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UV-Test zur Bestimmung von nativer Starke in Lebensmitteln und anderen Probenmaterialien

Test-Kombination fir 50 Bestimmungen

Art. Nr. E8100
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Nur fiir den Laborgebrauch
Lagerungbei2 - 8 °C

1. Testprinzip
Das Enzym Amyloglucosidase (AGS) spaltet Starke zu D-Glucose:
Starke + (n-1) H,O — AGcs— n D-Glucose

D-Glucose wird in Gegenwart des Enzyms Hexokinase (HK) mit ATP
zu D-Glucose-6-Phosphat (G-6-P) phosphoryliert, wobei gleichzeitig
ADP entsteht:

D-Glucose + ATP — HK — D-Glucose-6-Phosphat + ADP

In Gegenwart einer Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH)
wird D-Glucose-6-Phosphat zu D-Gluconat-6-Phosphat oxidiert:

G-6-P + NAD* — GeP-DH — D-Gluconat-6-Phosphat + NADH + H*
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NAD) wird dabei zu NADH reduziert.

Die gebildete NADH-Menge ist proportional zur gebildeten
D-Glucose-Menge und wird bei 340 nm gemessen.

2. Reagenzien

2.1. Inhalt & Zusammensetzung

Der Test ist fur eine manuelle und automatisierte Abarbeitung
geeignet. Die Reagenzien reichen bei manueller Abarbeitung fur
50 Bestimmungen. Die Anzahl der Bestimmungen bei automatisierter
Abarbeitung ist um ein Vielfaches erhoht, jedoch Gerate-abhangig.

e Reagenz 1: 2 x 50 ml mit Puffer, AGS, ATP, NAD

e Reagenz 2: 2 x 12,5 ml mit Puffer, HK, G6P-DH

2.2. Reagenzienvorbereitung

Die Reagenzien sind gebrauchsfertig und miissen vor dem Gebrauch
auf Raumtemperatur (20 - 25 °C) gebracht werden. Komponenten
nicht zwischen Kits verschiedener Chargen austauschen.

2.3. Lagerung & Haltbarkeit

Die Reagenzien sind bei sachgerechter Handhabung auch nach dem
Offnen bei 2 - 8 °C bis zum Monatsende der angegebenen Haltbarkeit
stabil (siehe Etikett). Reagenzien nicht einfrieren.

2.4. Sicherheit & Entsorgung

Die Ublichen VorsichtsmalRnahmen beim Umgang mit Chemikalien
sind zu beachten. Nicht verschlucken sowie Beriihrung mit Haut und
Schleimhauten vermeiden.

Sicherheitshinweise zu den enthaltenen Komponenten sind den
jeweiligen Sicherheitsdatenblattern (SDS) zu entnehmen. Nach
Gebrauch koénnen die Reagenzien mit dem Laborabfall entsorgt und
das Verpackungsmaterial dem Recycling zugefiihrt werden.

3. Probenvorbereitung

e Die Probenvorbereitung fur die manuelle und die automatisierte
Testdurchflihrung ist identisch.

e Wichtig: Die Probe muss sequenziell aufgearbeitet werden. Das
bedeutet, die Extraktion darf an keinem Punkt unterbrochen

werden.

e 50 - 500 mg einer homogenisierten Probe (maximaler
Gesamtstarkegehalt 50 mg) in einen 50 ml-Erlenmeyerkolben
einwiegen.

e 5 mL HCI 32 % zugegeben und 2 - 3 min rihren. AnschlieRend
15 mL DMSO zugeben, den Erlenmeyerkolben mit Parafilm
verschlieflen und mindestens 60 min bei 60 °C riihren.

e Zigig auf 20 - 25 °C abkihlen, in einen 50 ml-Messkolben
Uberfuhren und 5 ml 8 M NaOH hinzuftigen.

e Mit 0,1 M Citratpuffer, pH 4,0, spiilen und auf 50 ml auffillen.

e Die Probeldsung vor der Bestimmung fir 15 min bei 50 - 55 °C
inkubieren.
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4. Testdurchfiihrung

Wellenlange: 340 nm

Temperatur: 20 - 37 °C (wahrend der Messung)
Messung: gegen Luft (ohne Kivette) oder Wasser
Messbereich: 10 - 1000 mgl/l

Wichtig: Probe vor der Messung 15 min bei 50 - 55 °C
inkubieren.

Reagenzleerwert Probe / Kontrolle

Reagenz 1 2000 pl 2000 pl
Probe / Kontrolle - 100 pl
Dest. Wasser 100 pl -

Mischen, 10 min bei 20 - 37 °C inkubieren. Extinktion E4 messen,
dann Zugabe von:

Reagenz 2 500 pl 500 pl

Mischen, 10 min bei 20 - 37 °C inkubieren und Extinktion E;
messen.

Der Reagenzleerwert muss bei jedem Lauf einmalig mitbestimmt und
von jedem Probenergebnis abgezogen werden.

5. Berechnung der Ergebnisse
5.1. Berechnung bei Probelésungen

5.1.1. Gesamtkonzentration Stéirke
AE = (Ez-df X E1)probe - (E2 - df X Eq)rw

df: Dilution factor (Reagenzverdiinnungsfaktor)
RLW: Reagenzleerwert

Probenvolumen + R1
df = = 0,808
Testvolumen

Eine Erh6hung des Probenvolumens (bis max. 1000 pl) bei unveranderten Reagenzvolumina
erfordert Umrechnung des Reagenzverdiinnungsfaktors (df).

(V x MG x AE)

C i Nl = ——— == = 0,669 x AE
Gesamtstarke [g ] (8 x d XV X 1000) [l
V: Testvolumen Basisapplikation [ml] =2,600
MG:  Molekulargewicht [g/mol] =162,14
d: Schichtdicke [cm] =1,00
Vi Probevolumen [ml] =0,100
€ Extinktionskoeffizient NADH [I/mmol x cm] =6,3 (bei 340 nm)

5.1.2. Berechnung der tatsdchlichen Stdrkekonzentration

Das Ergebnis des Tests E8100 umfasst zusatzlich die Mengen an
Maltose, D-Glucose, deren Oligomere und Derivate sowie
Saccharose, die in der Probe vorhanden sein kénnten.

Es wird mit dem Molekulargewicht der Starkemonomere
(162,14 g/mol) berechnet und als Gesamtstérke bezeichnet.

Zur Ermittlung der tatsachlichen Starkekonzentration muss die
Summe der Zucker (Maltose, D-Glucose, deren Oligomere und
Derivate sowie Saccharose) mit dem Enzytec™  Liquid
Maltose/Sucrose/D-Glucose Assay (E8170) bestimmt werden.

Das Ergebnis wird als Gesamtmaltose (342,3 g/mol) ausgedriickt und
zur Differenzierung von der Gesamtstdrke abgezogen:

CStérke [g/I] = CGesamtstérke E8100 — 0,95 x CGesamtmaltose E8170

Dabei ist darauf zu achten, dass zur Konzentrationsbestimmung der
Gesamtstarke und der  Gesamtmaltose die gleichen
Verdinnungsfaktoren verwendet werden. Ggf. sind diese nach den
individuellen Extraktionen anzupassen.
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5.2. Berechnung bei Feststoffen

Cstarke [/l Probeldsung]
Einwaagepose in g/l Probeldsung

Gehaltsane [9/100 g] = 100

5.3. Kontrollen & Akzeptanzkriterien

Kontroll- oder Referenzproben sollten zur Qualitatskontrolle bei jedem
Lauf mitgefiihrt werden. Hierfir empfehlen wir ein kommerziell
erhéltliches Starkematerial mit bekannter Reinheit und Wassergehalt.
Die Wiederfindung von reinen Starkekontrollldsungen sollte bei 100 £
5 % und bei extrahierten Proben innerhalb 100 + 10 % liegen.

6. Leistungsdaten

6.1. Spezifitiat & Nebenaktivitdten

Die Amyloglucosidase hydrolysiert a-1,4- und a-1,6-glykosidische
Bindungen. Diese kommen sowohl in Starke (Amylose und
Amylopektin) als auch in Polysacchariden wie Dextrin, Glykogen
sowie in Glucosyl-Oligosacchariden vor. Maltose, Maltodextrin und
Glucose weisen eine Nebenaktivitat von tber 90 % auf (Saccharose
52 %). Die enthaltene Hexokinase ist spezifisch fuir D-Glucose.
Probenlésungen, die Saccharose, Maltose, freie D-Glucose und
andere Oligosaccharide enthalten, muissen separat mit dem
Enzytec™ Liquid Maltose/Sucrose/D-Glucose (E8170) bestimmt
werden. Der erhaltene Gesamtmaltosegehalt muss vom
Gesamtergebnis abgezogen werden.

6.2. Interferenzen

Schwefeldioxid und  Ascorbinsaure interferieren ab einer
Konzentration > 2 g/l und Zitronensaure ab einer Konzentration > 50

gll.

6.3. Linearitit, Messbereich & Sensitivitat

Linearitat ist bis 1000 mg/l Gesamtstarke gegeben, wobei der
empfohlene Messbereich zwischen 10 und 1000 mg/I liegt.

Die Nachweisgrenze (LoD) wurde nach der Methode DIN
32645:2008-11 in gepufferter wassriger Losung fur ein
Probenvolumen von v = 100 ul ermittelt. Hieraus ergibt sich ein LoD
von 3,0 mg/l. Die Bestimmungsgrenze (LoQ) wurde durch ein
Prazisionsprofil ermittelt und betragt 10,0 mg/l.

Die geringste Extinktionsdifferenz, die das Verfahren unterscheiden
kann, betragt AE = 0,005. Fur ein Probenvolumen von v = 1000 pl
ergibt sich ein LoD von 0,09 mg/L. Auf Basis von AE = 0,010 wurde
ein LoQ von 0,18 mg/L errechnet.
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7. Unterstiitzende Dokumente
Auf Anfrage bieten wir Ihnen folgende Dokumente:

e Enzytec™ Liquid Validierungsberichte

e Enzytec™ Liquid Probenvorbereitungshandbuch

e Enzytec™ Liquid Excel-Auswertevorlagen

e Enzytec™ Liquid Troubleshooting-Handbuch
Sicherheitsdatenblatter (SDS) und Analysenzertifikate (CoA) sind in
digitaler Form unter folgendem Link erhaltlich
https://eifu.r-biopharm.com/

8. Dienstleistungen & technischer Support
Auf Anfrage bieten wir Ihnen folgende Leistungen:
Kundenspezifisches Troubleshooting

Daten- & Ergebnisanalyse

Kunden-Workshops & Webinare
Automatisierung: applikativer Support und technischer Service

9. Haftungsausschluss

Diese Angaben entsprechen dem heutigen Stand unserer Kenntnisse
und sollen Gber unsere Produkte und deren
Anwendungsmaoglichkeiten informieren. Sie haben somit nicht die
Bedeutung, bestimmte Eigenschaften der Produkte oder deren
Eignung fir einen konkreten Einsatzzweck zuzusichern. R-Biopharm
Ubernimmt keine Gewahrleistung, auRer fir die standardisierte
Qualitat der Reagenzien. Defekte Produkte werden ersetzt. Fur
daruber hinaus gehende direkte, indirekte Schaden oder sonstige
Kosten im Zusammenhang mit der Nutzung der Produkte haftet
R-Biopharm nicht.




