 70 ug Stérke/Ansatz
(0,7 g Starke/| Probelésung; Probevolumen v = 0,100 ml).

Hinweis: Nach Vorbereitung der Probe mit DMSO und HCI betrdgt das
maximal einzusetzende Probevolumen 0,200 ml (s. Pkt. 8.1).
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5. Prazision

Bei einer Doppelbestimmung, ausgehend von einer Probeldsung, ist 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 Stérke-Konzentration von ca.
6-10 mg/l. (Ist bei der Vorbereitung der Probe eine Verdiinnung vorgenom-
men worden, ist mit dem Verdliinnungsfaktor F zu multiplizieren. Bei einer
Einwaage von 1 g Probe/100 ml = 10 g/l sind die zu erwartende Unter-
schiede ca. 0,06-0,1 g/100 g.)

In der Literatur sind folgende Daten veroffentlicht:

Starke:

21,4 ng/Test n=18 VK =1,60 %

53,5 ng/Test n=18 VK=10,51 %

85,6 ng/Test n=16 VK=1,73% (Lit. 1.2)

Fleischwurst:
x=1,3g/100 g r =0,170 g/100 g

S =1 0,060 g/100 g
R=0,217g/100 g

SR~ + 0,077 g/100 g
Kinder-Zwieback:
X=4359g/100g r =233g/100g
R=8,429/100g
Weitere Daten s. Literatur

Sm==10829/100g
sr=* 2,97 g/100 g
(Lit. 2.6)

6. Erkennen von Stérungen

6.1 Ist die Umsetzung von D-Glucose nach enzymatischer Hydrolyse von
Starke nach der unter “Bestimmungsansatz” angegebenen Zeit beendet,
so kann im allgemeinen auf einen stérungsfreien Ablauf geschlossen
werden.

6.2 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 fiur den stérungsfreien Ablauf der Bestimmung.

Ein Nachstart der Reaktion mit “I6slicher* Stérke ist nicht mdglich, da nach
Anderung der Reaktionsbedingungen von pH 46 auf pH 76
(“Umpufferung*) Starke nicht mehr gespalten wird.

6.3 Grobe Fehler beim Testansatz und Stérungen der Bestimmung durch
Inhaltsstoffe der Probe kdnnen auch erkannt werden, wenn aus einer
Probelésung eine Doppelbestimmung mit verschiedenen Probevolumina
(zB. 0,100 ml und 0,200 ml) ausgefiihrt wird: Die gemessenen
Extinktionsdifferenzen mulssen den eingesetzten Probevolumina
proportional sein.

Bei der Analytik fester Proben wird die Einwdgung verschiedener
Mengen (z.B. 1g und 2g) in 100 mI-Messkolben empfohlen. Bei gleichen
Probevolumina flir die Testansdtze muss Proportionalitdt zwischen
Extinktionsdifferenz und Einwaage gegeben sein.

6.4 Stérungen der Bestimmung durch Inhaltsstoffe der Probe konnen
weiterhin durch Mitfiihren eines internen Standards erkannt werden:
Neben Probe-, Leerwert- und Standardansatz wird ein weiterer Ansatz
mit Probe- und Testkontroll-L6sung analysiert. Aus den ermittelten
Extinktionsdifferenzen wird die Wiederfindung berechnet.

6.5 Verluste wéhrend der Vorbereitung der Probe kénnen durch Wieder-
findungsversuche erkannt werden: Die Probe wird mit und ohne
zugesetztem Standardmaterial vorbereitet und anschliessend gemessen.
Der Zusatz muss (innerhalb des Analysenfehlers) quantitativ wieder-
gefunden werden.

7. Gefahrlichkeit der Reagenzien

Die Reagenzien zur Bestimmung von Starke (nach Lésen mit DMSO/HCI
oder Autoklavieren, bzw. nach alkalischer oder saurer Hydrolyse) sind keine
gefahrlichen Stoffe oder Zubereitungen im Sinne der Gefahrstoffverord-
nung, des Chemikaliengesetzes oder der EG-Richtlinie 67/548/EWG und
deren Anderungs- und Anpassungsrichtlinien. Die beim Umgang mit Che-
mikalien Gblichen Vorsichtsmassnahmen sollten jedoch beachtet werden.
Nach Gebrauch kdnnen die Reagenzien unter Beachtung der ortlichen
Vorschriften zum Abwasser gegeben werden. Das Verpackungsmaterial
kann dem Recycling zugefiihrt werden.

8. Hinweise zur Vorbereitung der Proben

8.1 Losen von Stirke mit Dimethylsulfoxid (DMSO0) und Salzsaure
(Starkepraparate, Mehle, Backwaren, Frikadellen und sonstige Fleisch-Erze-
ugnisse, Milchprodukte, Margarine, Tierfutter, u. 4.).

Starke oder stérkehaltige Proben miissen vor der Bestimmung vorbehandelt
und Starke in eine lésliche Form uberfiihrt werden. Wegen der einfachen
Handhabung wird die Verwendung von Dimethylsulfoxid (DMSQO) und
Salzsaure empfohlen:

Die Probe ggf. in einer Pulvermiihle, einem Homogenisator, o. 4. fein



zerkleinern. Bei festen Proben diese danach durch ein Sieb von 0,2 mm
lichter Maschenweite geben. 100 mg bis 1 g zerkleinerter Probe, die bis zu
70 mg Starke enthalt, in einen 100 ml Erlenmeyerkolben genau einwégen.
20 ml Dimethylsulfoxid und 5 ml Salzséure (8 M) hinzufligen. (Bei fetthalti-
gen Proben empfiehlt sich erst die DMSO-Zugabe, bei fettfreien bzw. fettar-
men Proben dagegen erst die HCI-Zugabe.) Kolben z.B. mit Parafilm
verschliessen und 30 min (gelegentlich 60 min, z.B. wenn Paniermehl zur
Herstellung von Frikadellen verwendet wurde) im Wasserbad bei 60°C inku-
bieren (Schittelwasserbad oder beheizbarer Magnetriihrer; es ist darauf zu
achten, dass keine Verklumpung eintritt; ggf. mit Glasstab zerdriicken).

Rasch auf 20-25°C abkihlen, ca. 50 ml Wasser zugeben und mit Natron-
lauge (6 M; 1 M zur Feineinstellung) unter kréaftigem Schiitteln auf pH 4-5
einstellen (nicht héher, mit pH-Meter kontrollieren). Mischung in einen
100 ml-Messkolben tberfliihren, mit Wasser nachspiilen und bis zur Marke
auffillen. Lésung, wenn noétig, filtrieren (Filterpapier vorher mit siedend
heissem bidest. Wasser waschen). Alternativ zur Filtration kann man den
Messkolben einige Minuten stehen lassen und die Probelésung vom oberen
Teil der Flissigkeit mit einer Kolbenhubpipette nehmen. Eine Zentrifugation
kann nicht empfohlen werden, da wegen der Ausfallung von Starke zu nied-
rige Ergebnisse erhalten werden.

Sofort 0,100 ml (max. 0,200 ml) unverdiinnt zum Test einsetzen
(Probe und Probeleerwert).

AEgtarke = (E2-E1dprobe = (E2-E1)probeleerwert

Unter den angegebenen Bedingungen wird aus Starke keine D-Glucose
freigesetzt.

Hinweis: Unter den Bedingungen des Lésens von Stdrke mit DMSO und
Salzsédure wird Saccharose vollstdndig, werden Lactose und Maltose zu ca.
10% in die Monosaccharide gespalten. D-Fructose wird bis zu ca. 60% abge-
baut (Lit. 1.2). Aus diesem Grund dient die Extinktionsdifferenz des Probe-
Leerwertes ausschliesslich zum Abzug von der Extinktionsdifferenz des Probe-
Ansatzes bei der Berechnung von Stérke (und nicht zur Berechnung des D-
Glucose- und D-Fructose-Gehaltes).

Zur Vereinfachung der Vorbereitung der Probe kann auch wie folgt vorge-
gangen werden (Lit. 3.8):

Nach Behandlung mit DMSO und HCI Lésung auf 20-25°C bringen, 5 ml
NaOH (8 M) zusetzen, in 100 ml-Messkolben tberfiihren und mit Citrat-
Puffer (0,112 M; pH 4; hergestellt durch Mischen von Citronenséureldsung
(0,112 M) und Natriumcitratlésung (0,112 M)), nachsptilen und Messkolben
bis zur Marke aufflllen. (Eine pH-Wert-Einstellung ist damit nicht mehr
erforderlich.)

Hinweis: Dimethylsulfoxid, DMSO (nicht zu verwechseln mit dem sehr
giftigen Dimethylsulfat), ist ein schwach wassergefdhrdender Stoff. Die LD50
oral rat betrdgt 14,5 g/kg. Die Berihrung mit Haut und Augen ist zu vermeiden.

8.2 Alkalischer und enzymatischer Aufschluss von Stirke (Lit. 2.4,
3.4-3.6)

Als Starke werden alle a-Glucane bezeichnet, welche in Ethanol (40% v/v)
unléslich sind und durch Amyloglucosidase zu D-Glucose abgebaut werden.
Unter Starkeabbauprodukten versteht man Maltodextrine, Glucose- und
Starke-Sirup und teilweise Dextrine, die in Ethanol (40% v/v) l6slich sind und
die ebenfalls durch Amyloglucosidase zu D-Glucose abgebaut werden.

Das Probematerial wird zur Entfernung von Zucker und Starkeabbau-pro-
dukten mit Ethanol (40% v/v) gewaschen, der Rickstand wird mit
Natronlauge aufgeschlossen und die Starke mit Amyloglucosidase zu
D-Glucose abgebaut.

Reagenzien

Ethanol (40% v/v),

Natronlauge, 0,5 M,

Amyloglucosidase (AGS)-Lésung (10 mg Lyophilisat, entsprechend 60 U,
Best.-Nr. 11 202 332, bzw. 11 202 367, vor Gebrauch in 1 ml bidest. Wasser
l6sen)

Acetat-Puffer pH 4,6 (70 ml NaOH, 0,5 M, mit 950 ml bidest. Wasser
verdiinnen und mit Eisessig auf pH 4,6 einstellen) (Nur zur Bestimmung der
Stéarkeabbauprodukte)

Probematerial, das bis zu 100 mg Stérke enthélt, in ein Zentrifugenglas
genau einwédgen, mit 50 ml Ethanol (40% v/v) versetzen und bei 20-25°C
20 min rihren. Magnetrihrer im Zentrifugenglas belassen und 5 min mit
Laborzentrifuge zentrifugieren. Uberstand mit Wasserstrahlpumpe und
Pasteurpipette vorsichtig absaugen und zur Bestimmung der l6slichen
Starkeabbauprodukte und von freier D-Glucose verwenden. Rickstand
noch mindestens zweimal mit je 25 ml Ethanol (40% v/v) durch Aufriihren
waschen und zentrifugieren. Uberstand jeweils absaugen und mit vorherigem
Uberstand vereinigen.

Riickstand mit 50 ml NaOH (0,5 M) versetzen und 30 min im Wasserbad bei
60°C rihren. pH-Wert der Lésung mit Eisessig (mind. 96%) auf 4,6-4,8
einstellen. Anschliessend 1 ml AGS-Lésung zugeben und weitere 30 min
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unter Rihren inkubieren. Losung auf 20-25°C abkiihlen lassen, in 100 ml-
Messkolben tberflihren, mit Wasser nachsptilen, Messkolben bis zur Marke
mit Wasser auffiillen und mischen. Lésung, wenn nétig, filtrieren.

Filtrat zur Bestimmung von D-Glucose einsetzen (s. unten) und
Ergebnis als Stéirke berechnen.

Zur Bestimmung der Stérkeabbauprodukte die gesammelten Extrakte am
Rotationsverdampfer bis zum Auftreten einer Triibung einengen. Lésung in
100 ml-Messkolben Uberfiihren, mit Acetat-Puffer pH 4,6 nachspilen und
Messkolben bis zur Marke auffiillen.

Die Duchfiihrung der Bestimmung der Starkehydrolyseprodukte erfolgt wie
bei "Bestimmungsansatz” beschrieben (Probeleerwert und Probe). Die
Berechnung der gesamten Starkeabbauprodukte (ohne “freie D-Glucose”)
kann als “Starke” erfolgen.

Der Anteil an “freier D-Glucose” kann, wie unten beschrieben, bestimmt
werden (siehe auch Pkt. 10).

Bestimmung von D-Glucose’

In Kiivetten pipettieren Leerwert Probe
Lésung 2 aus TC-Starke 1,000 ml 1,000 ml
Probelésung - 0,100 ml
bidest. Wasser 2,000 ml 1,900 ml

mischen, nach ca. 3 min Extinktionen der L6sungen messen (E;). Reaktion
starten durch Zugabe von

Suspension 3 aus TC-Starke 0,020 ml 0,020 ml

mischen, Stillstand der Reaktion abwarten (ca. 10-15 min) und Extinktionen
der Losungen messen (E,).

Falls die Reaktion nach 15 min nicht zum Stillstand gekommen ist, Extink-
tionen weiter in 2 min-Abstdnden messen, bis konstante Extinktionszu-
nahme pro 2 min erreicht ist.

Wurden bei E, konstante Extinktionszunahmen festgestellt, werden die
Extinktionen auf die Zeit der Zugabe von Suspension 3 (HK/G6P-DH)
extrapoliert.

Fir Leerwert und Probe Extinktionsdifferenzen (E,-E;) berechnen.
Extinktionsdifferenz des Leerwertes von Extinktionsdifferenz der Probe
abziehen. Man erhalt AEgisrke bw. freie D-Glucose

AEStéirke bzw. freie D-Glucose™ (EZ'E1)Probe - (EZ'E1]LeenNen
Es ergibt sich fur Starke:

3,020 x 162,1 4,895 "
c= X AEsgtare = X AEgyarke [g Starke/I
€ x 1,00 x 0,100 x 1000 Probelésung]
fir freie D-Glucose:
3,020 x 180,16 5,441
c= X AEfreie = X AEfreie D-Glucose
€% 1,00 x 0,100 x 1000 D-Glucose € [g freie D-Glucose/| Probe-

16sung]

8.3 Saure Hydrolyse von Stérke (Lit. 2.3)
Reagenzien
Ethanol (40% v/v), Salzsaure, 32% (m/m), Natronlauge, 5 M

a) Pulverférmige (trockene) Probematerialien

Probe, die bis zu 70 mg Stérke enthélt, in ein Zentrifugenglas genau einwa-
gen und dreimal mit je 15 ml Ethanol (40% v/v) fir jeweils 20 min unter
Ruihren extrahieren. Anschliessend jeweils mit Laborzentrifuge zentrifugie-
ren und Uberstand absaugen. Den Rickstand mit 10 ml Salzséure (1 Teil
HCI, 329%; m/m mit 2 Teilen Wasser verdiinnt) versetzen und 60 min im Was-
serbad bei 60°C rihren. Die Losung quantitativ in ein 100 ml-Becherglas
Uberspiilen, mit etwas Wasser nachsptlilen und pH-Wert der Lésung mit
NaOH (5 M) auf 4,5 einstellen. Die Flussigkeit in einen 100 ml-Messkolben
Uberspiilen. Messkolben mit Wasser bis zu Marke auffiillen, mischen.
Lésung, wenn nétig, filtrieren.

b) Wasserhaltige Proben

Probe, die bis zu 70 mg Starke enthalt, in ein Zentrifugenglas genau ein-
wégen. Mit 10 ml Ethanol (96% v/v) unter Riihren extrahieren, mit Laborzen-
trifuge zentrifugieren. Weiterverfahren wie unter a) beschrieben (ein-
schliesslich dreimaliger Extraktion mit je 15 ml Ethanol (40% v/v)).

Die Durchfithrung der Bestimmung von Stérke erfolgt wie bei “Bes-
timmungsansatz“ beschrieben (Reagenzien-Leerwert und Probe).

AEStéirke= (EZ'E1)Probe - (EZ'EljReagenzienleenNert

6  Zu beziehen von Roche Applied Science
7  Die Bestimmung von D-Glucose kann auch durchgefiihrt werden mit Test-Combination

D-Glucose, Cat. No. 10 716251 035

8.4 Autoklav-Verfahren zum Aufschluss von Stérke



Reagenzien

Acetat-Puffer (2 M; pH 4,8: 120 ml Essigsdure und 164 g wasserfreies
Natrium-acetat werden zu 1 | gel6st)

Amyloglucosidase gAGS)-Lésung (10 mg Lyophilisat, entsprechend 60 U,
Best.-Nr. 1202 3325, bzw. 1202 367°%, vor Gebrauch in 1 ml bidest. Wasser
l6sen)

Proben, die freie D-Glucose oder Oligo-glucoside enthalten, werden wie bei
8.2 und 8.3 beschrieben mit Ethanol gewaschen.

Probe, die bis zu 70 mg Starke enthalt, in einen 100 mI-Erlenmeyerkolben
genau einwégen, 25 ml Wasser hinzufiigen, mit dem Bunsenbrenner erhit-
zen und 3 min kochen. Anschliessend Erlenmeyerkolben mit Alumi-niumfo-
lie verschliessen und 1 Stunde bei 130°C und 1,8 kg X cm2 autoklavieren.
Zur Losung nach Abktihlen auf 20-25°C 2,5 ml Acetat-Puffer, 22,5 ml Wasser
und 5 ml AGS-Lésung geben. Anschliessend im Wasserbad mit Schittel-
einrichtung 2 Stunden bei 60°C inkubieren. Danach Inhalt des Erlenmeyer-
Kolbens in einen 100 mI-Messkolben (iberfiihren, mit Wasser nachspiilen
und Messkolben mit Wasser bis zur Marke auffllen.

Die Durchfithrung der Bestimmung der Stirke erfolgt wie bei “Bes-
timmungsansatz“ beschrieben (Reagenzien-Leerwert und Probe).

AEStérke: (EZ'E1)Probe - (EZ'E1)ReagenzienleenNert

9. Gleichzeitige Anwesenheit von Mono- oder Oligosacchariden

Enthalt die Probe freie D-Glucose bzw. Saccharose (die durch den DMSO/
HCI-Aufschluss gespalten wird), so ist die Probelésung nach Behandlung
der Probe mit DMSO und HCI (gem. Pkt. 8.1) in einem weiteren Reaktion-
sansatz ohne Inkubation mit Amyloglucosidase zu messen (Probeleerwert
und Probe-Ansatz).

Die gemessene Extinktionsdifferenz (E;-E{)proheleerwert iSt vOn der
Extinktionsdifferenz der Probe abzuziehen.

AE = (E2-E1Dprobe - (E2-E1dprobeleerwert
Das Mitfiithren eines Reagenzien-Leerwertes kann entfallen.

Bei Anwesenheit von Maltose oder deren Homologen muss stets die Alko-
hol-Extraktion vorgenommen werden, da Maltose unter den Bedingungen
des Loésens von Starke mit DMSO und HCI teilweise hydrolysiert und eben-
falls von Amyloglucosidase gespalten wird.

Von der ggf zerkleinerten und gesiebten Analysenprobe, deren
Wassergehalt zu bestimmen ist und der nicht tber 20% betrégt (wasser-
reichere Proben vorher trocknen), 100 mg bis 1 g (enthaltend bis zu 70 mg
Stédrke) genau in einen 100 ml Zentrifugenbecher einwégen. Die Probe drei-
mal mit je 10 ml Ethanol, 40% (v/v), waschen und zentrifugieren. Den Uber-
stand filtrieren, Filtrat verwerfen. Den Rickstand aus dem
Zentrifugenbecher und vom Filter quantitativ mit 4 x 5 ml Dimethylsulfoxid
in einen 100 ml Erlenmeyer-Kolben (berfihren, 5 ml Salzsdure (8 M)
hinzuftigen und wie bei Pkt. 8.1. weiterverfahren.

In diesem Fall kann die gesonderte Probeleerwert-Bestimmung ent-
fallen, hingegen ist der Reagenzien-Leerwert zu bestimmen.

AE = (E2-Eprobe - (EZ'E1)ReagenzienIeenNel1

10. Bestimmung von Stéirke-Partialhydrolysaten

a) Dextrine in Bier

Bei der Bestimmung von Dextrinen in Bier ist der Probeaufschluss mit Di-
methylsulfoxid nicht erforderlich. Die Probelésung kann mit einem Probevo-
lumen von 0,100 ml (ggf. bis zu 1,000 ml) direkt zum Test eingesetzt werden:
Probeleerwert und Probe.

Die Berechnung der Dextrin-Konzentration erfolgt nach Abzug ggf.
vorhandener freier D-Glucose (= Probeleerwert) als Stérke.

AEDextrin = (EZ'E1)Probe - (EZ'E1)ProbeIeerwer1

AEfreie D-Glucose = (EZ'E1)Probeleerwert - (EZ'E1)ReagenzienIeenNer1

b) Losungen, die Starkepartialhydrolysate enthalten

Die Bestimmung erfolgt wie bei der Bestimmung von Dextrin in Bier ange-
geben. Die Losungen werden geméss der Verdiinnungstabelle verdiinnt, so
dass die Konzentration an Oligoglucosiden bis zu 0,4 g/I (Messung bei 340,
Hg 334 nm), bzw. 0,7 g/l (Messung bei Hg 365 nm) betragt. (Anséatze Probe
und Probeleerwert ausfiihren). Fir die Bestimmung von D-Glucose Lésung
verdiinnen, so dass die Konzentration an D-Glucose bis zu 0,4 g/I (Messung
bei 340, Hg 334 nm), bzw. bis zu 0,7 g/I (Messung bei Hg 365 nm) betragt.
(Ansatze Probeleerwert und Reagenzienleerwert ausfiihren.)

c) “Glucosesirup“ in Fruchtsiften
In der Regel enthalten Fruchtsdfte im Vergleich zur Konzentration an
Glucosesirup  (Starke) erhebliche Uberschiisse an D-Glucose. Zur

W@

Bestimmung wird mit der Probelésung direkt - also ohne Aufschluss mit
Dimethylsulfoxid - die Starkebestimmung gemass “Bestimmungsansatz”
ausgefiihrt (=Starkeprobe). Die Hydrolyse der Starkeprobe mit Amylo-
glucosidase erfolgt 30 min bei 25-25°C. In einem weiteren Ansatz wird
die D-Glucose ohne Amyloglucosidase bestimmt (D-Glucose-Probe,
entspricht Probeleerwert bei der Starkebestimmung).

AEGIucosesirup* = (EZ'E1)Stérkeprobe - (EZ'E1)Probeleen/ven

Ist das Verhéltnis D-Glucose zu Glucosesirup grosser als z.B. 10 : 1, so ist die
Prézision der Bestimmung von Glucosesirup beeintrachtigt. Zur Erzielung
einer hoheren Prézision der Messung muss daher die D-Glucose in der
Probelésung vor der eigentlichen Bestimmung weitgehend entfernt werden.

In Gegenwart von Glucose-Oxidase (GOD) und Luftsauerstoff wird D-Glucose
zu D-Gluconat oxidiert:

D-Glucose + H,0 + O, D-Gluconat + H,0,
Wasserstoffperoxid wird durch Katalase zerstort:

Katalase
2 H,0, 2 H;0F 03

Reagenzien

Glucose-Oxidase (GOD) aus Aspergillus niger, 200 U/mg (25°C; D-Glucose
als Substrat); Amyfase und B-Fructosidase je < 0,01%

Katalase

Triethanolamin-hydrochlorid

MgS0, x 7 H,0

NaOH, 4 M

Herstellung der Lésungen fiir 10 Bestimmungen

Enzymlésung:

5 mg (2 ca. 1000 U) GOD mit 0,750 ml bidest. Wasser l6sen, 325 KU
Katalase (aus Rinderleber; 25°C, H,0, als Substrat) zugeben, mischen.

Pufferlésung:

5,6 g Triethanolamin-hydrochlorid und 0,1 g MgSO, x 7 H,0 mit 80 ml
Wasser losen, mit Natronlauge (4 M) auf pH 76 einstellen und mit Wasser
auf 100 ml auffillen.

Stabilitat der Losungen

Die Enzymldsung ist taglich vor Gebrauch frisch herzustellen.
Die Pufferlosung ist bei 2-8°C 4 Wochen haltbar.

Durchfiihrung der D-Glucose-Oxidation

In 10 ml-Messkolben pipettieren

Pufferlésung 2,000 ml
Probeldsung (mit ca. 1% D-Glucose) 5,000 ml
Enzymldsung 0,100 ml

1 Stunde lang Luft (Oy) durch die Mischung leiten, wahrend der Oxidation
pH-Wert mit Indikatorpapier iiberpriifen und ggf. mit NaOH die geb-
ildete Séaure neutralisieren.

Zur Inaktivierung der Enzyme GOD und Katalase Messkolben 15 min in
siedendes Wasser stellen, abktihlen lassen und mit Wasser bis zur Marke
auffillen. Mischen, ggf. filtrieren. Die klare Lésung zur Bestimmung von
Glucosesirup und Rest-D-Glucose einsetzen.

d) “Starkesirup“ in Konfitiire mit hohem Saccharosegehalt

Zur Bestimmung von Starkesirup neben extrem hohen Saccharose-
konzentrationen wird empfohlen, die homogenisierte Probe gemass den
Aufschlussbedingungen mit  Dimethylsulfoxid/Salzsdure vorzubereiten
(s. Pkt. 8.1).

Hierbei wird die in der Probe enthaltene Saccharose vollstandig zu D-Glucose
und D-Fructose gespalten. Die bei dieser Vorbereitung der Probe
entstehende Gberschiissige D-Glucose sollte - um eine bessere Prézision zu
erzielen - weitgehend entfernt werden, wie unter Pkt. 10 b angegeben.

Zur Testdurchfiihrung kénnen bis zu 5 g Probe eingewégt werden.

Die Bestimmung erfolgt wie unter “Bestimmungsansatz” angegeben: Ansé-
tze Probeleerwert und Probe ausflhren.

AEStéirkesirup = [EZ'El)Probe - (EZ'E1)Probeleerwert

* Glucosesirup als Stérke berechnet

11. Bestimmung von modifizierter Starke

Modifizierte Stérke, z.B. phosphorylierte oder auch oxidierte Starke, ist in
begrenztem Umfang bestimmbar. Bis zu einem Modifizierungsgrad von 1%



(wenn also 1% der im Starkemolekil enthaltenen D-Glucosebausteine
derivatisiert sind) hydrolysiert die Amyloglucosidase die modifizierte Starke.
Die freigesetzte D-Glucose kann in Gblicher Weise gemessen werden. Die
derivatisierten D-Glucosebausteine werden hingegen nicht umgesetzt.

Modifizierte Starke mit einem hoéheren Modifizierungsgrad wird von der
Amyloglucosidase nicht mehr als spaltbares Substrat erkannt.
12. Weitere Anwendungsmadglichkeiten

Die Methode ist auch anwendbar bei der Untersuchung von Papier (s. Lit.
2.2) und in der Forschung bei der Analytik biologischer Proben. Zu Proben-
ahme, Behandlung und Stabilit4t der Probe s. Literatur 1.1 und 1.4

Weitere Hinweise siehe Arbeitsanleitungen zu

Test-Combination D-Glucose Best. Nr. 10 716 251 035
Test-Combination D-Glucose/D-Fructose Best. Nr. 10 139 106 035
Test-Combination Maltose/Saccharose/

D-Glucose Best. Nr. 11 113 950 035
Test-Combination  Saccharose/D-Glucose Best. Nr. 10 139 041 035
Test-Combination Saccharose/

D-Glucose/D-Fructose Best. Nr. 10 716 260 035
Test-Combination D-Sorbit/Xylit Best. Nr. 10 670 057 035
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