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Priifung von Papier und Pappe D N

Bestimmung des Gehaltes an Starke 54 604

- Enzymatische Bestimmung von nativer Stéarke Teil 1

Angaben der Dichte ¢ beziehen sich auf die Dichte bei 20°C.

1 Anwendungsbereich

in dieser Norm sind die Bedingungen fiir ein enzymatisches
Verfahren zur Bestimmung von nativer Stérke in Papier und
Pappe festgelegt.

Die Nachweisgrenze dieses Verfahrens liegt bei 1 mg nativer
Starke je 100 ml Extrakt.

Das Verfahren ist nicht anwendbar fiir Wellpappen und
kaschierte Papiere und Pappen, wenn Klebstoffe auf Basis
von Stirke oder modifizierter Stirke verwendet wurden.

Anmerkung: In DIN 10 381 ist ein vergleichbares Verfahren
beschrieben.

2 Begriff

In dieser Norm wird unter dem Starkegehalt der genannten
Erzeugnisse der nach dem hier beschriebenen Verfahren
ermittelte Gehalt an Giucopolysaccharid verstanden, der
durch Amyloglucosidase zu Glucose gespalten wird. Er ist der
unter den gegebenen Versuchsbedingungen gebildeten
Menge an NADPH &aquivalent.

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Die Probe wird einem Dimethylsulfoxid-Salzsdure-AufschluB
unterworfen, in dem der durch enzymatische Spaltung der
Stirke gebildete Glucosegenhalt mit Hilfe der enzymatischen
Analyse ermittelt wird, wobei in einer Photometer-Kivette
folgende Reaktionen ablaufen:

.. AGS
(1) Starke + (1 — 1) HoO —— n Glucose

HK
(2) Glucose + ATP — G-6-P + ADP

G6P-DH
(3) G-6-P + NADP* ——— Gluconat-6-phosphat

+ NADPH + H*

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

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-triphos-
phat (ATP) in Gegenwart von Hexokinase zu Glucose-6-phos-
phat (G-6-P) phosphoryliert unter gleichzeitiger Bildung von
Adenosin-5-diphosphat (ADP) (2).

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

Jede Art der Vervielfaltigung, auch auszugsweise, nur mit Genehmigung des DIN Deutsches Institut fiir Normung e.V,, Berlin, gestattet.

Testing of paper and board; determination of starch content; enzymatic analysis of native starch content

Essai des papiers et cartons; détermination de la teneur en amidon; analyse enzymatique de la teneur en amidon natif

In dieser Norm bedeutet die Angabe % Massenanteile in Prozent.

Die wihrend der Reaktion gebildete NADPH-Menge ist der
durch Hydrolyse der Stérke gebildeten D-Glucose-Menge
proportional. NADPH ist MeBgréBe und wird aufgrund seiner
Absorption bei einer Wellenlénge von 334, 340 oder 365 nm
bestimmt.

Die gebildete NADPH-Menge, zu messen an der Extinktions-
zunahme, ist der Starkemenge &quivalent.

4 Geréate

Ubliches Laborgerit sowie zusatzlich:

- Spektralphotometer, geeignet fiir Messungen bei einer
Wellenlange von 340 nm, mit einer spektralen Bandbreite
von héchstens = 5 nm

Anmerkung: Es kénnen auch Spektrallinien-Filterphoto-
meter mit Quecksilberdampflampe, die eine
Messung bei 365 bzw. 334 nm gestatten, ver-
wendet werden.

- Analysenwaage, auf 0,0001 g ablesbar

- Wasserbad, heizbar, geeignet fiir den Temperaturbereich
von 50 bis 60°C

- Magnetriihrer, mit Heizplatte
- pH-MeBgerat mit Glaselektrode

- MeBkolben mit Kegelschliffhilise und Schiliffstopfen, Volu-
men 250 ml, z.B. nach DIN 12 664 Teil 1

- Gilasfilter, die vor Gebrauch mehrmals mit heiBem Wasser
zu waschen sind

- Kiivetten aus Glas oder Kunststoff, Schichtdicke 1 cm

- Enzymtest-MeBpipetten, Klasse AS, auf teilweisen Ablauf
justiert, nach DIN 12 699

- Weithals-Erlenmeyerkolben mit Kegelschliiffhiilse und
Schiliffstopfen, Volumen 100 ml

5 Chemikalien und Ldsungen

Soweit nicht anders angegeben, sind analysenreine Chemi-
kalien zu verwenden.

Das Wasser muB entweder frisch bidestilliert oder von ent-
sprechender Reinheit sein. Unter ,Losung” ist eine wéBrige
Ldsung zu verstehen.

- Salzsiure, ¢(HCl) = 8 mol/l 1)

- Dimethylsulfoxid (CoHgOS)

1y ¢ = Stoffmengenkonzentration
w = Massenanteil
o = Massenkonzentration bei 20°C

Fortsetzung Seite 2 bis 5

NormenausschuB Materialpriifung (NMP) im DIN Deutsches Institut fiir Normung e.V.
NormenausschuB Papier und Pappe (NPa) im DIN
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Seite 2 DIN 54 604 Teil 1

Spezielle Aktivkohle 2)
Natriumhydroxid-L6sung, c(NaOH) = 5 mol/l

Natriumhydroxid-Losung, c(NaOH) = 2 mol/l

B-Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat-Dinatriumsalz
(B-NADP-Nay), w = mindestens 98% 1)

Adenosin-5-triphosphat-Dinatriumsalz
(ATP-NagHs - 3H,0), w = mindestens 98% ')

Amyloglucosidase (EC. 3.21.3), aus Aspergillus niger,
Lyophilisat, 6 U/mg 3)
Die Substanz ist bei 4 °C, trocken gelagert, stabil.

- Enzymsuspension (HK/G6P-DH): Hexokinase (EC 2.7.1.1)
aus Hefe, o HK=2mg/ml 1), etwa 280 U/ml 3) und Glucose-
6-phosphat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.49) aus Hefe, g G6P-
DH =1 mg/mlL 1), etwa 140 U/ml 3), in Ammoniumsulfat-
Losung c[(NH4)2SO4] = 3,2 mol/L V).

Die Suspension ist bei 4°C mindestens 1 Jahr haltbar.

Triethanolamin-Pufferlésung:

L.osung |:

17,5 g Triethanolamin-hydrochlorid und 0,30 g Magnesium-
sulfat, MgSOy, - 7H,0, werden in 80 ml Wasser gelost, mit
etwa 5 mi Natriumhydroxid-Ldsung, ¢(NaOH) =5 mol/l, auf
pH = 7,8 eingestellt und mit Wasser auf 100,0 ml aufgefllt.

Losung Il:
60 mg B-NADP-Na, werden in 6 ml Wasser gelost.

Lésung ill:

300 mg ATP-NasH, - 3H20 und 300 mg Natriumhydrogen-
carbonat, NaHCO3 werden in 6 ml Wasser gelost.

Die Lésungen |, llund lil sind bei 4 °C mindestens 4 Wochen
haltbar.

Zum Herstellen der Triethanolamin-Pufferldsung werden
8 ml Losung | mit je 1 ml Losung Il und Il gemischt.

Die Pufferlosung ist bei 4 °C mindestens 1 Woche, bei
-20 °C etwa 2 Monate, haltbar.

- Citrat-Pufferlésung:

Losung I:

6,9 g Citronenséaure, CgHgO7 - HoO, und 9,1 g Trinatriumci-
trat, CgHsNazO7 - 2H,0, werden in 150 ml Wasser geldst,
mit Natriumhydroxid-Losung, c(NaOH) = 2 mol/l, auf pH =
4,6 eingestellt und mit Wasser auf 200,0 mt aufgefiillt.

Die Losung ist bei 4 °C mindestens 1 Jahr haltbar.

Losung Il:

30 mg Amyloglucosidase werden in 2 ml Wasser geldst.
Die Losung ist bei 4 °C etwa 6 Wochen, bei —20 °C etwa
3 Monate haltbar.

Zur Herstellung der Citrat-Pufferldsung werden 5 ml
Losung | und 1 ml Lésung Il gemischt.

Die Pufferldsung ist bei 4 °C etwa 6 Wochen, bei —20 °C
etwa 3 Monate haltbar.

1) Siehe Seite 1

2) Uber Bezugsquellen gibt Auskunft: DIN-Bezugsquellen fLir.

normgerechte Erzeugnisse im DIN, BurggrafenstraBe 6,
1000 Berlin 30.

3) Auf Empfehlung der International Union of Biochemistry

(lJUB) Commission of Enzymes (CE) von 1972 wird die
Enzymaktivitat in Internationalen Einheiten (U) ange-
geben.
Mit 1 International Unit (1 U) wird die Enzymmenge(-aktivi-
tat) angegeben, die unter Standardbedingungen - unter
anderem Temperatur 25 °C - die Umsetzung von 1 pmol
Substrat je min katalysiert.

6 Probenahme

Nach DIN 1SO 186. Damit bis zur Durchfiihrung der Prifung
keine Veridnderung der Probe eintritt, ist diese in Aluminium-
folie einzuschlagen.

7 Probenvorbereitung

Die nach Abschnitt 6 erhaltene Probe wird zerkleinert, z.B.in
Schnitzel von etwa 2 mm x 2 mm Kantenlange zerschnitten.
AuBerdem sind fiir die Bestimmung der flichenbezogenen
Masse nach DIN ISO 536 und zur Bestimmung des Feuchtig-
keitsgehaltes nach DIN ISO 287 gesondert mengengerechte
Anteile zu entnehmen.

8 Bestimmung der flichenbezogenen Masse
Nach DIN ISO 536.

9 Bestimmung der Trockenmasse
Nach DIN iSO 287.

10 Durchfiihrung

Es sind Paralielbestimmungen von mindestens 2 Proben
durchzufiihren.

10.1 Aufschiu

Etwa 2 g der nach Abschnitt 7 vorbereiteten Probe, auf 3 Stel-

len nach dem Komma gewogen, werden in einem 100-ml-

Erlenmeyerkolben mit 5 ml Salzsaure, 8 mol/l, durch kréftiges

Schiitteln gut suspendiert. Nach Zugabe von 20 mi Dimethyl-

sulfoxid wird 30 min in einem 60 °C warmen Wasserbad mit

einem Magnetriihrer kraftig geriihrt. Um Uberhitzungen am

Boden des Kolbens zu vermeiden, ist der Erlenmeyerkolben

mit einer Stativklammer so zu befestigen, daB direkter Boden-

kontakt vermieden wird. Die Mischung wird dann auf Raum-
temperatur abgekihlt, mit etwa 50 ml Wasser versetzt, mit

Natriumhydroxid-Losung, 5 mol/l, auf einen pH-Wert von 4

bis 5 eingestellt (keinesfalls hoher!) und aus dem Erlenmeyer-

kolben quantitativ unter Nachspiilen mit Wasser in einen 250-

ml-MeBkolben libergefiihrt.

Nach erneutem Temperieren auf Raumtemperatur und Ent-

fernen des Riihrmagneten wird bis zur Marke aufgefilit,

geschiittelt und filtriert, wobei die ersten Milliliter des Filtrats
verworfen werden.

Das Filtrat wird in einem Erlenmeyerkolben mit Schliffstopfen

gesammelt (Probeldsung = V;). Von dieser Probelfsung

werden 0,5 ml sofort zur Prifung eingesetzt (V5).

Schwache Triibbungen storen die Bestimmung in der Regel

nicht.

Anmerkung: Ist die Probenlésung geférbt, so wird mit speziel-
ler Aktivkohle 2) versetzt und Uber Glasfaserfilter
filtriert. (1 g/100 ml Probenlésung, 1 bis 5 min unter
mehrfachem Umschiitteln einwirken lassen).

10.2 Bestimmung

Das Absorptionsmaximum von NADPH liegt bei einer Wellen-
lange von 340 nm. Bei Verwendung eines Spektralphoto-
meters wird nur im Absorptionsmaximum gemessen. Bei Ver-
wendung eines Spektrallinien-Filterphotometers mit Queck-
silberdampflampe wird bei einer Wellenldnge von 365 nm
oder 334 nm gemessen.

Zum nachfolgenden Pipettieren diirfen keine Vollpipetten
verwendet werden. Enzym-, Coenzym- und Pufferldsung
kénnen auch mit Kolbenhubpipetten zudosiert werden. Fiir
die Probeltsung ist grundséatzlich eine Enzymtest-MeB-
pipette (siehe Abschnitt 4) zu verwenden.
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