Saccharose/D-Glucose

UV-Test
zur Bestimmung von Saccharose und D-Glucose in Lebens-
mitteln und anderen Probematerialien

Best. Nr. 10 139 041 035
Test-Combination fir je 22 Bestimmungen

BOEHRINGER MANNHEIM / R-BIOPHARM
Enzymatische BioAnalytik / Lebensmittelanalytik

Lagern bei 2-8°C

Nur zur Verwendung in der Lebensmittelhygiene.

Methoden-Empfehlungen und standardisierte Verfahren siehe unter Literatur
(A2,B2,C2,D2)

Prinzip (Lit. A 1)

Es wird der D-Glucose-Gehalt vor und nach enzymatischer Hydrolyse der
Saccharose bestimmt.

D-Glucosebestimmung vor Inversion:

Das Enzym Hexokinase (HK) katalysiert bei pH 7,6 die Phosphorylierung von
D-Glucose mit Adenosin-5'-triphosphat (ATP) unter gleichzeitiger Bildung
von Adenosin-5'-diphosphat (ADP) (1).

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

Das entstehende D-Glucose-6-phosphat (G-6-P) wird von Nicotinamid-adenin-
dinucleotid-phosphat (NADP) in Gegenwart von Glucose-6-phosphat-Dehydro-
genase (G6P-DH) spezifisch zu D-Gluconat-6-phosphat oxidiert, wobei
reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (NADPH) entsteht (2).

. GeP-DH +
(2) G-6-P + NADPT™ ———— D-Gluconat-6-phosphat + NADPH + H
Die wéhrend der Reaktion gebildete NADPH-Menge ist der D-Glucose-
Menge aquivalent und wird aufgrund ihrer Absorption bei 334, 340 oder
365 nm bestimmt.

Enzymatische Inversion:
Saccharose wird durch das Enzym B-Fructosidase (Invertase) bei pH 4,6 zu
D-Glucose und D-Fructose hydrolysiert (3).

-Fructosidase
(3) Saccharose + H,0 B% D-Glucose + D-Fructose
Die D-Glucose-Bestimmung nach Inversion (Gesamt-D-Glucose) erfolgt
nach dem o.g. Prinzip.
Aus der Differenz der D-Glucose-Konzentrationen vor und nach
enzymatischer Inversion wird der Gehalt an Saccharose berechnet.

Die Test-Combination enthélt

1. Flasche 1 mit ca. 7,2 g Pulvergemisch; zusammengesetzt aus:
Triethanolamin-Puffer, pH ca. 76; NADP, ca. 110 mg; ATP, ca. 260 mg;
Magnesiumsulfat

2. Flasche 2 mit ca. 1,1 ml Suspension, zusammengesetzt aus:

Hexokinase, ca. 320 U; Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, ca. 160 U

3. Flasche 3 mit ca. 0,5 g Lyophilisat, zusammengesetzt aus:

Citratpuffer, pH ca. 4,6; B-Fructosidase, ca. 720 U

4. Flasche 4 mit Saccharose-Testkontroll-Substanz zur Testkontrolle (Die
Messung der Testkontroll-Substanz ist nicht erforderlich zur Berechnung
von Ergebnissen.) Verwendbar bis: s. Packungsetikett.

5. Flasche 5 mit D-Glucose-Testkontroll-Lésung zur Testkontrolle (Die
Messung der Testkontroll-Lésung ist nicht erforderlich zur Berechnung
von Ergebnissen.) Die Testkontroll-Lésung enthélt keine Saccharose, da
diese in wassriger Losung nicht ausreichend stabil ist. Testkontroll-
Losung unverdinnt verwenden. (Verwendbar bis: s. Packungsetikett).

Herstellung der Lésungen

1. Inhalt der Flasche 1 mit 45 ml bidest. Wasser |6sen.

2. Inhalt der Flasche 2 unverdiinnt verwenden.

3. Inhalt der Flasche 3 mit 10 ml bidest. Wasser losen.

Stabilitat der Reagenzien

Der Inhalt der Flaschen 1, 2 und 3 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).
Losung 1 ist bei 2-8°C 4 Wochen, bei —15 bis —25°C 2 Monate haltbar.
Losung 1 vor Gebrauch auf 20-25°C bringen.

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.

Bestimmungsansatz

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

Temperatur: 20-25°C

Testvolumen: 3,020 ml

Messung gegen Luft (im Strahlengang keine Kiivette) oder gegen Wasser
Probelésung:  4-150 pug Saccharose + D-Glucose/Testansatz® (in 0,100-1,800
bzw. 2,000 ml Probevolumen)
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In Kavetten Leerwert Saccharose- Leerwert D-Glucose-

pipettieren Saccharose- Probe D-Glucose- Probe
Probe Probe

Lésung 3* 0,200 ml 0,200 ml - -

Probelésung** - 0,100 ml - 0,100 ml

mischen*, mindestens 15 min bei 20-25°C bzw. mindestens 5 min bei 37°C
(Losung 3 vor Pipettierung auf 37°C bringen) stehen lassen. Zugabe von

1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml
1,800 ml 1,700 ml 2,000 ml 1,900 ml

Lésung 1
bidest. Wasser

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

Suspension 2 0,020 ml 0,020 ml I 0,020 ml 0,020 ml

mischen***, Stillstand der Reaktion abwarten (ca. 10-15 min) und Extinktionen
der Lésungen messen (Ej).

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

*  Loésung 3 und Probeldsung jeweils auf den Boden der Kiivette pipettieren, durch Schiitteln
mischen. Bei Verwendung eines Rihrspatels diesen erst unmittelbar vor der Extinktions-
messung E; aus der Kiivette 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
(Warenzeichen der American Can Company, Greenwich, Ct., USA)

Wurden konstante Extinktionszunahmen festgestellt, werden die Extinktionen
E, auf die Zeit der Zugabe von Suspension 2 (HK/G6P-DH) extrapoliert.
Fir Leerwerte und Proben Extinktionsdifferenzen (E,-E;) berechnen. Extink-
tionsdifferenzen der Leerwerte von Extinktionsdifferenz der zugehorigen
Proben abziehen.
AE = (E2-E1Dprobe- (E2-Ei)Leerwert

Die Differenz von AEgegamt-D-Glucose (@US Saccharose-Probe) und AEp_giucose
(aus D-Glucose-Probe) ergibt AEgaccharose-
Die gemessenen Extinktionsdifferenzen sollten zur Erzielung eines ausreichend
prazisen Ergebnisses in der Regel mindestens 0,100 Extinktionseinheiten
betragen (s. “Hinweise zur Testdurchfiihrung” und “Empfindlichkeit und
Nachweisgrenze”, Pkt. 4).
Berechnung
Nach der allgemeinen Berechnungsformel fiir die Bestimmung der
Konzentration gilt:

V x MG

c =_ =  xAE[g/l
exd xvx 1000 [o/1]

V = Testvolumen [ml]

v = Probevolumen [ml]

MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz [g/mol]
d = Schichtdicke [cm]
e = Extinktionskoeffizient von NADPH bei:
340 nm=6,3 [l x mmol”! x cm™]
Hg 365 nm =35 [I x mmol™! x cm™]
Hg 334 nm = 6,18 [| x mmol”! x cm™]
Hieraus ergibt sich fiir Saccharose:
3,020 x 342,3

= X
€ x 1,00 x 0,100 x 1000

10,34
Saccharose = ——— X AESaccharose
[g Saccharose/I Probelésung]

fir D-Glucose:
_ 3020x 180,16
€ % 1,00 x 0,100 x 1000

5,441

X AED—Glucose
[g D-Glucose/I Probeldsung]

% AEp _Glucose =

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.
Anstelle von Glaskiivetten sind auch handelstibliche Einwegkuivetten geeignet.

S. Hinweise zur Testdurchfiihrung
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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 eingewagt werden, wird das Analysenergebnis auf die Einwaage
bezogen:

Csaccharose [9/1 Probeldsung]

Gehaltsagoharose = Einwaageprope in 9/ Probelosung < 100 [9/100 g]

CD-Glucose [9/! Probeldsung]

Gehaltp_gucose = x 100 [g/100 g]

Einwaagep,pe in g/I Probeldsung

1. Hinweise zur Testdurchfiihrung

Im Testansatz muss die Menge an Saccharose + D-Glucose zwischen 8 pg
und 150 p.g (Messung bei 365 nm) bzw. 4 g und 80 g (Messung bei 340,
334 nm) betragen. Zur Erzielung einer ausreichend hohen Extinktions-
differenz ist die Probeldsung soweit zu verdlinnen, dass die Saccharose- +
D-Glucose-Konzentration zwischen 0,10 und 1,5 g/l bzw. 0,05 und 0,8 g/I
liegt.

Verdiinnungstabelle

Geschatzte Menge an Verdiinnung Verdlinnungs-

Saccharose + D-Glucose im Liter mit Wasser faktor F
Messung bei
340 oder 334 nm 365 nm

<08g <15g 1
0,8-8,0g 1,5-15,0 g 1+ 9 10
8,0-80g 15,0-150 g 1+ 99 100
>80g >150g 14999 1000

Ist die gemessene Extinktionsdifferenz (AE) zu klein (z.B. < 0,100), so ist die
Probeldsung erneut herzustellen (hohere Einwaage oder weniger starke
Verdiinnung), oder das in die Kiivette zu pipettierende Probevolumen (v) ist
bis auf 2,000 ml zu erhéhen (D-Glucose-Probe), bzw. bis auf 1,800 ml zu
erhohen (Saccharose-Probe). In diesem Fall ist das Volumen der hinzuzufti-
genden Wassermenge entsprechend zu verringern, so dass in den Ansétzen
fir Probe und Leerwert das gleiche Testvolumen vorliegt. Das gednderte
Probevolumen v ist in der Berechnungsformel entsprechend einzusetzen.

Ist die geschétzte Saccharosekonzentration geringer als 0,2 g/l, so kann die
im Testschema angegebene Inkubationszeit bei der Einwirkung von (-
Fructosidase auf Saccharose von 15 min auf 5 min herabgesetzt werden.

2. Technische Hinweise

Ist das Verhaltnis D-Glucose : Saccharose grosser als z.B. 10:1, ist die Prazi-
sion der Bestimmung von Saccharose beeintrachtigt. Es sollte zur Verbesse-
rung der Prazision bei der Bestimmung der Saccharose der Uberschuss an
D-Glucose mit Glucose-Oxidase/Katalase weitgehend zerstdrt werden. Man
verfahrt wie am Beispiel “Honig” unter Pkt. 11 ausgefihrt.

3. Spezifitit der Bestimmung

B-Fructosidase spaltet die B-fructosidische Bindung in Saccharose und
anderen Glycosiden. Enthélt die Probe nur Saccharose, so wird diese
spezifisch (ber D-Glucose gemessen. Auch in Anwesenheit von Fructo-
sanen kann Saccharose spezifisch gemessen werden, wenn nach enzyma-
tischer Hydrolyse mit B-Fructosidase D-Glucose und D-Fructose bestimmt
werden und das Verhéltnis dieser Monosaccharide 1:1 betragt. Uberwiegt
der D-Fructose-Anteil, so sind 2 B-Fructosane in der Probe enthalten.

Die Bestimmung der D-Glucose (und der D-Fructose bei zusétzlicher Ver-
wendung des Enzyms Phosphoglucose-lsomerase, PGI) ist spezifisch.

Bei der Analyse der Reinsubstanz Saccharose sind Ergebnisse von 100% zu
erwarten; bei der Analyse der Reinsubstanzen D-Glucose, wasserfrei (Mol-
masse 180,16) bzw. D-Glucosemonohydrat (Molmasse 198,17) sind Ergeb-
nisse von unter 100% zu erwarten, da die Substanzen feuchtigkeits-
empfindlich sind.

4. Empfindlichkeit und Nachweisgrenze

Die geringste Extinktionsdifferenz, die das Verfahren unterscheiden kann,
betragt bei der Bestimmung von D-Glucose 0,005 Extinktionseinheiten. Das
entspricht bei einem maximal einzusetzenden Probevolumen v = 2,000 ml und
Messung bei 340 nm einer D-Glucose-Konzentration von 0,2 mg/I Probelésung
(bei v= 0,100 ml entsprechend 4 mg/I Probeldsung).

Die Nachweisgrenze von 0,4 mg D-Glucose/| ergibt sich aus der Extinktions-
differenz von 0,010 (gemessen bei 340 nm) und dem maximalen Probevolumen
v =2,000 ml.

Bei der Bestimmung der Saccharose (bei Anwesenheit von D-Glucose in der
Probe) betragt die geringste Extinktionsdifferenz, die das Verfahren unter-
scheiden kann, 0,010 Extinktionseinheiten. Das entspricht bei einem maximal
einzusetzenden Probevolumen v = 1,800 ml und Messung bei 340 nm einer
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Saccharose-Konzentration von 1
entsprechend 15 mg/I Probeldsung).
Die Nachweisgrenze von 2 mg Saccharose/| ergibt sich aus der Extinktions-
differenz von 0,020 (gemessen bei 340 nm) und dem maximalen Probevolu-
men v= 1,800 ml.

mg/l Probelésung (bei v = 0,100 ml

5. Linearitit

Linearitdt der Bestimmung ist gegeben von ca. 4 g Saccharose + D-Glucose/
Ansatz (2 mg Saccharose + D-Glucose/l Probelésung; Probevolumen v =
1,800 ml) und 150 p.g Saccharose + D-Glucose/Ansatz (1,5 g Saccharose +
D-Glucose/I Probeldsung; 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 D-Glucose-Konzentra-
tion von ca. 4-8 mg/l. (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 ca. 0,04-0,08 g/100 g.)

Bei einer Doppelbestimmung von Saccharose (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 Saccharose-Konzentration von ca. 15-25 mg/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/I sind die zu erwartenden Unterschiede ca. 0,15-0,25 g/100 g.)

In der Literatur sind folgende Daten veroffentlicht:

Fruchtsaft:
Saccharose: 1 =19 +0,0383 X (Cgaccharose in 9/1) g/
R =33 +0061 X (Csaccharose N 9/N g/l (Lit. A 2.6)
D-Glucose: r =042 +0,027 X (Cp_Glucose IN 9/D g/
R =10 +0042 x (cp_glucosein 9/l g/l
D-Fructose: r =0,15 +0,033 X (Cp_fryctose iN 9/1) g/l
R =1,05 +0,0452 x (Cp_fryctose iN 9/ g/l (Lit. D 2.9)
Flissigvollei:
D-Glucose: x=044g/100g r =0,0739/100g sg ==*0,026g/100g
R =01069/100g s ==0037g/100g
D-Fructose: x=6,72g/100g r =0,5879/100g sy =+ 0,207 g/100 g
R =0,748g/100g sg)==*0,2649/100g
Saccharose: x=4332g/100g r =1,722g/100g s; =+1,0339/100g
R =4,2680/100g sg=115019/100g
Weitere Daten: s. Literatur (Lit. B 2.4)
Wein:
r =0,056 X x;

R=0,12 + 0,076 X,

= D-Glucose- bzw. D-Fructose-Gehalt in g/I (Lit. D 2.17, 2.18)

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 fiur den stérungsfreien Ablauf der Bestimmung.

Ein Nachstart der Reaktion mit Saccharose ist nicht mdglich, da nach
Anderung der Reaktionsbedingungen von pH 4,6 auf pH 76 (“Umpufferung”)
Saccharose 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
(z.B. 0,700 ml und 0,200 ml) ausgeftihrt wird: Die gemessenen Extink-
tionsdifferenzen mussen den eingesetzten Probevolumina proportional
sein.

Die Verwendung von “einfachen” und “doppelten” Probevolumina bei der
Doppelbestimmung ist die einfachste Mdglichkeit der Testkontrolle bei der
Messung von Saccharose.

Bei der Analytik fester Proben wird die Einwdgung verschiedener
Mengen (z.B. 1 g und 2 g) in 100 ml-Messkolben empfohlen. Bei glei-
chen Probevolumina fiir die Testansdtze muss Proportionalitit zwischen
Extinktionsdifferenz und Einwaage gegeben sein.

74 Storungen der Bestimmung durch Inhaltsstoffe der Probe kénnen wei-
terhin durch Mitfihren eines internen Standards erkannt werden: Neben
Probe-, Leerwert- und Standardansatz wird ein weiterer Ansatz mit
Probe- und Testkontroll-Lésung analysiert. Aus den ermittelten Extink-
tionsdifferenzen wird die Wiederfindung berechnet.

75 Verluste wahrend 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 wiedergefun-
den werden.

8. Gefahrlichkeit der Reagenzien

Die Reagenzien zur Bestimmung von Saccharose und D-Glucose sind keine
geféhrlichen 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.

9. Allgemeine Hinweise zur Vorbereitung der Proben

Fliissige, klare, farblose und annidhernd neutrale Proben direkt, nach
Verdiinnen geméss Verdlinnungstabelle oder mit einem Probevolumen bis
2,000 ml (D-Glucose) bzw. 1,800 ml (Saccharose) zum Test einsetzen;

triibe Losungen filtrieren;

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

saure Proben mit Kalilauge oder Natronlauge auf ca. pH 8 einstellen; (Bes-
timmung von D-Glucose);

saure und schwach gefarbte Proben mit Kalilauge oder Natronlauge auf
ca. pH 8 einstellen und ca. 15 min stehen lassen (Bestimmung von D-Glucose);
“starker gefarbte” Proben (falls erforderlich auf ca. pH 8 eingestellt)
gegen Probeleerwert (= Puffer bzw. bidest. Wasser + Probe) messen (Pho-
tometer mit Probeleerwert im Strahlengang auf 0,000 einstellen);

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

feste und halbfeste Proben zerkleinern oder homogenisieren, mit Wasser
extrahieren bzw. l16sen, wenn nétig filtrieren; ggf. Tribstoffe und Farbstoffe
mit Carrez-Reagenzien (s. u.) entfernen;

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

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

Carrez-Klarung:

Geeignete Probemenge in einen 100 ml-Messkolben genau einwégen, ca.
60 ml bidest. Wasser hinzufiigen. Fliissige Probe in einen 100 ml-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)g] x 3 H,0/100 ml) und 5 ml Carrez-lI-Lésung (Zinksulfat,
250 mM = 720 g ZnSO, x 7 H,0/100 ml) sorgféltig dosieren. Mit Natron-
lauge (0,1 M; z.B. 10 ml) pH 75-8,5 einstellen. Nach jeder Zugabe kréftig
mischen, Messkolben mit Wasser bis zur Marke aufftillen, mischen und fil-
trieren.

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

10. Anwendungsbeispiele

Bestimmung von Saccharose und D-Glucose in Fruchtsiften und
ahnlichen Getrinken

Tribe Safte filtrieren (alternativ mit Carrez-Reagenzien klaren) und soweit
verdiinnen, dass die Saccharose- + D-Glucose-Konzentration etwa 0,1 bis
1,5 g/l betragen. Die verdiinnte Probelésung kann zum Test eingesetzt
werden, auch wenn diese gefarbt ist. Nur stark gefarbte Safte missen
vorher entfarbt werden, wenn sie aufgrund ihrer geringen Saccharose- + D-
Glucose-Konzentration unverdiinnt zum Test eingesetzt werden. In diesem
Fall verfahrt man wie folgt: 10 ml Saft und 0,1 g Polyamidpulver oder Poly-
vinylpolypyrrolidon mischen, 1 min rihren und filtrieren. Klare, leicht
gefarbte Losung zum Test einsetzen.

Bestimmung von Saccharose und D-Glucose in Wein
Wein wie unter ,"Fruchtséfte” angegeben vorbehandeln. Auch stark gefarbte
Stidweine brauchen nicht entfarbt zu werden (s. auch Pkt. 11).

Bestimmung von Saccharose und D-Glucose in Bier

Etwa 5-10 ml Bier im Becherglas ca. 30 s mit einem Glasstab zur Entfernung
der Kohlensaure rithren oder durch Faltenfilter filtrieren. Die weitgehend
CO,-freie Probe kann unverdiinnt zum Test eingesetzt werden.
Bestimmung von Saccharose in gezuckerter Kondensmilch und
Speiseeis

Ca. 1 g Probe in einen 100 mI-Messkolben genau einwagen, etwa 60 ml
Wasser hinzufiigen und 15 min bei ca. 70°C halten. Kolben gelegentlich
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umschwenken. Zur Klarung 5 ml Carrez-I-Lésung (3,60 g Kaliumhexacyano-
ferrat(ID), K,[Fe(CN)g] x 3 H,0/100 ml), 5 ml Carrez-ll-Lésung (7,20 g Zink-
sulfat, ZnSO, x 7 H,0/100 ml) und 10 ml NaOH (0,1 M) hinzufiigen, nach
jeder Zugabe mischen, auf 20-25°C bringen und mit Wasser bis zur Marke
auffullen, filtrieren. Klare, evtl. leicht opaleszente Lésung zum Test einsetzen,
entsprechend Verdiinnungstabelle vorher verdiinnen.

Bestimmung von Saccharose und D-Glucose in Konfitiire

Etwa 10 g Konfitlire im Mixer homogenisieren. Ca. 0,5 g der homogeni-sier-
ten Konfitlire in einen 100 ml-Messkolben genau einwégen, mit Wasser
mischen und bis zur Marke auffillen. Uber ein schnell filtrierendes Faltenfil-
ter filtrieren. Die ersten 5 ml des Filtrats verwerfen. Klares Filtrat, ggf. geméss
Verdiinnungstabelle verdiinnt, zum Test einsetzen.

Bestimmung von Saccharose in Schokolade

Etwa 1 g fein geraspelte Schokolade in einen 100 ml-Messkolben genau
einwagen, ca. 70 ml Wasser hinzufligen und im Wasserbad 20 min bei 60-
65°C erhitzen. Gelegentlich umschutteln. Nach vollstandigem Suspendieren
der Schokolade auf 20-25°C abkuihlen und Messkolben mit Wasser bis zur
Marke auffiillen. Zur Abscheidung des Fettes mindestens 20 min im
Kihischrank stehen lassen. Die kalte Losung durch ein mit der Lésung
angefeuchtetes Filterpapier filtrieren. Die ersten ml des Filtrats verwerfen.
Klares Filtrat, ggf. geméss Verdiinnungstabelle verdiinnt, zum Test einsetzen.
Alternativ kann auch mit Carrez-Reagenzien geklart werden (s. Pkt. 9).

Bestimmung von Saccharose und D-Glucose in (Rost)-Kaffee

Ca. 1 g gemahlenen Kaffee in 100 ml-Messkolben mit etwa 60 ml heissem
Wasser (90°C) tbergiessen, 5 min mit Magnetrihrer rihren. Auf 20-25°C
abkiihlen und Magneten entfernen. Zur Abtrennung von Farbstoffen mit
Carrez-Reagenzien kléren wie bei ,,gezuckerter Kondensmilch und Speise-
eis" beschrieben (s. oben). Klares, evtl. noch schwach geféarbtes Filtrat zum
Test einsetzen: v = 0,100 ml bei Rohkaffee, v = 0,500 ml bei Rostkaffee
(geédndertes Probevolumen bei der Berechnung beriicksichtigen).

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

Bestimmung von Saccharose und D-Glucose in Honig

Honig mit einem Spatel gut umrihren. Von dickflissigem (oder kristallisier-
tem) Honig etwa 10 g entnehmen, im Becherglas 15 min bei ca. 60°C erhit-
zen und gelegentlich mit Spatel rithren (diinnfliissiger Honig braucht nicht
erhitzt zu werden). Honig abkiihlen lassen. Etwa 1 g der dinnfliissigen
Probe in einen 100 ml-Messkolben genau einwégen. Mit zunéchst wenig
Wasser losen, dann bis zur Marke auffllen.

a) D-Glucose-Bestimmung

Die 1%ige Honiglésung im Verhaltnis 1:10 (1 + 9) verdiinnen und zum Test
einsetzen.

b) Saccharose-Bestimmung

Liegt der zu erwartende Gehalt an Saccharose im Honig zwischen 5 und
10%, so wird die 1%ige Loésung im Verhéltnis 1:3 (1 + 2) verdiinnt und zum
Test eingesetzt.

Liegt der zu erwartende Gehalt an Saccharose im Honig zwischen 0,5 und
5%, so ist vor der Bestimmung der Saccharose eine weitgehende Zerstérung
der im Uberschuss vorliegenden D-Glucose notwendig, ansonsten ist die
Prazision der Messung von Saccharose beeintrachtigt. In Gegenwart von
Glucose-Oxidase (GOD) und Luft-Sauerstoff wird D-Glucose zu D-Gluconat
oxidiert:

GOD

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

Katalase
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
MgSO, x 7 H,0, NaOH, 4 M

Herstellung der Lésungen fiir 10 Bestimmungen

Enzymlésung:

5 mg (£ ca. 1000 U) GOD mit 0,750 ml bidest. Wasser losen, 325 KU Kata-
lase (aus Rinderleber; 25°C, H,0, als Substrat) zugeben, mischen.
Pufferlosung:

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

Stabilitat der Losungen
Die Enzyml6sung ist taglich frisch herzustellen.
Die Pufferlosung 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
Probelésung (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 tberpriiffen und ggf. mit NaOH die
gebildete Séaure neutralisieren.

Zur Inaktivierung der Enzyme GOD und Katalase Messkolben 15 min in
siedendes Wasser stellen, abkiihlen lassen und mit Wasser bis zur Marke
auffillen. Mischen, ggf. filtrieren. 0,500 ml der klaren Lésung zur
Saccharose-Bestimmung einsetzen. Im Parallel-Ansatz Rest-D-Glucose bes-
timmen und wie Ublich bei der Berechnung bertcksichtigen.

12. Weitere Anwendungsmaglichkeiten

Die Methode ist auch anwendbar bei der Untersuchung von Pharmazeutika,
Tabak (Lit. B 3.7), Papier (Lit. A 2.2) und in der Forschung bei der Analytik
biologischer Proben.

Bestimmung von Saccharose und D-Glucose in Fermentations-
proben und Zellkulturmedien

Analysenprobe, ggf. nach Zentrifugation, zum Abstoppen enzymatischer
Vorgénge 15 min in Wasserbad (80°C) stellen und anschliessend zentrifugie-
ren. Uberstand, ggf. geméss Verdiinnungstabelle verdiinnt, zur Bestimmung
einsetzen. (Alternativ kann auch eine Enteiweissung mittels Carrez-Losun-
gen erfolgen. Siehe die oben beschriebenen Anwendungsbeispiele.)
Gallertartige Agar-Medien mit Wasser homogenisieren und wie oben bes-
chrieben weiter behandeln.
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D-Glucose-Testkontroll-Losung (Flasche 5)

Konzentration*: siehe Flaschenetikett

D-Glucose-Testkontroll-Lésung ist eine stabilisierte wassrige Lésung von D-
Glucose. Sie dient als Testkontroll-Lésung fiir die enzymatische Bestimmung
von D-Glucose in Lebensmitteln und anderen Probematerialien.

Anwendung:

1. Zusatz der D-Glucose-Testkontroll-Lésung zum Ansatz D-Glucose-Probe:
Die Testkontroll-Lésung wird anstelle der Probelésung zur Bestimmung
eingesetzt.

2. “Quantitativer Nachstart”:

Nach Ablauf der Reaktion mit Probeldsung und Messung von E, werden
0,050 ml der Testkontroll-Lésung zum Probeansatz gegeben. Nach Ablauf
der Reaktion (ca. 15 min) wird die Extinktion E3 gemessen. Aus der Dif-
ferenz (Es-E,) wird nach der allgemeinen Berechnungsformel die Konz-
entration von D-Glucose berechnet. Hierbei ist das geédnderte Ge-
samtvolumen zu berlcksichtigen. Wegen der Verdiinnung des Tes-
tansatzes durch die Zugabe der Testkontroll-Lésung weicht das Ergebnis
geringfligig von der Angabe des Flaschenetiketts ab.

3. Interner Standard:
Zur Priifung auf richtige und stérungsfreie Durchftihrung der Bestim-
mung von D-Glucose (keine groben Fehler bei Testansatz; Probe ist frei
von Hemmsubstanzen) kann die Testkontroll-L6sung als interner Stan-
dard verwendet werden:

r-biopharm EB

In Klvetten Leerwert Probe Standard Probe +
pipettieren Standard
Lésung 1 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml
Probeldsung - 0,100 ml - 0,050 ml
Testkontroll-Lsg. - - 0,100 ml 0,050 ml
bidest. Wasser 2,000 ml 1,900 mi 1,900 mi 1,900 mi

mischen, nach ca. 3 min Extinktionen der Lésungen messen (E;). Weiter
verfahren wie im Arbeitsschema bei “Bestimmungsansatz” angegeben. Die
entsprechenden Fussnoten und “Hinweise zur Testdurchfiihrung” sind zu
beachten.

Die Wiederfindung des Standards berechnet sich nach:

2% AEProbe + Standard ~ AEProbe
AEStandard

Wiederfindung = X 100 [%)]

Hinweis:
Eine wassrige Losung von Saccharose ist nicht stabil. Deshalb enthalt die
Test-Combination keine Saccharose-Testkontroll-Lésung.

* Als wasserfreie D-Glucose angeben

Roche)
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Hinweis
zur Test-Combination Saccharose/D-Glucose

Diese Packung enthélt eine Saccharose-Testkontroll-Substanz (s. Flasche 4).
Sie kann zur Herstellung einer Testkontroll-L6sung verwendet werden
(Konzentration z.B. 1 g/1), die anstelle der im Pipettierschema angegebenen
Probeldsung in die Kivette pipettiert wird (v = 0,100 ml).

Die Testkontroll-Substanz kann ausser zur oben genannten Testkontrolle
auch zur Durchfiihrung des “Schweizerischen Saccharose-Tests®, der zur
Uberpriifung der Arbeitstechnik dient, verwendet werden.

Schweizerischer Saccharose-Test

Es wird eine Testkontroll-Lésung hergestellt und die Konzentration enzyma-
tisch bestimmt. Die Resultate erlauben die Beurteilung von Richtigkeit und
Prazision.

Reagenzien

Lésungen gemass Arbeitsanleitung der Test-Combination herstellen.
Probelésung (Testkontroll-Lésung)

1,6 g Saccharose auf 0,1 mg genau einwdgen (= Einwaage), im Messkolben
mit bidest. Wasser 16sen, auf 1000 ml auffiillen und griindlich mischen.
Durchfiihrung

Einzelheiten zur Durchfiihrung und Berechnung der Konzentrationen sind
der Arbeitsanleitung in der Test-Combination zu entnehmen.

Fur Leerwert 2 Ansatze, fir Probe 6 Anséatze ausfiihren.

Pipettierschema
In Kiivetten Leerwerte Probe
pipettieren
1. 2. 1. 2. 3. 4. 5. 6.

Ansatz | Ansatz | Ansatz | Ansatz | Ansatz | Ansatz | Ansatz | Ansatz
Lésung 3* 0,200ml | 0,200ml | 0,200ml | 0,200ml | 0,200ml | 0,200ml | 0,200ml | 0,200ml
Probelésung* - - 0,100ml | 0,100ml | 0,100ml | 0,100ml | 0,100mI | 0,100ml
mischen**, 15 min bei 20-25°C inkubieren. Zugabe von
Losung 1 1,000ml | 1,000ml | 1,000ml | 1,000ml | 1,000ml | 1,000mI { 1,000mI | 1,000ml
bidest. Wasser | 1,800ml | 1,800ml| 1,700ml | 1,700ml | 1,700ml | 1,700ml | 1,700ml | 1,700ml

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

Suspension 2 | 0,020ml |0,020m| | 0,020m| | 0,020ml | 0,020ml |0,020m|| 0,020ml | 0,020ml

mischen, 15 min bei 20-25°C stehen lassen und Extinktionen E, der Ldsungen messen.

* Auf den Boden der Kiivette pipettieren.

**Durch vorsichtiges Schwenken mischen. Bei Verwendung eines Plastikspatels (,Pliimper®)
diesen erst unmittelbar vor der Extinktionsmessung E; aus der Kiivette nehmen.

Messwerte

E:

E,:

E,-E;:

Mittelwert Leerwert -
Extinktionsdifferenzen:

<

(E2 - E1) probe -

E> - E1) Mittelwert Leerwerte = AE:
Berechnung

Fir jeden Bestimmungsansatz Extinktionsdifferenzen (E, - E;) berechnen.
Von den einzelnen Extinktionsdifferenzen der Proben den Mittelwert der
Extinktionsdifferenzen der Leerwerte abziehen. Es resultiert daraus:

AE/\nsatz 1 AEAnsatz VAERERE ' AEAnsatz 6

Daraus ergibt sich die Konzentration an Saccharose in g/I:

3 V x MG AE
= Eexdxvxi000 (AFAnsazi2...., 6

3,020 x 342,3 AE
€x 1,00 % 0,100 X 1000 -~ AMSatz12.......6

10,34
c= € x AE/-\nsatz],z ....... 6

Csaccharose (@/1): | | | | | |

R-BIOPHARM AG
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Telefon + 49 61 51 /81 02-0
Fax +496151/8102-20
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Von den 6 Resultaten ¢4, Cy, . . . . .. , Cg Mittelwert ¢ und Standardabwe-

ichung s berechnen.

Mittelwert cgaccharose (€ ): g/l

Standardabweichung s: g/l

Berechnung der mittleren Ausbeute A und deren Standardabweichung sp:
(c) [g/N x 100 x 100 y
Einwaage [g/I] - 9/100g
s¢ [g/11 x 100 x 100

sp= = = g/100 g

Einwaage [g/I]

Bewertung der Standardabweichung
Standardabweichung sy = 0,79 g/100g:

Die Prézision der Bestimmung ist einwandfrei.

Standardabweichung s > 0,79 g/100 g:

Die Standardabweichung s ist zu gross. Die Ursache dafiir ist entweder bei
der Verwendung ungeeigneter Gerate (Photometer, Kiivetten, Pipetten) oder
bei deren falscher Anwendung zu sehen. Es sind Massnahmen zu ergreifen,
um diese Schwierigkeiten zu beseitigen (z.B. Kontrolle von Photometer,
Kavetten und Pipetten).

Bewertung der Ausbeute

Abweichung der mittleren Ausbeute (A) von der theoretischen Ausbeute

(4100 g/100 g) = AA

AA=1100-A1= 0,42 g/100 g:

Die Richtigkeit der Bestimmung ist einwandfrei.

AA=1100-A1=0,43 bis 1,42 g/100 g:

Systematische Fehler sind nachgewiesen, die aber aufgrund der

Spezifikation der meisten Photometer akzeptiert werden miissen.

AA=1100-A1> 1,42 g/100 g:

Die Abweichung der mittleren Ausbeute von der theoretischen Ausbeute ist

zu gross. Die Ursache ist ebenfalls entweder bei der Verwendung ungee-

igneter Gerate (Waage, Photometer, Kiivetten, Pipetten) oder bei deren

falscher Anwendung zu sehen. Es sind Massnahmen zu ergreifen, um diese

Schwierigkeiten zu beseitigen (s.0.).
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Ebenso verfiigbar:

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/D-Fructose,
Best.Nr. 10 716 260 035

Test-Combination Sorbit/ Xylit, Best. Nr. 10 670 057 035
Test-Combination Stérke, Best. Nr. 10 207 748 035



