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(1)

Doel:

Methode-ontwikkeling voor de bepaling van het gehalte aan ontsloten

zetmeel.

Fase 1: Vergelijkend onderzoek naar de verschillende inwerkingen van
amyloglucosidase (AGS) en pancreatine op ontsloten en natieve graan-

produkten bestemd voor diervoeding.

Samenvatting:

Aan de hand van progrescurven voor de beide enzymen onder
verschillende proefomstandigheden werd de correlatie met de mate van

ontsluiting bestudeerd.

Conclusie:

De pancreatine en AGS methode met 400 mg enzym gaven onderling de
meest overeenkomstige resultaten. Er werd een duildelijk verband gevon-
den met de mate van ontsluiting.

Vergelijkend onderzoek met 400 mg van beide enzymen In meerdere zet-

meelrijke diervoeders zal nog verricht moeten worden.

Verantwoordelijk: drs B.G. Muuse s

Medewerker/Samensteller: M.L. Essers %(ﬁf
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Inleiding:

In de veevoederhandel wordt gebruik gemaakt wvan verschillende methoden
voor de bepaling van "verteerbaar zetmeel". Door de verschillende
methoden zijn de gegevens van de fabrikanten onderling niet goed
vergelijkbaar. Om hieraan een einde te maken wordt gewerkt aan de nor-
malisatie van een analysemethode waarmee de mate van ontsluiting kan
worden bepaald.

In dit onderzoek wordt de werking van twee enzymen met elkaar vergele-
ken voor produkten die een verschillende zetmeelontsluitende behande-
ling hebben ondergaan. De amyloglucosidase methode gaf veel lagere

gehalten dan de pancreatine methode.

Materdiaal:

Het onderzoek werd gedaan op de volgende monsters:

Tapioca natief - CHV.

Tapioca ontsloten = Granaria.
Mais natief - Granaria.
Mais ontsloten = Granaria.
Mais ontsloten ~ Wessanen.

Amyloglucosidase (AGS) van Merck (nr. 1330) aktiviteit: 70 IE.
Pancreatine van Organon te Oss (Dyosynth C) aktiviteit 143 E (1 E =
die hoeveelheid enzym die bij de pancreatine proefomstandigheden, 40°C
en pH 6,8 gemiddeld per minuut 1 umol dextrose equivalenten (maltose)
uit zetmeel vrijmaakt, gemeten over 15 min, uitgaande van zetmeel

volgens Zulkowsky 3 gr/100 ml).

Methoden:

De proeven met AGS werden uitgevoerd op basis van het analyse-

voorschrift van Wessanen (Bijlage 1).

Wijzigingen: in plaats van magnetische roerder werd gebruik gemaakt
van een schudwaterbad (250 rpm).

Variabel gekozen: incubatietijd en hoeveelheid enzym.

De proeven met pancreatine werden uitgevoerd op basis van CLO

voorschrift (Bijlage 2).
Wijzigingen: Er werd geincubeerd in schudwaterbad bij 40°C (250 rpm).
De reaktie werd gestopt met 1 ml 4 N NaOH.



Variabel gekozen: incubatietijd, hoeveelheld enzym en al dan niet

hydrolyseren met zoutzuur na de incubatie.

Het gehalte aan totaal zetmeel werd bepaald volgens NEN 3574, Zie
bijlage 8.

De incubatietijden waren voor alle proeven 15, 30 en 60 minuten.
De blancobepalingen werden uitgevoerd met enzym maar zonder monster,
De Luff-Schoorl resultaten werden afgelezen op de glucose tabel.

Alleen ingeval niet gehydrolyseerd werd met HCl werd afgelezen op de

maltose tabel. (Tabel I en IIL kolom 3.)

Berekening:
1). ml Luff verbruikt 2 mg glucose

2). mg glucose . verdunning = x

X . 0,9 = g1 zetmeel

1000
3). 8r zetmeel.100 . 100 . 100 = quotient "ontsloten”zetmeel
afgewogen (100=vocht) totaal zetmeel en totaal zetmeel maal 100
(ontsluitingsgetal berekend
op droge stof).
Resultaten:

De resultaten staan vermeld in tabel I.
Toelichting tabel I
kolom l: Toegevoegd 400 mg Pancreatine.

Na incubatie werd met HCl gefnverteerd.

kolom 2: Toegevoegd 400 mg AGS.
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kolom 3: Toegevoegd 1560 E Pancreatine volgens maltose tabel. Er werd
niet met HCL geinverteerd. Daar Pancreatine alleen maltose
vormt werden de resultaten verkregen m.b.v. de maltose tabel
van Luff-Schoorl.

kolom 4: Toegevoegd 1560 E Pancreatine volgens maltose tabel. Er werd

nu echter wel met HCL geinverteerd.

kolom 5: Toegevoegd 1000 IE AGS.

kolom 6: Om AGS en Pancreatine nog eens exacter te vergelijken werd
een proef uitgevoerd met 1000 E Pancreatine volgens maltose

tabel. Er werd niet met HCl geinverteerd. Berekening m.b.v.

maltose tabel Luff-=Schoorl.

Overige resultaten:

In de twee monsters die gebruikt waren voor de proef met 1000 E
Pancreatine (kolom 6) werd ook enzymatisch glucose, fructose en
maltose bepaald. Er werd een lichte toename van glucose en fructose

gemeten ten opzichte van de incubatie bij t = o. Zie tabel 1IV.

Alle waarden vermeld in tabel T kunnen gecorrigeerd worden met de nul-
waarden vermeld in tabel II. De nulwaarde is het gehalte aan glucose,
fructose en saccharose In het oorspronkelijk monster. Voor de bepaling
van totaal zetmeel werd een alcohol extractie toegepast. De vraag is
of de "nulwaarde" suikers tot ontsloten zetmeel gerekend moet

worden. Zo ja, dan dient niet gecorrigeerd te worden.

De voor de nulwaarde gecorrigeerde resultaten staan vermeld in tabel

ITT.

De voor de nulwaarde gecorrigeerde resultaten werden weergegeven in

progrescurven zie bijlage 3 t/m 7.

Bespreking van de resulaten:

1 De verkregen waarde met 400 mg pancreatine en 400 mg AGS zijn van

dezelfde grootte.
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2 Pancreatine 400 mg grijpt natieve mais veel sterker aan dan AGS 400
ng.

3 De invloed van de andere enzymen in pancreatine (protease/lipase) op
de zetmeel afbraak kan een verklaring zijn voor het "agressievere"
gedrag van pancreatine.

4 De zoutzuurhydrolyse doet meer dan alleen de hydrolyse van maltose
tot glucose (factor ca. 1,2).

5 De aktivitelt van AGS is iets minder geweest dan 1000 IE omdat de
aktiviteit gemeten werd bij 60°C en de analysen werden uitgevoerd
bij 50°C.

6 De waarden van kolom 3, 5 en 6 van tabel III komen ons inzlens niet
overeen met de veel hogere verteerbaarheidsresultaten bij baby-
biggen. De methoden met 400 mg enzijm zijn daarmee beter in overeen-
stemming en verdienen de voorkeur voor verder onderzoek in meerdere
produkten.

7 Enzymatische bepaling van het maltose gehalte (tabel IV) laat zien
dat zodra pancreatine met het zetmeelsubstraat gebonden is, de zet-

meelketen gehydrolyseerd wordt tot het eindprodukt maltose.
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Weergave van de resultaten

Tabel I

1 2 3 4 5 6

ontsluitingsgetal Totaal zetm. 400 mg 1560 E 1000 IE 1000 E

op d.s Pancr/HCl AGS Pancr Pancr/HCL AGS Pancr
Taploca CHV 62,2
15 min 53,7 50,4 37,9 46,5 30,3
30 min 63,0 56,9 45,0 52,7 37,6
60 min 72,1 62,0 52,4 58,8 44,4
Tapioca ontsloten Granaria 81,8
15 min 95,3 58,2 74,3 46,8
30 min 9,7 64,4 79,6 56,4
60 min 95,3 68,2 83,5 62,4
Mais natief Granaria 67,9
15 min 37,3 16,4 20,1 10,7
30 min 48,4 18,6 27,8 16,4
60 min 65,3 27,5 38,7 21,7
Mais ontsloten Granaria 69,6
15 min 80,9 67,6 53.3 31,3
30 min 83,6 76,2 66,2 47,4
60 min 9,4 8,8 76,1 55,6
Mais ontsloten Wessanen 69,8
15 min 87,7 52,4 66,2
30 min 9,2 58,6 70,5
60 min 9,7 63,0 75,8
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Tabel 1T

Nulwaarde berekend op de droge stof

%4 glucose % fructose 7% saccharose
Tapioca natief CHV 0,94 1,32 0,19
Tapioca ontsloten Granaria 0,93 ;99 2:10
Mais natief Granaria 0,47 0,27 0,52
Mais ontsloten Granaria 0,34 0,27 1,08
Mais ontsloten Wessanen 0,43 0,26 1,65

De nulwaarde voor saccharose moet alleen afgetrokken worden indien

gehydrolyseerd wordt met HCI.
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(Tabel I gecorrigeerd met de waarde uit tabel IT) Tabel 111

1 2 3 4 5 6

ontsluitingsgetal 400 mg 1560 E 1000 IE 1000 E

Pancr/HCl AGS Pancr Pancr/HC1 AGS Pancr
Tapioca CHV
15 min 49,7 46,7 34,2 42,5 26,6
30 min 59,0 53,2 41,3 48,7 33,9
60 min 68,1 58,3 48,7 54,8 40,7
Tapioca ontsloten Granaria
15 min 92,9 558 69,4 44 4
30 min 92,3 62,0 74,7 54,0
60 min 2,9 65,8 78,6 60,0
Mais natief Granaria
15 min 35,4 15,3 18,2 9,6
30 min 46,5 17,5 25;9 15,3
60 min 63,4 26,4 36,8 20,6
Mais ontsloten Granaria
15 min 78,5 66,8 50,9 30,5
30 min 81,2 75,4 63,8 46,6
60 min 83,0  8L,0 13,7 54,8
Mais ontsloten Wessanen
15 min 86,7 50,4 62,8
30 min %,2 57,6 67,1
60 min 89,7 62,0 72,4
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Tabel IV

Enzymatische bepaling glucose, fructose en maltose na incubatie met

1000 E pancreatine zonder hydrolyse met HCl (berekend op de droge

stof).

Tapioca CHV

incubatietdjd % glucose % fructose % maltose
15 min 1,3 1.3 14,7
30 min 1,5 1,4 18,6
60 min | W 1,4 22,4

Tapioca ontsloten Granaria

incubatietijd % glucose % fructose % maltose
15 min 1,1 0,7 34,1
30 min - i 46,1
60 min ——— e 2 v
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Verzendlijst: Van Doesburgh,
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1. "Titel _
: ) 4

Bepaling van de mate van ontsluiiting van behandelde

“yetweelprodunkten mel: behulp van amyloglucosidase,

2. Yoelijiclivi N

Do male van ontsluiting van zetmeel wordt bepaald door,
na inwerking van het enzym amylogluccosidase, de hoeveelheid
gevormde glucose Lte meten.

3..Tocpasbaarheid

De methode is toepasbaar voor verschillende zetmeelhouderde
. produkten (zoals bijv. mais, tarwe, gerst en tapioca), wa=z2xrbij
. de uitkomsten per produkt moeten worden beoordeeld,

4, Definitie
4.1, Onder de mate van ontsluiting wordt verstaan het gehalte
aan zetmeel dat wordt omgezet in glucose door middel van
het enzym amyloglucosidase onder de volucende omstandig-

heden : pH = 4,6, temperatuur 50 C, enzymconcentraat -

1000 eenheden/gram, inwerktijd 30 minuten.

4.2. Eén eenheig amyloglucosidase is die hoeveelheid enzym,
die bij 60 C en pH = 4,6 gemiddeld per minuut 1 Jmol
glucose uit zetmeel vrijmaakt, gemeten over i5 minuten
en uitgaande van zetmeel volgens Zulkowsky, 3 gram/160. 'ml..

5. Principe

Het analysemateriaal wordt bij pH = 4,6 en bij 50°C gedurende
. 30 minuten onder constant roeren geincubeerd met een

nauwkeurig vastgestelde hoeveelheid amyloglucosidase van

bekende activiteit (9.1). Het gehalte aan gevormd glucose
"wordt bepaald met behulp van het reagens van Luff-Schoorl.

1. (C6H1005)n_+ nHp0 _enzym S nC6H1206 5t - zf;_f: _
2. -con COOH | T
" (CHOH) 4"+ 2Cu”"  +-40H ~—-> (CHOH), + Cu,0 | '+ 2H,0
= : : o | /4. 2 T |
CH20H CH20H o . : ’
by X
3. resterend Cu2+ 21 , R ;
2Cu”” + 4I ——> 2CuI * I,° "\ _ -
4o (ot '--ZNa23203 + I, >Na28406 + ﬁhal.

x) koper com?iex gebonden als kopernatriumcitraat NaGCu(C6H40i)2 &
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Recgentia/bulpstolffen; pro analyse kwalileit

]

Indien niet anders is aangegeven worden de oplossingen in

yodestilleerd water bedoeld, -

ﬁfa ‘] a

6. 9.

6.10.

Auyloglucosidase-oplossing (voor sterktebepaling).,
75 mg amyloglucosidase / 250 ml acetaatbuffer (6,3)
vers bereid,

Amyloglucosidase-oplossing, 1Los zoveel amyloglucosidase
(Merck art. nxr. 1330) op in acetaatbuffer (6.3) als
overcenkomlbt met 1000 eenheden/ml. Voor gebruik vers
bereiden.

Acetaatbuffer pH = 4,6 : meng 510 ml azijnzuur 0,1M met
490 ml natriumacetaatoplossing 0,1 M. ‘

6.3.1. Azijnzuur 0,1M
6.3.2. Natriumacetaatoplossing 0,1M.

Zwavelzuur 6N,

Zetmeel volgens Zulkowsky 3 % oplossing.
Natriumhydroxyde-oplossing 0,25N.
Kaliumhexacyanoferraat (II)~oplos$ing 0,25M (Carrez I).
Zinkacetaatoplossing 1M in azijnzuur 0,5M (Carrez II).
Kaliumjodide-oplossing 12 3.

Reagens van Luff-Schoorl.

Weeg af : '
86,2 gram watervrij Natriumcarbonaat, Na2C03

31,3 gram Natriumbicarbonaat, NaHCO3

70,0 gram Trinatriumcitraat, Na306H507.2H20.

25,0 gram Kopersulfaat (fijn kristallijn of
gepoederd) , Cusoq.SHZO.

Meng de droge zouten goed en los het mengsel onder

-voortdurend roeren op in 800 ml gedestilleerd water, dat

niet warmer dan 40°C mag zijn. Om snel op te lossen kan
men een trilroerder gebruiken. Koel zo nodig af tot
20°C en vul met gedestilleerd water aan tot 1 liter.

Het watervrije Natriumcarbonaat moet van tevoren op
gehalte worden gecontroleerd. 720 nodig corrigeert men
daarna de af te wegen hoeveelheid Natriumcarbonaat.

Het reagens van Luff-Schoorl moet na verdunning 1 op 50
een pH hebben van 10,0 + 0,2 _

De werkzaamheid van het reagens kan als volgt worden
gecontroleerd : | , '

Los op 9,500 gram zuivere saccharose in gedestilleerd
water in een maatkolf van 500 ml. Vul aan en meng.

Pipetteer hiervan 50 ml in een maatkolf van 500 ml.
Voeg 15 ml 0,1N zoutzuur toe. Breng de kolf met inhoud in
een kokend waterbad en houd hem gedurende 30 minuten (te
rekenen vanaf het ogenblik dat_het water weer kookt) in he-
water. Koel daarna af tot + 207C. Neutraliseer met 15 ml
natronloog 0,1N. Vul aan en meng. Bepaal in 25 ml van deze
oplossing de reducerende suiker met het reagens van Luff-
Schoorl. De reductie moet overeenkomen met 19,0 i 0,1 ml
+rhimenlfaat 0.1N. } '



7.3. Plaat met ten minste 6 magneetroerders die onder waterbad

Apparainug

Monstexr

Werkwijze

R N:ii'l'iHlII['hi(;!.HFl'.h:?uttsi':‘.t'-'.iug O, 1N, ¥
6.12. Stijfseloplossing 0;5 %.

6.13. Puimsteenkorrels, uviltgckookt met zoutzuur, gewassen net.
gedestilleerd water en gedroogd,

6.14. Phenolphtaleine-oplossing 1 % in ethanol
(geneutraliscerd wmet 0,1TN NaCH) .

7.1. Balans mel ten minste cen nanwvkeurigheid van + 1 mng.

2 vidia Wutm:(}))ad aet thermostaalt met nauvkeurigheid van
+ 0,1°C, g

(7.2) kan worden geplaatst.

7.4. Roermagneetjes, liefst met hetzelfde volume {9.2.7. e 10.3);
" . lengte ca. 25 mm, P ca. 6 mm, volume ca. 0,75 cm3.

"

7.5. Chronometer.,

7.6. Metalen brandergaasjes, voorzien van een ashestplaat met !
cirkelvormige opening, waarin de bodems van konische kolven i

van 300 ml juist passen.
Maal het monster op een Peppinkmolen over een zeef van 0,6 mm.

9.1. Bepaling van de activiteit van het enzym (zie 11).
Pipetteer in een erlenmeyer van 300 ml : 10 ml
.zetmeeloplossing 3 % (6.5) en 10 ml buffer pH = 4,6 (6.3)
en plaats de er%enmeyer onder constant roeren in een
waterbad van 60 C., Voeg na 20 minuten 0,5 ml amyloglucosidase-
oplossing (6.1) met behulp van een automatisch pipet toe
en incubeer gedurende precies 15 mlnuten (tijd en
temperatuur nauwkeurig aanhouden). ;
Stop de reactie door 25,0 ml Luff-Schoorl reagens toe te ,
voegen, haal de erlenmeyer uit het waterbad en vul aan
met water tot ca. 50 ml.
Voer ook een blanco bepaling uit (als boven omschreven,
echter zonder toevoeging van 0,5 ml amyloglucosedase-—
oplossing), daar het zetmeel volgenv Zulkowsky reducerende
- bestanddelen kan bevatten.

e g

Werk verder als omschreven onder "Bepaling van het
Glucosegehalte" (9.2.2) vanaf "verhit, na toevoeging van
een paar kooksteentjes, uit de hand . . . etc.”

T e e e e e e P e i F e e = 8 e e S £ 8 B S B B . e s e 3 o e o o e ot b s 4




9,2, Aantastiing

9,81,

Hydrolyse van hel zetwmeel,

Weeg af 1 gram van het wmonster, op 1 mg

nauwkeurig en breng de afgewogen stof in een
maatkolf van 100 ml. Voeg teoe 1 roermagnhecelje (7.4)
en 50 ml buffer (6,3) en plaats het kolfje direct na
de _toevoeging van de bulfer in een walerbad van

_‘,)UO(! (7.2) die op een plaal met magnetische roerders
(7.3) is geplaaltst, Laat, onder constant roeren,

15 minuten opwarmen, Voeg hierna 1 ml amyloglucosida
oplossing (1000 eenheden/inl) (6.2) toe met cen
antomatische pipet en incubeer onder constant rocren

'gedm"e!:ﬁe precies 30 minuten (tijd en temperatuur

nauwkeurig aanhouden).

Stop de enzymatische hydrolyse door 3 ml H,S0, 6N
(6.4) toe te voegen en het kolfje direct in een
koelbad te plaatsen. Voeg na afkoelen tot ca. 20°C

"toe 1 ml Carrez I (6.7) en schud 1 minuut; voeg dan

1. ml Carrez II (6.8) toe en schud weer 1 minuut. "™l
aan met water, meng en filtreer. Voer ook een bla.co
bepaling uit (als boven omschreven, echter zonder

1 gram monster).

Bepaling van het glucosegehalte,

Pipetteer 10 ml van het filtraat, dit volume mag
ten hoogste 60 mg reducerende suiker (berekend als
glucese) bevatten, in een erlenmeyer van 300 ml en
neutraliseer met 0,25N NaOH (6.6) op phpht. (6.14).
Voeg toe 25,0 ml van het reagens van Luff-Schooxrl J
(6.10) en vul aan met water tot ca. 50 ml,

Verhit, na toevoeging van een paar kooksteentjes
(6.13), uit de hand boven een vrije vlam in
ongeveer 2 minuten tot koken. Plaats daarna de kolf
onmiddellijk op een gereedstaand draadgaas met
isolerende ring (7.6), waaronder tevoren een vlam

" is aangestoken, . zodanig, dat de kolf alleen aan de

onderzijde wordt verhit en sluit vervolgens azan oo
een terugvloeikoeler., Kook vanaf dit ogenblik ‘
gerekend gedurende precies 10 minuten. Koel direct
af in een waterbad, waarbij schudden mcet worden
vermeden, _

Voeg toe 25 ml KJ 12 % (6.9) en voorzichtig 25 ml
H,SO0, 6N (6.4), Titreer het vrijgekomen jodium met
natriumthiosulfaat-oplossing 0,1N (6.11), op het
eind met stijfseloplossing 0,5 % (6.12) als
indicator, tot roomgeel.

9.3..Bepaling totaal zetmeelgehalte volgens E.E.G.-methode,
De blanco dient een waarde omstreeks 0 te hebben,

AY



10. Berckening.

10.1. Zoek in de bijgcevoegde tabel op met hoeveel mg glucose
het: verschil. tussen blanco bepaling en de procf
overcenkomt, (De tabel is gebaseerd op 0,1000N thio.)

i0.2. Berekening van de activiteit van het enzym (volgens 92.1).
- De amyloglucosidase-activiteit in pmol- glucose per
g amyloglucosidase per minuut wordt berekend uit de
fornmle :

i 5
Eenheden per g (B/mg) = 1;:0](1)5 =

waarin : g = aanltal mg glucose uit de titratie gevonden

a = de hoeveelheid amyloglucosidase (in mg) aan
‘het incubatiemengsel toegevoegd.

10.3. Berckening van het gehalte aan gehydrolyseerd zetmeel

“(volgens 9,2)

Bereken het gehalte aan ontsloten zetmeel na-30 minuten in
- procenten op totaal zetmeel uit de formule :

o . 1000 x g x 0,9 100 -
a x v x z 100

waarin : a = afgewogen hoeveelheid monster in grammen
~g.= aantal mg glucose uit de titratie gevonden
v = het voor de titratie gepipettéerde volume in 1
r = volume roermagneetje in ml

z = totaal % zetmeel in het monster volgens
E.E.G.-methocde.

11. Opmerkingen

< In verband met de minder goede nauwkeurigheid van de-
- sterktebepaling dient deze minstens in 4-voud (+ 2 blanco's) .-
te worden uitgevoerd.

‘-N.B. De Veréchillen,;die bij. de-sterktebepaling worden
.‘gevonden, resulteren overigens in aanzienlijk geringere: .
verschillen bij de aantastingsbepaling.

Bijlage : 1 tabel 1
2 .
6-7-1979
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in behandeling genonen monster dat, zonder voorafga: ande VLehandels ng met
stoom ouder VUPLQO&JG Mmk,volgens de beschreven methode bepaald wordt
als {-)"r"' ase, vermenigvoldipgd met de faktor 0,9.

Het o g te rowe lolzal suiker is het percentage van het in behandeling

genomen monster dat, zonder voorbehandeling wmet stoom en zonder incubatie ‘
\ L

get pancreatine, volgens de beschreven methode omgezet en bepaald wordt

als glukose,

Deginsel
Het 1e analyseren monster wordt gesuspendeerd in een bufferoplossing en
daarna geincubeerd met het enzympreparaat pancreatine., Dit preparaat be-
vat o.a, d.-amylaese dat zotmeel aibreekt tot maltose. De ontstande mal-
tose wordt met zoutzuur omgezet in glukose en deze wordt enzymatisch be—
paald, .

Alleen dat deel van het zetmeel dat niet Za intzktio 2cimeelkorrels is in-

gesloten worat door het pancreatine omgezet.

Reagantia

- Gedestilleerd of gedemineraliseerd water.

~ Pancreaspoeder type C, merk Diosynth, Oss,.

~ Bufferoplossing volgens Sdrensen, pH 6,8. Vleeg daartoe 9,078 g KH,PO 4

. &f, loe cp in water en vul aan tot 1 1. Weeg daarnaast 11,876 g NaEHPO s AH O
af en los dit ook op in 11 water. Meng van beide oplosslngen geli jke
delen,

- NaCl—op10551ng 0,2 m. -

- Carrez-I-oplossing: Los 106 g K Fe (CN)G.BH 0 (kal1umhexacyanoferraat11)
op in water en vul aan tot 1 1 (0 25 m). ‘

- Carrez—II-op10591ng: Z1nkacetaatop10351ng in azi jnzuur. Los daartoe 219,5¢
Zn (CH 000)2 2H,0 en 30 g ijsazijn op in 1 1 water.

= NaOH 4 n. ¢ '

- HCL 25 %.

- Ftnolftaleine-lndlcator.

- Tric-zoutzuurbuffer, pH 7,0 (0 4 m)., Heeg daartoe 48,8 g Tris af en
voeg HC1 3 n toe tot pH 7,0 (registreren met pH;meter) De toe te voe-

/.- gen hoeveelheld is £ 100 ml. vu1 ma% gedestilleerd water aan tot 1 1.
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van de lesteonbinctie ean weld Teis vonlzuveheffoer i.pove met gedestil-

leerd walers . - &

PoeI
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i tvocripg
Weeg 1 g monster op 1 mg nauwkeurig af in cen maztkolf ven 250 ml, Voeg
achbereenvol gens 6 ml water, 40 ml buiferoplossing pH 6,8 en A'ml NaCl-
oplossing 0,2 m toe, Ye: G de n")]o"—:"i':-lg en voeg 400 ng pancreaspoeder 1oe,
i g 40 :
Trembee T het mengse ] in ee n ]nm dstoof bij 38-40 (;/6,-‘.[]1}[‘9“('{(3 1 wor (Z_’] e/l

OpPM . /') L2at dearnpa o ;:_:’l."f]t"n,

Weeg voor de bep2ling van ruwe tolzal suiker cvenecens 1 g af in een mealkolf
ven 250 @1, Voeg 40 ml water toé, Voeg zowel azn de gmfncﬁhccrdo als de niei-
geincubeerde oplossing achlerecenvolgens 5 ml Carrez-I en 5 ml Carrez-II {oe
om eiwillen neer te slaan (klaren). Schud na iedere toevoeging gedﬁrendé

1 min, goed ome Neuiraliseer de oplossingen met NaOH 4 n op fenolftaleine
tot rose. Voeg dzarna voorzichtig enkele druppels HCl 25 % to. tot &e,
Kleur naar wit omslaat, Voeg dazrna nog 2 druppels extra toe, Vul met wa~
ter aan tot de maatsireep en meng de oplossing. Filireer doofleen vouyr-
filter (S en 8, nr. 595%, diameler 240 mm), Pipetteer van het heldere
filtrazt 25 ml in een erlemmeyer van 300 ml, Voeg 3 ml HCl 25 % toe en

kook gedurende 1% uwur aan een terugvloeikoeler, Breng de oplossing kwan-
titatief over in een maatkolf van 100 ml en vul a2an tot de maatstreep.

Meng de oplossing gocd en maak eventueel éen verdere verdunning tot een
concentratie van 20_b 69 T:%:ogrcng+ukose per ml, We;k verder.volgeﬁﬁ

het voorsch»ift voor tobaal zetmeel.

oo ™

Barekening
Als.m = massa van het monster in grammen-
“'n, = de op de ijklijn afgelezen concentratie van de gemeten op10381ng

in mikrogonm/ml
b = de op de 1ijklijn afgelezen concentratie van de blanko

X = de faltor waarmee de oplossing van 250 ml ultelndellgk verdund-

[ -

dan is de som Van onisloten zetmeel en suikers, voorzover de laatste

L

aanleiding geven ‘tot de vciming ven glukose:
(AB)eXe 250%  (n)
me 10,000
Als verder na de bepaling zonder incubatie met pancreatines - T
¢ = de op de ijklijn afgelezen concentrau+e van de gemeten 0p10551ng in

- mikrogrem/ml.,

-d==-de op de 11ﬁ11jn 5fgé1é£én-cdﬁcéﬁtféﬁfe'vén de blanko dan is ‘het per-

centage ruwe totaal sulker, ultgeﬂrukm als giukose (o- ! X 50 % (B)
10,000 - '

‘\_‘“—‘
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Hiet porcentage onlsloten zetimeel is dan ()’9 (."1-_?3),

Spreridugen

1) Tndien er vexwacht kan worden dat er in eep monster lagere koolly-
draten aanwezig 2zi jn die mpmet de beschreven procedure geen aanleis
dihig Lot de vowming van glukose geven dan is de azangewezen weg ecn
eindbepaling volgens Inff-Schoorl. ¥r zal dan wel meger wonster inge-
wogen moeten vorden oen het inversiemengsel woet dan met loog onge-
veer gencutraliscerd worden, alvorens gepipelieced wordl voor de
Tul{f-bepaling,

2) Het is van belang dz2t de incubatietijd vrij nzuwkeurig tot 1 vur
beperkt blijft. Soms is Jd-amylase nl, ook in staat om zelmeel uit

. P il
intakte zetmeelkorrels tendele vrij te maken. -
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Definitie
Gehelte aan zelmeel: de hoeveelheid zeimeel en die hoogmoleculeire
afbraakprodukten kiervan die oncplosbzar zijn in eilanel Los (L/V)

Beginsel

Uit de te oud¢r20f“Pn stof worden de in eihznol WoF (V/V) cplast=re
suilkers geéxiraheerd.

Ra ontsluiting onder druk wordt hel zelmeel gelydrolisceerd door het
enzym amyloglucosidase (glucamylase).

De gevormde glucose wordt bepaald met het reagens van Luff-Schoorl.

Analysemonster:

Bereid het analysemonster overeenkomstig de richtlijnen vermeld in
NER 3328, met dien verstande, dat de te onderzocken stof een draad-
zcef van 500 pm (NEW 2560) geheel passeert.,

Reagentia en hulpstoffen

Mle reagentia moeten van analysckwaliteit zijn. Gebruik gedestil-
lcerd water of water van ten minste gellgke zuiverheid. Indien niet

anders 1s zangegeven, worden 0p105€1nﬂen in water bedoeld.
Ethanol ho% (V/V), geneutralisecerd t.o.v. fenolftaleien.

AcetaatbufTer pH 4,6: meng 51 ml azijnzuur 2 M met 49 ml natriumace-

taatoplossing 2 M.
d.i. 120 g CpH,0, per 1.

272 g laC,H30,.34,0 per 1.

Azijnzuur 2 .M,
Natriumacetaatoplossing 2 M, d.i.

Amylo a-1,4h-2-1,6 glucosidase of glucamylase, een uit micro-organis-
men bereid enzympreparazt van bekende zuiverheid.

De activiteit van het enzym dient te worden gecontroleerd volgens -
6.3.2.

Het enzym amyloglucosidase (glucamylase) moet vrij zijn van de enpymen
fosforylase en transglucosidases. '
Wanneer amyloglucosidasc in vaste vorm gostub1llse01d is met een reduul.
cerende suiker, verricht dan ecn blancobcpallnL met alle rengent1a '
maar zonder analys emutoxlaal. '
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6.4

6.5
6.6

6.7
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Bepaling van g el d v ot W wiglo weelyi sl 1ol R bdabi
a. Definitie van de acliviteit
,"\‘Ii] l:'},].l‘.;.'i ‘.I.l:‘,'},\'J[_':"-J."-;,‘- 1 & <i]" T £ -.i;' '\1 i} \ 'J, il0 Il‘j 1115 h l")
cn liij de opgegeven Wt Pataur in ) min 1 el gin-
. L] ) 8 ! .
cose nit setlwmeel volpgon Lewshy (30 /1) vrijmusihl, Suestess wa £l
I
b, Bereading van de ensyioplonsing
TR " '
Las s o werdun mel verdunue v teor {C.2) pH L6 zovesl en:
dat de eplozEiyg eer 20 coenbiod ol Devet .
C. }_"-,'\')]'(,—I;\'-_.‘?
Fipelieer in een conische kolf van 300 ml: 10,0 ml 10x ve‘du"'3 ace-
taattulfTer en 10,0 ml zeimeeloplessing 30 g/l (6.14).
Plaels de kolf in een walervad en breng de inhoud onder herhasld schud-
den op de opgegeven optinale b van hetl enzym. '
i P&eg :
Voeg vervolgens toe 0,2 ml amy ~cplessing en homogeniseer.
Incubeer onder herhaald schudden, gedurende precies 1 uur bi) de op-
timale werklemperatuur (itijd en temperatuur rauvkeurig aanhcuden).
Stop de reactie door 25,0 ml resgens van LufT-Sclheorl ioe te voegen
en vul aan met waler tot een lolsal volume van 50 ml,
d. Bepaling van de hoeveelheid glucose
Bepaal de hoeveelheid gluccose volgens 8.4.2,
Voer gelijktijdig een blancobepzling uil met dezelfde hoeveelheid
filtraat en alle rezgentia, doch met geinzetiveerd cnzyn (onm het enzym
inactief te maken, is verhitien van de encymoplossing op 100 % gedu-
rende 10 min voldoende). et zetmeel volgens Zulkowsky khan reducerende
bestanddelen bevatten. '
Stel aan de hand van de tabel vast met hoeveel mg glucose (g) het ver-
schil tussen beide titratie-uitkomsten (uitgedrukt in ml 0,1000 N
thiosulfaat) overeenkomt,
e. Berekening

.Bereken de amyloglucosidase-activiteit in eenheden per mg (pmol glucose

per nin per mg) uit:

g
c - a

waarin:

g = hoeveelheid glucose uit de titratie gevonden, in mg

a = hocveelheid amyloglucosidase aan het incubatiemengsel toegevoegd,
in mg :
e = 10,8 pmol /min.mg. ;

Amyloglucosidase-oplossing:

los op in (of verdun met) 10x verdunde acetaat-

bufrer (6.2), zoveel
heden per ml, Bereid

wayloglucosidase

(C "3) als

overcenkomt met 250 een-

clke dag een verse oplossing.

Kaliumhexacyanoferraat(JII)-oplossing 0,25 M (Carrez 1): d.i. 106 g

KyFe(Cll)g

.3H20 per 1.

Zinkacctaatoplossing 1 M in azi ]nzuur

5 M (Carrez I1):d.i. 219,5 g

Zn(CoH302)2.21,0 en 30 g ijsazijn per l.

Jodiumoplossing 0,1 N:
per 1, volgens NEN 3102 onder 10. Verdun de oplossnng voor het gebruik
circa 10 maal.

d.i. 12,7 g jodium en 2h,0 ¢ kaliumjodide (JOdﬂatVFlJ)
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6.10
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Reagens van luff-8choorl:

Weeg af:

8(\,? & natr: umearbonant (I.""!z(-,‘/d3), \».'J:‘.,-l']"v'l‘].‘j,

31,3 &£ hltllV“CHknihLUJCHTLQHSHL (181003 ),

70,0 g trinatriuvmeitract (Ba3CelisDy.2H20),

25;0 & koper(11)sulfaat (Cusoq.;uzo), fijn poeder.

Meng de droge zouten goed en los nel mergsel op onder voortdurend roereh
o & & !

in 800 ml koud water.

Vul aan tot 1 1., Het gebruikle watervrije nalriuncarlenast moet van te

voren op go halte worden geconiroleerd. ’

Het reagens moet na vijftigvoudige verdunning een pH hebben van 10 + 0,2.

De werkzaamheid van het reagens kan worden gecontroleerd volgens 6.8.1.

Opmerking
Voor het snel in opleossing brengen van de zouten kan het gebruik
van een trilroerder nuttig zijn.

Controle van het reagens van Euff-°=hoorl

Los op 9,500 g zuivere saccharose in een maatkolf van 500 ml, vul aan

en neng.
Pipetteer hiervan 50 ml in een mzatkolf van 500 ml. Voeg toe 15 ml zout-

zuur 0,1 N. Breng de kolf met inhoud in een kokend waterbad en houd henm
gedurerde 30 min (te rekenen vaznaf het ogenblik dat het watler weer

kookt) half ondergedompeld in het water. Koel dsarna snel af tot circa

20 °C. Neutraliseer met 15 ml natronloog 0,1 N, vul aan en meng. Bepaal
in 25 ml van deze oplossing het reducerend vermogen volgens 8.4,

De reductie moet overeenkomenh met 19 + 0,1 ml thiosulfaatoplossing 0,1 H.

Kooksteentjes: puimsteen of carborundumkorrels.

Kaliumjodide-oplossing 1,8 M: d.i. 300 g KI per 1.

Zwavelzuur 3 M: d.i. 294 g H,S04 per 1.

Natriumthiosulfaatoplossing 0,1 N, velgens NEN 3102 onder 10.
Zetmeeloplossing 5 g/l (indicator), volgens NEN 3102 onder T.3.
Zetmeeloﬁlossing 30 g/1: los op 3,0 g zetmeel volgens Zulkowsky tot 100 ml.

Toestellen en hulpmiddelen
Gebruikelijk laboratoriumglasverk en hulpmiddelen en in het bijzonder:

balans met een nauvkeurigheid van ten minste 1 mg,

roerapparaat, mechanisch of magnetisch,

laboratoriumcentrifuge met centrifugebuizen ca. 100 ml,

autoclaaf of hogedrukpan voor verhitting tot ten minste |20 C

waterbad met thermostaat voor een temperatuurbereik tot ten minste 65 C
terugvloelkoelers,

metalen brandergaasjes, voorzien van asbestplaat met cirkelvornige opening,
waarin de bodems van conische kolven van 300 ml juist passen.

Uitvoering

Extractie van de suikers

Weeg af 1,0 g van het monster tot op 1 mg en breng de afgevogen stof in |,
cen ccntrliugcbuls. Voeg toe 50 ml ethanol hG% (V/V) en roer met. behulp
van het roerapparasat gedurende 15 min.

» Centrifugeer e¢n schenk de vloelstor af, Horhnul.ﬁc extractie met etha-
jndlm%(WV) : : N

*
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8.2 Ontsluiting ven het zelucel

Breng het residu kwantitutief over in cen mactholf van 100 rml met ca.
30 ml water. Schud, om cen zo roselmalig mogelijre verdeling van het

monster te verkrijgen, de hkelr “‘”Phtip om, Plzats de kolf ca. 5 wmin
in een hkokend waleoerbad en hood liJ de inkoud wgoridurend in beweglnug.
Zet, undat een zo goed ow“‘lfhz verdeling van hel menster is bereikt,

de ',1'*.1)\:.3.11" in een sutacel: hogw m en verhit gedurende 2 uur
bij 1270 C en een overdruk van 100 kia (] atii), of 1 vur Lij ca. 130
en een overdruk van 180 kPa (1,8 atun).

8.3 Hydrolyse van het zelmeel

Neem de maatkolf uit de autoclaafl. Koel af, voeg loe 2,5 ml acetaatbuffer
en verdun met water tot ca. 50 ml. Ylaais de maatkoll in een vaterbad,

g afgesteld op de optimale werktemperatuur van het enzym, voeg toe 3 ml

1 amyloglucosidase-oplossing en laat gedurcnde 1 uur incuberen onder her-
haald schudden. Koel af, voeg toe 2 ml Carrez I en schud gedurende 1 min.
Voeg ‘dan toe 2 ml Carrez II en schud weer 1 min. Vul aan mel water tot
100 ml, meng en Tiltreer door een vouw{ilter. Controleer of al het zetumeel
is omgezet. Kook hiertoe het residu met wat water op, koel af en voeg toe
1 tot 2 ml jodiumoplossing ca. 0,01 N (6.7).
Er mag geen blauvwkleuring optreden.

Opmerking

Indien de oplossing blauw kleurt of blauwgekleurde stukjes bevat,
begin de bepaling dan opnieuw. Ga in het eerste geval na, of de
activiteit van de enzymoplossing juist is en in het tweede geval
of de ontsluiting volgens voorschrift is uitgevoerd. Incubeer
en/of ontisluit eventueel een uur langer.

8.4 Bepaling van de hoeveelheid glucose

Pipetteer 25 ml van het filtraazt, of wel een kleiner volume dat ten hoogste
60 mg glucose bevat, in een conische kolf van 300 ml.
(_ Vul zo nodig met water aan tot 25 ml.

Pipetteer hierbij 25 ml van het rcagens van Luff-Schoorl (6.8).
Verhit, na toevoeging van een paar kooksteentjJes, uit de hand boven een
vrije vlam van matige hoogte in ongeveer 2 min Lot koken.

* Plaats daarna de kolf onmiddellijk op cen gereedstaand draadgaas met asbest-
ring, waaronder tevoren een vlam is aangestoken, zodanig, dat de kolf
alleen aan de onderzijde wordt verhit en sluit vervolgens een tevoren
gereed gemaakte terugvloeikoeler aan. Kook vanafl dit ogenblik gerckend
gedurende precies 10 min. Koel direct daarna af in koud water, waarbij schud-
den moet worden vermeden. :
Titreer daarna als volgt:
Voeg aan de vloeistof 10 ml kaliumjodide- onlocnuxg (6.10) toec en terstond daarna
voorzichtig (COz-ontwikkeling) 25 ml zvavelzuur (6.11).

Titreer het vrijgekomen jodiwm met thiosulfazat (6.12), op het eind met
zetmeeloplossing (6.13) als indicator, tot roomgeel.

Voer een blancotitratie uit op een mongsel van 25 ml reagens Luff-Schoorl
en dezelfde hoeveelheid filtraat als voor de bepaling gebruikt is, dit maal
echter zonder loken.
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Stel aan de hand van de tabied voosb met hoevecol-nyg, glucose (g) het
vorschil Lussen de beide Litratie—uithomsten (witgedrukt in ml
0,1000 I thiosulfuy L) overcenkant.

(kx1(n'kahjg

’ : %ir v ~y o n ")
Deze z.5. "koude blanco" djent om storingen van bvepualde stolfen

die geen suiker zijn, ult te sluiten.

L]
Tabel voor 25 ml reagens volgens Luff-Schoorl
10 min kooktijd
N 0N - R TC.
glucose
thiosulfaat 0,1 N CgH,?OG
ml mg, verschil
1 2,k
2 .8 )
3 ?52 2’5
5 12,2 2.5
6 Th T
2
T 2| %
8 19,8 5k
9 22,4 é,6
3
10 25,0 2.6
11 27,6
2
12 30,3 ST
13 33’0 2,,?
1h 3597 ?’8
o
15 38,5 2.8
16 41,3
17 Wk, 2 gag
% 18 iy ?’9
19 50,0 3’0
b
20 53,0 3.0
: 56,0
22 59,1 ;3:,’:
23 62,2 .
L




9. Berehening
Bereken Liet gehalte aan zetmeol, in Z(m/m), uit
& . g
m V .
vaarin:
m = afgevogen hoeveelheid analysomuleriazal, in g
g = hocveelheid glucose uit de titratie gevonden, in g
V = het vocr de Lilratie gepipeticerds volume, in ml,
e = 9 ml, .
10. Herhaalbaarheid
Kot verschil tussen de resultaten van twee bepslingsn, gelijhktijdig of
Fort na elkaar uilgevoerd door dezelfde perscon, mag nJ et meer bedragen
dan O,bﬁ absoluut + 1% van de gemiddelde waarde.
1. Verslag

) Vermeld in het verslag:
(° ~ Het gehalte aan zetmeel als gemiddelde van twee bepalingen tot op 0,1%.
De gevolgde methode door de vermelding: volgens NEHR 357h.

Titels van vermelde normen

NEN 2560 - Controlezeven. Draadzeven en plaatzeven met ronde en vier-

(' _kante gaten

NEN 3102 - Chemische analyse. Laboratoriumbenodigdheden, reagentia en
hulpstoffen

NEN 3328 - Vcevoeders. Richtlijnen voor de behandeling ven monsters.

Hormeommissie 370 99 "Onderzoekingsmcethoden voor veevoeders'

microfilm of op welke andere wijze ook, zonder voorafgaand_o_ Sch'ri[tolijl-_m_ tovslcmmiug van het NN

oo - v .
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