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Untersuchung von Starke und Starkeerzeugnissen
Bestimmung von D-Glucose und D-Fructose

in derselben Untersuchungsprobe 1
Enzymatisches Verfahren
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Analysis of starch and starch products; determination of D-glucose and D-fructose on the

same test portion; enzymic method

Analyse de I'amidon, des fécules et des dérivés; détermination de la D-glucose et de la

D-fructose dans la méme prise d’essai; méthode enzymatique

1 Zweck und Anwendungsbereich

Diese Norm legt ein enzymatisches Verfahren zur Bestim-
mung des Gehalts an D-Glucose und D-Fructose in der-
selben Untersuchungsprobe fest. Das Verfahren ist bei
Starkehydrolysenprodukten, wie Glucosesirup und Stérke-
zucker, anwendbar.

2 Mitgeltende Normen
DIN 10306 Starke und Starkeerzeugnisse; Probenahme

3 Grundlage des Verfahrens

D-Glucose und D-Fructose werden durch das Enzym Hexo-
kinase mit Adenosin-5-triphosphat (ATP) zu Glucose-6-
phosphat und Fructose-6-phosphat phosphoryliert. In
Gegenwart des Enzyms Glucose-6-phosphat-Dehydroge-
nase wird Glucose-6-phosphat von Nicotinamid-adenin-
dinucleotidphosphat (NADP) zu Gluconat-6-phosphat oxi-
diert. Dabei entsteht reduziertes Nicotinamid-adenin-di-
nucleotidphosphat (NADPH).

Die wahrend der Reaktion gebildete NADPH-Menge ist der
Glucosemenge dquivalent. NADPH zeigtin waBriger Lésung
ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlangevon 340 nm.

Nach der Bestimmung des Glucosegehalts wirdFructose-6-
phosphatdurchdas Enzym Glucose-6-phosphat-lsomerase
in Glucosg-6-phosphat iibergefiihrt. Glucose-6-phosphat
reagiert wiederum mit NADP unter Bildung von Gluconat-
6-phosphat und NADPH. Die wihrend der Reaktion gebil-
dete NADPH-Menge ist der Fructosemenge &quivalent.

4 Kurzbeschreibung

Eine waBrige Losung der Untersuchungsprobe wird zu-
ndchst mit einem Reagenzgemisch und anschlieBend nach-
einander mit verschiedenen Enzymen versetzt. Gemessen
werden jeweils die Extinktionen vor Beginn und nach Ab-
schluB der enzymatischen Reaktionen. Der Gehalt der Pro-
benlésung an D-Glucose und D-Fructose wird aus den Ex-
tinktionsdifferenzen errechnet.

5 Probenahme
Nach DIN 10 306

6 Chemikalien

Es sind analysenreine Chemikalien und frisch bidestilliertes
Wasser zu verwenden,

6.1
6.2
6.3
6.4
6.5

6.6 Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat,
NADP - NaoH

Tridthanolamin-hydrochlorid
Natriumcarbonat, Na,CO3
Magnesiumsulfat, MgSQ, - 7H,0
Natriumhydrogencarbonat, NaHCO3
Adeno‘sin-5’-triphosphat, ATP-NagH; - 3H,0

6.7 Hexokinase (EC 2.7.1.1) mit einer Aktivitat von etwa
140U/mg (Konzentration 4 mg/ml) 1)

6.8 Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (EC1.1.1.49) mit
einer Aktivitadt von etwa 350 U/mg (Konzentration 2 mg/ml) 1)

6.9 Glucose-6-phosphat-lIsomerase (EC 5.3.1.9) mit einer
Aktivitat von etwa 350 U/mg (Konzentration 2mg/ml) 1)

6.10 Triathanolamin-Pufferlésung

11,2g Tridthanolamin-hydrochlorid, 1,3g Natriumcarbonat
und 0,2 g Magnesiumsulfat werden in 200 ml Wasser gel&st.
DieLdsungist bei einer Temperaturvon4 °C 4 Wochenlang
haltbar.

6.11 Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat-
Losung (oxydierte Form)

0,050 g Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat werden
in 5ml Wasser geldst. Die Losung ist bei einer Temperatur

von 4 °C 4 Wochen lang haltbar.

6.12 Adenosin-5'-triphosphat-Lésung

0,250 g Adenosin-5-triphosphat werden in 5ml Natrium-
hydrogencarbonat-Ldsung (50 g NaHCO3/1000 ml) gelést.
Die Ldsungist bei einer Temperatur von 4 °C 4 Wochen lang
haltbar.

1) Auf Empfehlung der International Union of Biochemistry

(lUB)-Commission of Enzymes (CE) von 1972 wird die
Enzymaktivitédt z. Z. noch inInternationalen Einheiten (U)
angegeben. 1U ist die Enzymaktivitat, die bei einer Tem-
peraturvon 25 °C unteroptimalenBedingungeneineSub-
stratmenge von 1 pmol Substrat je min umsetzt.

Alle Bezeichnungen fiir Enzyme entsprechen den Emp-
fehlungen derlUB-CEvon1972.
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6.13 Enzymgemisch

1,0 ml Hexokinase-Losung und 1,0 ml Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase-Losung werden gemischt. Das Gemisch ist
bei einer Temperatur von 4 °C ein Jahr lang haltbar.

Anmerkung: Ein entsprechendes Enzymgemisch ist im
Handel erhéltlich.

6.14 Glucose-Standardlosung

0,5000g Glucose, berechnet als wasserfreie Substanz
(CeH120¢), werden in Wasser geidst und auf 100 ml aufge-
flllt. Aus der Standardldsung werden folgende Verdiinnun-
gen hergestellt:

1 Volumenteil Standardlosung auf 24 Volumenteile Wasser
1 Volumenteil Standardlosung auf 49 Volumenteile Wasser
1 Volumenteil Standardlésung auf 99 Volumenteile Wasser
Standardidsung und Verdiinnung sind taglich frisch anzu-
setzen.

6.15 Fructose-Standardiosung

0,5000 gFructose, berechnetalswasserfreie Substanz,wer-
den in Wasser gelést und auf 100 ml aufgefiillt. Aus der
Standardlosung werden folgende Verdinnungen hergestelit:

1 Volumenteil Standardiésung auf 24 Volumenteile Wasser
1 Volumenteil Standardidsung auf 49 Volumenteile Wasser
1 Volumenteil Standardiésung auf 99 Volumenteile Wasser

Standardiosung und Verdiinnungen sind taglichfrischanzu-
setzen.

7 Gerite
7.1 Analysenwaage?)

7.2 Spektraiphotometer, geeignet zum Messen bei einer
Wellenlange von etwa 340 nm

7.3 Quarzkiivetten, Schichtdicke 1,000cm, etwa 4 ml
Nennvolumen

7.4 Kolbenpipetten, geeignetzum Abmessenvon 0,01 bis
1,00ml

7.5 Automatisches Dosiergerit, geeignet zum Abmessen
von Volumen bis S5ml

Anmerkung: Falls keinautomatischesDosiergerétzurVer-
fliigung steht, diirfen die Verdiinnungen auch mit geeigneten
Pipetten hergestellt werden.

8 Durchfiihrung

VonjederProbe wird mitzweiverschiedenenVerdiinnungen
mindestens je eine Bestimmung durchgefiihrt.

8.1 Untersuchungsprobe

Die Einwaage der Untersuchungsprobe ist so zu bemessen,
daB die zu erwartende Glucose- bzw. Fructose-Konzentra-
tionderProbenlésungim Bereich von 2,5 bis 5,0 g je 1000 ml
liegt.

8.2 Herstellen der Probeniésung

Die Untersuchungsprobe wird in Wasser gelést und auf
1000 mi aufgefiillt. Aus einem Volumenteil dieser Proben-
16sung und 24 Volumenteilen Wasser wird eine verdiinnte
Probenldsung hergestelit.

8.3 Glucose- und Fructose-Standardwert
DerGlucose-bzw. Fructosegehalt derverdiinnten Standard-
I6sungen nach den Abschnitten 6.14 und 6.15 wird, wie in
Abschnitt 8.5 beschrieben, bestimmt. Theoretisch ergeben
sich unter den festgelegten Bedingungen die Extinktions-
unterschiede nach der Tabelle.

Verdiinnung der Standardldsungen

1:100 1:50 1:25

AE fiir Glucose 0,109 0,218 0,436

AE fiir Fructose 0,109 0,217 0,434

Anmerkung: Die Bestimmung der Standardwerte dientnur
zur Uberpriifung des Verfahrens. Die Werte werden nur dann
fiir eine Vergleichskurve bendétigt, wenn die geforderte Wel-
lenldnge von 340 nm nicht genau eingehalten wird.

8.4 Blindwert

Gleichzeitigmit derUntersuchung derProbenlésungisteine
Blindwertbestimmung, wie in Abschnitt 8.5 beschrieben,
durchzufiihren. Dabei wird anstelle der Probenldsung Was-
ser verwendet. Bei der Berechnung wird die Extinktion E,
als Blindextinktion Epy und die Extinktion E3als Blindextink-
tion Eg, verwendet. )

8.5 Bestimmung

Nacheinanderwerden 2,80 ml Tridthanolamin-Pufferldsung,
0,10ml Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat-L&sung,
0,10ml Adenosin-5'-triphosphat-Lésung und 0,20ml der
verdiinnten Probenlésung in eine Kiivette pipettiert und
miteinander vermischt. AnschlieBend wird die Extinktion E4
gemessen.

0,01 ml des Enzymgemisches werden hinzugefiigt und mit
der Kiivettenfiillung vermischt. Die Kiivette wird bis zum
Endpunkt der Reaktion (nach hochstens 10 min) stehenge-
lassen. AnschlieBend wird die Extinktion E, gemessen.

0,01ml Glucose-6-phosphat-lsomerase werden hinzuge-
figt und mit der Kivettenfiillung vermischt. Die Kivette
wird bis zum Endpunkt derReaktion (nachhdchstens 10 min)
stehengelassen. AnschlieBend wird die Extinktion E5 bei
einer Wellenldange von 340 nm gemessen.

9 Auswertung
9.1 Glucose

Der Gehalt wg an D-Glucose in /100 g der Probe wird nach
folgender Gleichung errechnet:

_AEg-M; V-F

AEg 1,146
wg= 100=—"—"""

e-d-10% myg mo
AEg=E;— Ei—Eg;q

- 100

Hierin bedeuten:

mg Einwaageing

A Eg Extinktionsdifferenz bei Glucose

M, relative Molekiilmasse von D-Glucose (M, = 180)

Vv Volumen des Kiivetteninhalts inml (V= 3,21 ml)

F Verdiinnungsfaktor (bei einer Verdiinnung von 1:25
aus 100 ml Standardldsungist F=5- 25-100=12 500)

e Extinktionskoeffizient von NADPH + HT (bei einer
Wellenlange von 340 nmist e= 6,3 cmzlpmol)

d Schichtdicke der Kiivettenincm (d=1cm)

E, Extinktion des Proben-Reagenz-Gemisches vor der
Zugabe des Enzymgemisches

E, ExtinktiondesProben-Reagenz-Gemischesnachdem
AbschluB der enzymatischen Reaktion

Ep{ Extinktion der BlindlGsung vor der Zugabe von Glu-
cose-6-phosphat-lsomerase

2) Begriff siehe DIN 8120
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