
Lab. Akkerbouw 1980-09-23 

VERSLAG 80.73 

Projekt: Normalisatie/harmonisatie analyse­
methoden voor diervoeders en 
grondstoffen. 

Onderwerp: Bepaling van ontsloten zetmeel 
in diervoeder grondstoffen (I). 





Lab . Akkerbomo~ 1980- 09-23 

VERSLAG 80 . 73 14 . 427 

Projekt : Nonnali satle/ harmonisatie analysemethoden voor diervoeders 

en grondstoffen . 

Ondeno~erp: Bepaling van ontsloten zetmeel in diervoeder gronds tof fen 

(I) 

Doel: 

Hethode-ont~rlkkeling voor de bepaling van het gehalte aan ontsloten 

zetmeel. 

Fase I: Vergelijkend onderzoek naar de verschillende imo~erkingen van 

amyloglucosidase (AGS) en pancreatine op ontsloten en natieve graan­

prodokten bestemd voor diervoeding . 

Samenvatting: 

Aan de hand van progrescurven voor de beide enz~uen onder 

verschillende proefomstandigheden werd de correlatie met de mate van 

ontsluiting bestudeerd . 

Conclusie: 

De pancreatine en AGS methode met 400 mg enz~ gaven onderling de 

meest overeenkomstige resultaten . Er werd een duidelijk verband gevon­

den met de mate van ontsluiting. 

Vergelijkend onderzoek met 400 mg van beide enz~en in meerdere zet­

meelrijke diervoeders zal nog verricht moeten ,.,orden. 

Verant~o1oordelijk: drs B. G. Huuse 

Hede,-lerker/Samensteller: H.L. Esaers 
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Inleiding : 

In de veevoederhandel Hordt gebruik gemaakt van 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 Hordt geHerkt aan de nor­

malisatie van een analysemethode Haarme e de mate va n ontsluiting kan 

worden bepaald . 

In dit onderzoek Hordt de ,.,erking van t\vee enzyme n met e l kaar vergele­

ken voor praelukten die een verschillende zetmeelont sluitende behande­

ling hebhen ondergaan. De amyloglucosidase methode gaf veel lagere 

gehalten dan de pancreatine methode. 

Hateriaal: 

Het onderzoek \•lerd gedaan op de volgende monsters: 

Tapioca natief CHV. 

Tapioca ontsloten - Granaria . 

Ha is natief Granaria . 

Na is ontsloten Granaria. 

Ha is ontsloten Hessanen. 

Amyloglucosidase (AGS) van Nercl< (nr. 1330) aktiviteit : 70 IE. 

Pancreatine van Organon te Oss (Dyosyn th C) aktiviteit 143 E (1 E 

die hoeveelheid enzym die bij de pancreatine proefomstandigheclen, 40°C 

en pH 6, 8 gemiddeld per minuut 1 umol dextrose equivalenten (maltose) 

uit zetmeel vrijmaakt, gemeten over 15 min , u itgaande van zetmeel 

volgens Zulkowsky 3 gr /100 ml). 

Hethoden : 

De proeven met AGS \·lerden ui tgevoer.d op basis van het a nalyse­

voorschrift van Hessanen (Bijlage 1). 

Hijzigingen : in plaats van magnetische roereler Hercl gebruik gemaakt 

van een schuc\,.mterbacl (250 rpm) . 

Variabel gekozen: incubatiet ijd en hoeveelheid enzym . 

De proeven met pancreatine werden uitgevoerd op basis van CLO 

voorschrift (Bijlage 2 ). 

Hijzigingen : Er \verd geincubeerd in schud\vaterbad bij 40°C ( 250 rpm). 

De reaktie \>lercl ges topt met 1 ml 4 N NaOH. 
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Variabel gekozen: incubatietijd , hoeveelheid enzym en al dan niet 

hydrolyseren met zoutzuur na de incubatie. 

Het gehalte aan totaal zebneel "'erd bepaald volgens NEN 3574 . Ue 

bijlage 8. 

De incubatietijden Haren voor alle proeven 15, 30 en 60 minuten . 

De blancobepalingen ~verden uitgevoerd met enzym maar zonder monste r. 

De Luff-Schoorl resultaten ~•ere\ en afgelezen op de glucose tabel . 

Alleen ingeval niet gehydrolyseerd ~verd met HCl Herd afgelezen op de 

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

Berekening: 

1). rol Luff verbruikt ~ mg glucose 

2). mg glucose • verdunning x 

x · 0,9 = gr zetmeel 
1000 

3). gr ze tmeel.lOO • 100 100 quotient "ontsloten" zetmeel 
afgeHogen (100-vocht) totaal zetmeel en totaal zetmeel maal 100 

Resultaten: 

De resultaten staan vermeld in tabel r. 

Toelichting tabel I 

kolom 1: Toege voegd 400 mg Pancreatine. 

Na incubatie Herd met HCl geinverteerd. 

kolom 2: Toegevoegd 400 mg AGS. 

(ontsluitingsgetal berekend 

op droge stof). 
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kolom 3: Toegevoegd 1560 E Pancreatine volgens maltose tabel. Er werd 

niet met HCl ge1nverteerd. Daar Pancreatine alleen maltose 

vormt werden de resultaten verkregen m.b.v. de maltose tabel 

van Luff-Schoorl. 

kolom '•: Toegevoegd 1560 E Pancreatine volgens maltose tabel. Er ~.;rerd 

nu echter wel met HCl geÏnverteerd. 

kolom 5: Toegevoegd 1000 IE AGS. 

kolom 6: Om AGS en Pancreatine nog eens exacter te vergelijken \.;re rel 

een proef uitgevoerd met 1000 E Pancreatine volgens maltose 

tabel. Er ~.;rerd niet met HCl ge1nverteerd. Berekening m.b.v. 

maltose tabel Luff-Schoorl. 

Overige resultaten: 

In de t~o~ee monsters die gebruikt ~olélren voor de proef met 1000 E 

Pancreatine (kolom 6) ~o~e rd ook enzymatisch glucose , fructose en 

maltose bepaald. Er ~•erd een lichte toename van glucose en fructose 

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

Alle waarden vermeld in tabel I kunnen gecorrigeerd lolorden met de nul­

~o~aarden vermeld in tabel II. De nub.;raarde is het gehalte aan glucose , 

fructose en saccharose in het oorspronkelijk monster. Voor de bepaling 

van totaal zebneel werd een alcohol extractie toegepast. De vraag is 

of de "nul~vaarde" suikers tot ontsloten zetmeel gerekend moet 

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

De voor de nul~~arde gecorrigeerde resultaten staan ve rmeld in tabel 

liL 

De voor de nulwaarde gecorrigeerde resultaten ~•erden ~o~eergegeven in 

progrescurven zie bijlage 3 t/m 7. 

Bespreking van de resulaten: 

1 De verkregen ~.;raarde met 400 mg pancreatine en 400 mg AGS zijn van 

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

rog, 

3 De invloed van de andere enzymen in pancreatine (protease/lipase) op 

de zetmeel afbraak kan een ve rklaring 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 aktiviteit van AGS is iets minder geweest dan 1000 IE omdat de 

aktiviteit gemeten \.,.erd bij 60°C en de analysen \'lerden uitgevoerd 

bij 50°C. 

6 De \'laarden van kolom 3, 5 en 6 van tabel lil komen ons inziens 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 \.,.ordt tot het eindprodukt maltose . 
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'.Jeergave van de resultaten Tabel I 

1 2 3 4 5 6 

ontsluitingagetal 'lbtaal ze tm. 400 rog 1560 E t<XX> m l<XX> E 

op d.s Pancr/HCl AGS Pancr Pancr/HCl AGS Pancr 

Tapioca CHIJ 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 94,7 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 90,4 81,8 76,1 55,6 

Mais ontsloten \.Jessanen 69,8 

15 min 87,7 52,4 66,2 

30 min 91,2 58,6 70,5 

60 min 90,7 63,0 75,8 
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Tabel II 

Nulwaarde berekend op de droge stof 

% glucose % fructose % saccharose 

Tapioca natief CHV 0,94 1 , 32 0,19 

Tapioca ontsloten Granaria 0,93 0 , 99 2,10 

Ha is natief Granaria o, l,7 0,27 0,52 

Ha is ontsloten Granaria 0,34 0 , 27 1 , 08 

Ha is ontsloten \~essanen 0,43 0,26 1,65 

De nubo1a arde voor saccharose moet alleen afgetrokken \<lorden indien 

gehydrolyseerd 'mrdt met HCl. 
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(Tabel I gecorrigeerd wet de \-aarde uit tabel II) Tabel III 

1 2 3 4 5 6 

ontsluitingsgetal 400 rog 1560 E 1(XX) m 1(XX) E 

Paner/Hel AGS Pancr Pancr/HCl AGS Pancr 

Tapioca CHIJ 

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 55,8 69,4 44,4 

30 min 92,3 62,0 74,7 54,0 

60 min 92,9 65,8 78,6 60,0 

Hais 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 

Hais ontsloten Granaria 

15 min 78,5 66,8 50,9 30,5 

30 min 81,2 75,4 63,8 46,6 

60 min 88,0 81,0 73,7 54,8 

Hais ontsloten Hessanen 

15 min 86,7 50,4 62,8 

30 min 90,2 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 

incubatietijd % glucose % fructose % maltose 

15 min 1,3 1,3 14,7 

30 min 1,5 1,4 18,6 

60 min 1,7 1,4 22,4 

Tapioca ontsloten Granaria 

incubatietijd % glucose % fructose % maltose 

15 min 1,1 0,7 34,1 

30 min 46,1 

60 min 51,1 
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Verzendlijst: Van Doesburgh, 
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adj . direkteur, 

sektorhoofden (3x), 

dir. V.K. A. , 

leesportefeuille (Sx), 

Normali sa tie, 

projektbeheer, 

:tr~uuse (3x), 

Hollman, 
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De 111.: t.c vë,n oni:sJu .iting v."'!n ze ·i rnee l \-lOrdt b c paé1 ld door , 
na i !'JVJï~ ): kj ng V<! n het enzym a'111yJ.oglucosida sc 1 de b oeveelheid 
gevormde gJ.ucose te meten. 

. .... 

De Jncthode is toepasbaar vqor vcrschillende zetroeelhoudc~dc 
produk ten (zoals bijv. Jna is, tarvle , gerst e n · tapioca ) 1 w2.arbi j 
de u i tkornste n pe~- proctuk t moet e n wo:!: den beoordeeld. 

4. Def in itie 

4.1. Onder de ma te v a n o nts luiting \•lOr dt vers taa n h e t geh a lte 
aa n zetmeel dat ~..,ordt 01ngezet i n 9lucose d oor miàde l van 
het e n z ym a myloglucosidase o n<1 e r 0d e volgend e omstandig­
h eden: pH = . 4,6 , t e mperatuur 50 c , e n zymcon centraat · 
1000 eenheden/gram~ inwerktijd 30 minuten. 

~.2. Eén eenh e ig amyloglu cosidase is die h oev eelhei1 e n z ym, 
die bij 60 c e n pH = ~,6 g e middeld per minuut 1 pmo l 
glucose uit zetmeel vrijmaakt, _gemeten ov~r 15 minute n 
en u itgaande v a n z e tmeel v'olgens Zulkmv~ky, 3 gram/.1 00 . .'ml'.: .. . · 

5 . _Erinc i e_e 

Het analysemateriaal wordt bij p H = 4,6 e n bij 50°C g e dure nde 
30 minute n onder constant roe ren geincube erd met een 
hauwkeurig vastges t e lde hoe v eelhe id amyloglucosidase v a n 
beke nde activiteit (9.1) . Het gehalte aan gevor md glucos e 

· wor dt b e paald me t b e hulp v a n h et reagens van Luff -Schoorl. 

2. · COH 
I 

:· (CHOH) . + I. ... 4 
CH

2
0H 

.3: resterend cu2+ 

enzym ...._ 
r 
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2Na2s
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o
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4I 
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) 2Cui ·-... I2 •\ 
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~ Na2s4o
6 + 2~ai. 
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x) koper complex g ebonde n als kope rnatriumcltraat Na6c~cc6u4 o7 }2 I,/...' .... _ ~~. 



P • rJ ,lrl.l I y: ·c };~_ ... -. , 1 i l_c· i t 
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I 

:r nd "i.r> n nj e \: dndc.ts :is d(ll1!Jr ~ 'j l: V< ' n ~-:·un1cn de oplü!3S :i. n g c n j n 
<j00 C!3 I·.:U 1 Ct~·r:d \·1:-d . P l:: br~t10C' l.d. ·. 

6 ó 1 . 1\wyl o:~ J.urns .i (lasc ·op l o:-.; s ·i !!LJ (voo.r. ::d:c!rk t·c.~ lx~p<l l iny ) . 
7S Jny <lllly l og J. nco::d. ,.l t~sc I Î.')O lll l ace-L;!é1"t-buf f c -r.· (f> .3 ) 
\• 1-' J" S )J r'C "-' :Ï.d • 

6. ~ • .7\lllylo CJ J.ncos ir1 ase ·-opJ ossing . Los ?.ovc c l amylog lu co ~;; .i.clilsc 
U·1cn.-k z1·r::t . m:. 133 0 ) op i n acc•t<""l a ·l:bnffer (6 .3 ) él. .ls 
ovr ~ rcenJ..~ont t mn t ·1 00 0 Cr'nh c:>o cnj rn1. VOOi_· c_;rb1 u i.k Vr-'! t s 
h 2rcjncn. 

6 • . · 3 . Ace t ûntbuffcr pH = t1,6: meng 51 0 Jnl a2 lJn zuur O,H1 1ne t 
490 nü natriumacetaatoplossing 0 ,1 M. 
6.3. 1 . Az ijnzuur 0 7 1M 
6 . 3 . 2. Natriumacetaatoploss ing 0,1M. 

G. 4r Zwavelzuur 6N . 

6. 5 . Zetmeel volge ns Zulkows ky 3 % oplossing . 

6. 6. Natriumhydroxyde- oploss ing 0, 25N .. 

6. 7. Kaliumhexacyanoferraat (I I.) -oploss j_ng 0, 25M (Carrez I). 

6. 8. Zinkacetaatoplossing 1M in azijnzuur O, SM {Carrez II ). 

6. 9. Kaliumjodide- oplossing 12 %. 

6.10. Reagens van Luff - Schoorl. 
Weeg af 

86,2 gra m watervri j Natriumcarbonaat , Na 2co3 
31,3 gram Natriumbicarbonaat , NaHC0 3 
70,0 gram Trinatriumcitraat, Na3c 6H5o 7 .2H 2o. 

25,p gram Kopersulfaat (fijn kristallijn of 
gepoederd), cuso4 .5H 2o. 

Me ng de droge zouten goed en los het mengsel onder 
· voortdurend roeren op in 800 ml gedestilleerd wa t e r, dat 
niet warmer d a n 40°C mag zijn. Om snel op te lossen kan 
men een trilroerde r gebruiken. Koe l zo nodig af t o t 
20°c e n vul me t gedestilleerd \..,a ter aan tot 1 liter . 

He t watervrij e Natriumcarbonaat moe t van tevoren op 
g ehalte word e n gecontroleerd. ~o nodig corrigeert men 
daarna de af te wegen hoeveelhe id Natriumcarbonaat. 

Het r e age ns van Luff-Schoorl moet na verdunning 1 op 50 
een pH he bben van 10,0 ± 0,2 . 

De we rkz aamheid van he t reage ns 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

0
het water weer kookt) in he· 

water. Koel daarna af tot + 20 c. Neutraliseer met 15 ml 
natronloog 0,1N. Vul aan ~n meng. Bepaal in 25 ml v~n deze 
oplossing de reducerende suiker met het reagens van Luff­
Schoorl. De reductie moet overeenkomen met 19,~ ± 0,1 ml 
+-l-dr.c::nlfr~r~t 0.1N. / 
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6 . 13. pn jm~~ tc c~ nkO).' l.C J s , uLI<JC' ' OOkt. liiC' l: Y.On'ly.uur , <)C\'/n~ s c~ n ~n r ~ t 

~Jf~dcs U l J.een1 \·trt i.c·r.- 0 11 •JC· r11 I)Oijfl. 

(). ·1 4. Phcnolphl:;1lcïn e --op .l. o~_; ~;.i ny 1 % in el il ilnol 
( gcnc•u l --r:.1 l i ~; f'e1·cl 1nnt 0 , 1N N.:10JJ ) . 

. . . '· 
7. _1\pp~ra iuu~ 

7 .?. . \\7ét t er8<Jd 11e t . ·t h err~ tost()at me t n duv·k e u :c:i.l) h c :i d v a n 
± 0,1 c. -

:-

7.3. Plaa t me t t e n minste 6 ma gn eetroerders .die onder waterbad 
{7 .2 ) k a n worden gepl aat s t. 

7.4. Roer ma gneetj es , liefst me t h e tzelfde volume (9.2.1~ e n 10.3), 
l e ngte ca . 25 nun , ~ca. 6 mrn , volume ca. 0,75 c rn3. 

7.5. Chronometer. 

7.6. Metal e n brandcrg a as j es , voorzien v a n een as bestplaat met 
cir k e lvormige opening, waarin de bode ms v an koni sche kolve n 
van 300 ml juis t p assen. 

8. Jl1onster 

Maal het monster op een Peppinkmolen ove r een zee f van .0, 6 mm. 

9. Werk\-1ij ze 

9.1. Be p a ling van de activ iteit van het enzym (zie 11). 
Pipe tteer in een erlenmeyer van 300 ml : 10 ml 

! 
I 

L. 

I 
.zetmeeloplossing 3 % (6.5) en 10 ml buffer pH= 4,6 (6.3) 1 
en plaats de er6enmeyer onder constant roeren in een 
waterbad van 60 c. Voeg na 20 minuten 0,5 ml amyloglucosidase­
oplossing (6.1) met behulp v an een automatisch pipet toe 
en incubeer gedurende precies 15 minuten (tijd en 
temper a tuur nauv1keurig aanhouden). 
Stop d e 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 
echter zonder toevoeging v an 
oplossing) , daar het zetmee l 
bestanddelen kan bevatten. 

uit ( als boven omschreven, 
0,5 ml amyloglucosedase­
volge ns Zulkows ky reducerende 

Werk v e rder als omschreven onder "Bepaling van het , 
Glucosege halte" (9.2.2) vanaf "verhit, na toevoeging van 
een paar kooksteentjes, uit de hand ••• etc." 
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9.?.. A<t11 i· c-1 .• i.i n g 

9. /.. 1 . Hy d rol y:;e vrtn lll.~ 1: :~-c -L 1n0(ü . 
l·~ceg a f 1 gr.<Jm v,1n h e t Jnons t e r , op 1 mg 
n a m·lkmn: ig e n JJ:con g de ;qfgc: \·JOrJ Qn s -t·o f :i n c?c' n 
llli"lëli:kn .t f van '100 1nl. Voe g toe 1 ror~nn<'HJJ)C(~ I: je (7 .'1 ) 
e n 5 0 ll1L hut:r<~r ( 6 .3 ) en p J R<·d . s h'~ t koJfjc (li·r r>c- (·. n a 
de ·t o cvoc<J ing v<tn de }.Juffer. i n een wa t-r :cbRd v;i n 
!.> o0 c ( '1 . 2 ) (l i e op c:cn p J u a l nte t 1nagn e U .sch e :coc:nlc ~ 1 . s 
('7 .3 ) .i.s grp l ttn i s t. L ;1at , ontl n r constëmt roP.rc:n , 
1 S m.i I J U i.(~ n op\·Jdnnc· n .. Voc;g h :i L'') na 1 rnl éJ.myJ og .l nco~; i tl a: 
opJ os ~d ng ( 100 0 c c nhedc:nj1al ) ( 6. /. ) toe met: ,..,r n 
au Lom ë.l i... i.~ clie p.i pot e n inc u bP.e): oncl e r cons t n.n t :coL~ l:t.~ n 

y e du:cende pn~cies 30 Jtünutcn ( t .ijd e n temperatuur 
n am·1k cu:c ig aan houd e n) • 
Stop de cnzy~atische hydrolyse door 3 ml H2so4 6N 
(6. 4 ) toe te voegen e n h e t kolfje direc t in een 

0
· 

koe lba d te plaatsen. Voeg na afkoe l e n t ot ca . 20 C 
toe 1 ml Cé\rre z I (6.7) e n schud 1 minuut ; voe g d a n 
1- ml Carrez I I (6 . 8 ) toe e n schud weer 1 minuut. "•11 
aan met water, me ng en filtreer . Voer ook een bla .. c o 
.bepaling uit (als boven omschreven, ech ter zonder 
1 g ram monster ) • 

9.2.2. Bepaling v a n he t glucosegeh a l te . 
Pipetteer 10 ml v a n het filtraat , dit volume ma g 
ten hoogste 60 mg reducere nde s uike r (b e rekend als 
gluGose ) b e v atten, in een erlenmeyer v a n 30 0 ml e n 
n e utrali seer me t 0,25N NaOH (6. 6 ) op phpht . ( 6 .1 4 ). 
Voe g toe 25 ,0 rnl van h e t re a ge ns v a n Luff-Schoorl 
{6.10) e n vul aan met wate r tot ca . 50 ml. 
Verhi t , na toe voeging van een paa r kooksteentjes 
{6.13), u it de h a nd boven e e n v r ije vlam in 
ongeveer 2 minuten tot koke n. Plaats d aarna de kolf 
onmidde llijk op een gereedstaand dr aadgaas met 
isolerende ring (7.6), waaronder t e voren een vlam 
is aangestoken, . zodanig, dat de kolf alleen aan de 
onderzijde wordt verhit en sluit . vervolgens aan on 
een terugvloeikoeler . Kook vanaf dit ogenblik ! 

gerekend gedurende precies 10 minuten. Koel direct 
af in een waterbad, waarbij schudden moet worden 
v ermeden. . 
Voeg toe 25 ml KJ 12 % ( 6 .9) e n voor z ichtig 25 ml 
H2so4 6N (6 . ~) ~ Titreer h e t vrijge komen jodium met 
natrl.umthiosulfaat-oplos sing 0,1N (6 .11), op het 
eind met stijfseloplossing -0,5% (6.12) als 
indicator, tot roornge el. 

9o3~.Bepaling totaal zetmeel gehalte volgens E.E.G. - methode, 
De blanco dient een waarde omstreeks 0 te hebben. 

\ 



10 • . nc-: :r _d ;. cn_i.nq . 

'I 0 . 1 . Zoek i n de h.L jtJ cVO~l.Jde t a be l op 1net: boeve 0. l rng y 1 ucn:·; e 
het ver ~;clü .l. ·r-nssen b l anco bepal:i.ng en de· p :1.0Qf 
OV(~)~Ccnkoni"t •. (De tabe l :i.s gebdS<"! Cl:d op 0 , .1000N l.h ·i n , ) 

10 . /.. n c-:r:nl<r' n.i ng v An c1c a c ·U .vJ t c it v a n het e n :;: ym (vo.lgNJ S 9 . 1) . 
De· alnyloCJlucos :Ld <-1Se~·ac i: ·Lv.i.i:e jt in pmol· g l ucos e p o :c 
1119 a1nyl oglucos j do. s e p r? :r: 1ninuut \·JO:rdt be reke nd u it <1e 
fn1:1uulc : 

waarin 

1 
E Pn l Jc'd c n p<; ): Jllg ( E/ lng ) :-: 9 · 1 0 _ 

180.1 5. a 

g -- aant:u. l rng g .1 u co se uit de ·t i t:r a tie g evondc:> n 

a = de hoevee lh e id amyloglucosidase (in mg ) aa n 
·het incubatiemengsel toegevoegd . 

10 .3 . Berekenirig v~n h e t gehalte aan g e hydr olyseerd z e tmeel 
· (volgens -9. 2 ) 

Bereke n het gehalte aan ontsloten . ~etmeel na -30 minuten in 
procenten op totaa l zetmee l uit de formule 

% = 1000 x g x 0,9 
a x v x z 

100 - r 
100 

vlaar in : a = afgewogen hoeveelh e id mon s ter in granu-ne n 

. g ~= aantal mg glucose uit d e titratie gevonden 

v = .het voor de titratie gepipetteerde volume in I 

r = volume roermagneetje in ml 

z =totaal%· zetmeel in . he t monster volgens 
E .E.G .• - me thode. 

11. Opmerkinge n 

·· In verba nd met d e minder goede nauwkeurigheid van de · · 
s terktebe pali ng dient _deze minstens in 4-voud (+ 2 . blanco's) _. : -. 
te worde n _uitge voerd • . . 

·N.B. · De verschillen, :.die bi j ._de - sterktebepaling_worden 
--.--·gevonden,. resulteren overigens in aanzienlij k geringere : .: · 

verschille n bij de aantastingsbepaling . 

Bijlage : 1 tabe l 
\ 
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01 1 n ; h i o · g 'f y~ 0S0 1 J ,,< · l o!;C l:l<~ l . r c l~; c 
:;n lf .,d t f :r:uc Lose of 
oplossing j nve·c t~;n .i kc~:c 

C6JI12°G c12tJ ?.2°11 c12H ?.?.0 1 1 

( : 111 
3 

ll1<J VPJ'S<.;hil l!lg V8Y!.> c; h.iJ. llllJ V c ~ .c ;c; h i l 
. , 

1 2 14 316 3 19 
2 14 3 ,7 3 19 

?. lj , 8 '/ r .3 7 , 8 
2 11 J I '/ 3 , 9 

3 7 , 2 11 1 0 11 1 7 
2 , 5 3 ,7 1 ,0 

4- 9 ,7 111,7 15 , 6 
2 , 5 3,7 4 , 0 

5 12 ,2 18 1 4 19,6 
2 , 5 3 , 7 3 , 9 

6 14,7 22 ,1 23 , 5 
2 , 5 3 ,7 4 , 0 

7 17, 2 25 ,8 27,5 
2 , 6 3 ,7 4 ,0 

8 19 , 8 29 , 5· 31 , 5 
2 , 6 3,7 4 , 0 

9 22 ,4 33 , 2 35 , 5 
2 , 6 3 , 8 4 ,0 

10 25 ,0 37 ,0 39 , 5 
2 ,6 3,8 4,0 

1 1 27 ,6 .40 ,8 43 , 5 
2 ,7 3,8 4 ,0 

12 30,3 44,6 47 , 5 
2,7 3,8 4 ,1 

13 33,0 43,4 51,6 
2,7 3,8 4, 1 ( 

14 35 ,7 52,2 55 , 7· 
2,8 3,8 4 ,1 

.. 
15 38,5 56 ,0 59 ,8 

2,8 3,9 4,1 

16 41 13 59 ,9 63 , 9 
2,9 3,9 411 

.. 
. . . 

. . 

17 · 4412 63 ,8 68 10 
2,, 9 319 412 

18 4 711 ·67, 7 7212 
219 . 410 4 ,3 

' 
19 50,0 71,7 75,5 

310 410 4,4 

20 53,0 7517 8019 
310 4 11 415 

21 56,0 7918 8514 
311 4,1 4,6 

22 . . ' 59,1 83,9 ·90 ,o 
3,1 4,1 4,6 

23 62,2 88,0 94,6 
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·,) j t v . H>i.'sr~l Jl• if L l)nH~ ) , , •jjft de L• .
1
1\ l i 1r e \'' · tl c>l t l.: ·l cdc- n ,, c·!.r 'rl Pn i \l\·: e :.oi.·,ï. l 

r •1 i }, <; l' i n ~~; f.r. ,r, n l pl·cp~q ·;:. t. r·n 1 Vf'C VCH·r: v i L ''" tll l :~ 1. n\fPn 1 lf,f:n0• oe;cl ül'B e:n )-:11\Jf' t .. 

l•1P l · p1•ep;1 :r·a t. c· n ~ 

Tint t'Y ] n n. e on-!. Hl 0 L (' )1 o:? v c; t' t (!(' cl.n :n• Y.e t .Jf)(~el :i~ he t p ni 'Cl' !1Ül(:,C V~ n lw t 

in 1>1·1.. ,,, Je: 1 j )J{~ i./~~•o· 1P l1 Ju•Wr~ t e:c rht 1 y,mlrh : r voo·t·a f[,t3and8 11· ·l1an dclj ng l!let 

1-. t.O t)!il t'li 1 C: C Vcè' t' l il"lC>f.;de rlJ 11 k 1 v o l t;l'' ll S r\ C lJCSeJJr·cv; n lf1ei. honc br>p:->_-o~ Jd \·IO:C·d t 

]l E: t L• },;> l. -L e hl",,• c t. o L;:•;ü Sill k cr i s he t pe ree n l.nge van het j n u e)J<moe l i ng 

gcn o:i;C:n !flOJJ .:- ter J a t 1 zonue r voor beha ndeling nrc t stoom en zonde l' incubatie 

~pt p~ncreatine , voJ ge ns àe beschreven methode ornt;ez.et en b epaal d HOJ ·dt 

R l S t;lUkOG0 o 

3. ~R~~~~ 
Het te a na lyser e n mons t e r \'IOrdt gesu sp endeerd i n een bufferoplossing en 

daa!'na geïncubeerd met het enzymprepa ran.t pancreatine . Di t preparaat be­

vat o.a .• d_ -arnyl e.se dat zotmeel a ïbreek-t tot maltose . De ontstande mal­

tose v1ordt met zoui; !üuur omeezet i n glukose e n deze lWrdt enzymati sch be­

pa ald .• 

All~en da t deel va!'l he t zetmeel da t niet ::. ;..) intd~o :;. c-!;r:~cclkorrels is in­

geslot e n '"or:-û.t door het pancreatine omgezet . 

4. ~~~§~;:~I~ 
- Gech~still eerd of gedemineraliseerd \-later. 

- Pa ncreaspoeder type C, merk Diosynth, Oss . 

- B>.'.fferoplo:>sing v?lgens Sörensen , p~ 6,8. rleeg daartoe 9,078 ·g KH2P04 I 
_c..f, loe op _il: 'l·:~tcr e n vul .aan tot 1 1. \'leeg daarnaast 11,876 g Na

2
HP0

4
o!' :2. H1 (. • ~ 

af en los dit ook op in 1 1 water. Meng van beide oploss ingen gelijke 

delen. 

- NaCl~oplossing 0 1 2,m. 

- Ca rrez- I - oplossing : Los 106 g K
4

Fe (CN) 6.~H20 (kaliumhexacYanoferraatii ) 

op in wa ter en vul aan tot 1 1 (0, 25 m). 
. ~ 

Carrez-·II-oplossing : Zinkacetaatoplossing in azijnzuur. Los daartoe ·219,5 g . 
Zn (CH3coo) 2.~o en 30 gijsazi jn op in 1 1 water. 

NaOH 4 n. 

HCl 25 %. 
Fenol:ftaleïne- indicator • . 

- Tri!::-zoutzuurbu:ffer, pH 7 ,0 (Q,4 m). Héeg daartoe 48,8 ·g Tris af en 

voeg HCl 3 n toe tot pH 7,0 (registreren met pH-meter). De . toet~ voe-
. . . : . . 

{ :· gen hoeveelheid is + 100 ml. Vul m'3~ gedestilleerd wàter aan tot 1 1. 
. . . . . · .. . . _. . : . . -
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.• 'l't 1-t ·t'(-.,ll J"i )) ··d i ~~ h l t' l lr· >! K•'.i' ( :(l t) J'(· J· i d I p ) I l. .· i ~ "I.•; I' !' r:. il! dJI·i. n, Va l. f.l Ct J. () 2 ; 
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v.• n c1e · t c ~ ; C c c > .. Jl Ji l ,·.dic :>-"' ft 1 1 1 ~ ~ T • i r; Yc.>ql ;.,.lll' l .. . f f , .r i.p . v. fiJPt e~~ d e ;:; -L .il -

1. c ·~ i ·d \·/fJ.L m··. 
' ·· 

', 
.. ,.· 

\ ;' r:·C'(s 1 g lf•Oils l c :l' op 1 111g lJ<".U':)k.et.n•i.g a f :tn ct,n ,,,:nt:k o1 f ve .. n 2)0 .ml. Vo r)g 

<u:l t ~Ci " C(' itVol l;t"iîf> 6 ml 'i·J~d .. e 1·, .. L} O ml h\ t.f:îe:t·Ol>J..o}~ s :i ng "pH 6 1 8 e n 4 · )11 1 Ne. Cl~ 

Ol l l or> l:; ing 0 1 2 1n toe. g c:1g de op l o:~ F j. ng e n voeg 400 rug p:~ n crc?.~pocder toe • 

.. Jn, !l lbr::_l'_ }P~t J;Jt rtCBP l i.n e_t~n_1Jroc tistoof bij 38--ljo0s.Jt,..,..:ihn· f~ l,de 1 u.m· ( z:ie__.1 .. 

IJ}> r~. ?) L ~ a -t ' :•.P-J' l n. <d "ko e) ~'n o 

h' üc~ voor de h r:v>. l i. n1-~ v,·,n :t'"t;v; . 1 otea.l ~u j k or cv,~JH?U1S 1 g a f in een JJ; (>...;1. tkol f 

V<m 2)0 :nl. Voe g 40 ml V.':l.tcr toe . Voeg zov1e l <Yï n de &-e i' ll C.:Ub ecrdc a l s de niet­

geîn cubee!'de oplossing achtereenvolg0ns 5 ml Carrez- I en 5 ml Carrez- II • toe 

om e h·itte n neer te sl a3-n (klaren). Schud na i e dere toevoeging gedurende 

1 min . goed omo Neutraliseer de oplossingen met Na.OH 4 n op fenolft.aleïne 

tot rose. Voeg daarna voorzichtig enke le druppels HCl ?5 % to ·. tot .de. 
kleur na,q,r· l-lit omslaat. Voeg daarna nog 2.druppels e}..--tra toe. Vul met wa­

ter aan tot de maatstre ep en meng de oplossing. Fi ltreer door een vou,·r­

filter (s en S, nr. 59..5!, diameter 240 rum). Pipetteer van het heldere· 

fil ~~raz.t 25 rril i n e en erlenmeyer van 300 ml. Voeg 3 ml HCl 25 % tûe en 

kook gedure nde 1-~ U\12' 8.an e en te ::::'~lt:,'Vloeikoeler . Breng de oplossing .ki-lan­

ti tatïef over in een !1'<-'.Ä.tkolf v?.n 100 ml en vul aan tot de me.a.tstreep. 

Meng de oplossing goed en mtlak evcntu8el èen ·verdere verdunning tot een 

concentratie va~ 20 ~ 6~ mikrogrPmgl~~ose per ml. Herk verder volgens 
!l {} {.,. ...... I(;" I ;;- .:. .....,J .. . .. 

het voorsch:.•ift voor tota<>.l :z,etm(3el.. 

~~::~l<.:E1~E1~ 
Als. m = massa vu.n het. monster in grammen· 

de op de ijklijn a!'gelezen concemtratie van de gemeten opl.)ss_~ 

in mikrog ... '.""' .. m/ml · ---

• ~, c:: 

b c de op de ijklijn afgelezen concentratie van de blanko 

x de faktor \-laarmee de oplossing van . 250 rnl" ui teiri?elij"k "verdund' 

is alvo~ens de extini~ie-meting werd verricht~ 

dan is de so~ ~n ODtsloten zetmeel en suikers, voor3over de l aatste 

aanleiding geven ·tot de vci'Tning v2..n glu...lcose: 

,(R~-..?)~,.x_~25..Cl % . (A) 
m. 10.000 

Als verder na de bepaling zonder incuàat.~e met pancreatine: · 
. . 

·. 

c o; de op de iJ'klijn afgelezen concentra·;ie van de geiDeten oplossing ~n 

: · · mikl'ogré!m/ml • 

. d ·· c: ·de ·op de ij~.-.:l :ijn afgele~en co'~c~"ntra::ie "wn de blanko dan is. het per-

centage· ru~,·e ·totaal 'suiker~ ul. tgèd..rukt a la glukose f?-dh]C.J5..q· cf> · (~) 
~.10.000 

.. ~. ". 
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1) Tr11l.i 0 n e r venl<~ch t kan v1ordr:n d;•.t e :c ·in ce.n monr;tcr l a.gü.re koo 11.t.y-

di~ Jg Lot de VO('IJJÎ!lg Wll1 ~lu l'O ~H~ EC:V ~'' n o<ül i s ue P'~l) t_;Gh'l'~!' l1 \•!e g 0.Cl1 

HilJdb .;pé:ling \'ol g t'n::> J)Jff-- Sc}worlo 1~r 7-~ l d;~.n wel Hn~er lJJun::;ter .i.nt,--e­

,.I O[.tm JJJne t,, n \-10rnr~ n on }Jo-t ·i ll Vt·) · ~· i.e•I::,·-nt_:!~e l l'.<Jci c1 :1 1~ u1ct J oog Ol1(;,û- · 

J..uff .. lwpnlj ~v;o 

2) Het is va n b e l a ng da t de incub ati e tijd vl'ij ll'lU\.'ketlrig tot 1 uu..r 

b ep erkt blijft. Soms is d.. -2-rnylase nl. ook in sta.a t om zetmeel uit 

inta kte ze tmeelkorrels ·t ende l e vri j t e maken . 

WV/eh/309 

' \ 

) 









- 1o 

~0 

9) 

<.c.o 

I 

! ,_,. 

lU 
f1 

ff 

11 lli ll 
I :+ Hilfi++HttH-H u 

lifT 
1111 





., 

.. , . ... 
, . I ·. ' , 

.. . 

. . . . : ..... I ') 

hl J',\ ! J : ;,~ Vt\ ; 1::. T (.: !:.',! l l. l i- ·~ ;: i " .11 1. 

( . ' I I' . ' I I I IJ I fJ \ • t I I' I . \ .. , 'I I \ ( I l ' • • . • I ;, \ I ,., _ I) _ , , _ ' ' , \ / J , . '· l . 1 r_ , , 1 , . • .' 1 • 

ll ' 1 r , ~ l : : ·· {,, : { ._ • ·i 1: , • ! .. { { ':i 
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J J' ) iJ ,· J · . .: '~: .. ,. : . f: 

1. 
. 
I : ' • •t p 

De ,-, ~ ·J·Jr: } s Y ~-: n -\. c: .. :: ·.~s~~ ~ - b ·t ,~ j j -:-:- 1. c :·,G· .. r/ (.r~~: -..-~ :; \ ~..-r~\-Of-~ .- .... s ~:; -. ~-c ­

v o.-.~:.-rf i c,; ,2 ~ ~ -( ~ fi\:..rJ . 

3. DE- f initie 
G<:-h e ) t e a a n z r·t 'Jc-e l : d e I'CJ C\' e c>lh E- id :;:c· 'L::;~c l e-n d) e )!C'ot-:Hol :: n JJ:=:'r e 
a n.~r r-Hü; prouu}: ~.e n J : ) .:..· ~ · y:::J~ d ~e o r,:- r · 1 CJs:. · ·~<:~ · '·<' n :i n e~l.'o ~ -. ~1 4o;: ( F/V ) . 

~. Begi nse l 
Uit de te OJJu t:> r zo(:};NJ s t o f \-.·o:· cl r · ~ c'ie :;r, c- ~. '! ."! J J CÜ ~ 0% ( JI / JI ) c · r · ~ csl ·o ~ · e 
su i}; e r s E.Cf:>. '.._1' <: ),e:ï-,· d . 

J:a (J)j 't,s ] u :i ti ],b or,.~d- CÏ l "G..l ', \-.' (,J'J t Ï JE:- 'L 7.2tJ;,l:' c> l u~L:-C ~· c·} i sC:"c-rd à ovr k~ t 

en zym ru>Jyloc J ucos :i r.J :~ s e ( cJ u c:>..1:::d F.s<: ). 
De g evormde gluc o s e 'wnl t b e ,P?. a ld 1r.e t l1et r é2.g en s va n Lu f f -Sc hoorl . 

5. Analys emon s t.er· 

Be r e :i d h e t anal y sernon s t er over eenkomsb g d e r:i c h t l i j nen v ~ rrr.eld in 
NEH 3328 , me t d i en ver s t a nde , à at d e te onder ze eh en s t o f een d raa d ­
z ee f va n 500 )lm (NEH 2560 ) gehee l pas seert. 

6. Reag entia en hul ps toffen 

AJ l e r eagent :i a mo e t e n v a n analy seln1al:i te i t Zl Jn. Gebruik gedestil­
l eer d 'h·at c r of ;;:;. ter van t e n m"i n s t e g eli j ke 7,u:iv e r}Jei d . I nd:ien ni e t 
and e rs i s aangeE, ~v en , worden oploss i ng en i n wa t e r bedoeld. 

6.1 Etha nol J,o% (11/V), g e neutraliseerd t . o .v. f enol fta l e ) en. 

6 . 2 Acet aatbuf f e r pH I~ , 6 : meng 5 1 ml az i jnzuur 2 l·l met 49 ml na triumace­
t a atoploss i ng 2 M. 

6.2.1 Az ijnzuur 2 .1-1, d . i. 120· g C21!lj 02 pe r l. 

,,2.2 

6 .3 

Natr:i urnacct a ato p J o ss ing 2 1-l, d.i. 27 2 g JiaC 2 !1 30 2 . 3!120 pe r l. 

A'1lylo a - 1 ,~-~-1 ,6 glucos :idase o f glu ~<l::-: :,rla s e, e en uit. mi cro-oq~anis­
men b er e id e n zYJ:lpr epar a2. t va n b eY. e nd e · :.m i verhe id. 
De activit e it van he t e n zym di en t t e worden gecontroleerd volgens 
6.3.2. 

6.3.1 Het enzym amyloGlucos idas e {glucnmylasc) moet ~rij ZlJn van de e~zymcn 
, fosfurylase en transglucos iclns es. 

vlanneer oJ~yloglucos:i da s c: in vaste vorm gestuhiliscerd ) s met een redu- · 
eerende suiker , .verricht dan een ~lru1cobcpnling met alle rengenti~ 
rnanr zonder nnalyscmntcl·innl . · ; .. ' · 

•· . "! . . . 
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, l ·J, .; , , -/ , 0 ;_;.'.1 · . ... z·-l ;.;u 

f :' n , ,·J.I.t>i d ;<·J::loc) ;; . ·,, .· i · : ~!_,, . , :-. ,Jj ._, ; , 11'·: (·• ~ l. ··i,! , 1 ,: : ... , , .:j l' ·,,:ij l'!! !1 , 6 
~:1 l·ij d,• ll!';: · · :.c··: , ;) c·:< ' :·.··jL' \."•.· : · ; . :.· .. ; .·J ' i : :. : )t" in I r.i :~ 1 JI•·,o l c in . 
l··~ - ('·u; l . ;~.<; .. ·· ·: 1 v, )1 f,•: ..; :·u J ;.c·.::-:;:y ( 30 tj.l ) \ J · j:,:·.-:~.}.' . • :t-. .. t.'. _ .. , ,, ; ; .. , , 

b. ]\L l'\ j di11 o.; V~•!l .) e v; . . :;.:·,.··, llc ·:~.) J,g 

I (• . ' . . . - . . ' ' . . ·, . '. . . ' • I ,- '> ) . ~· (j·· , 1..1 . \"f J'U..i r. l ~; ~ 1 "' ··: ':., ~·,,:'-. Je ,:( ' t :,..: ..... ~-~ ·.1 \l- · r 

~l:t !),-. C.J )u ... : i: .;_; , ! .. _;·• . t.v .r ;\) 1_ :: . L,, ; ~".-n J't :· !'l I· : ~t . 

c . J:y-il' .:Jl y:.t~ 

} ipc Lt ,•l•r i n ce:n L" Oni::cl.e kC'l f v 2. n 300 1:ll : 10 , 0 Joil 1(\·: verdUJ~de acc ­
'LC:.o:,L(.'-!ffc-r e n ) 0, 0 ?:.1 7 ~o:'...!: •• ·c·l.:..rloss)r.g ::,o ~;_/1 (6 . 1~ ) . 

. 
( 1 J ,: ~--- ~ ' , ) 

r'.l &?.i.s d e kolf in c·en \·:a LPJ.·I , ~:d en 1n·c·lr[.; ci f' in!.o~d <l:Jdc~ · ),e r ilué. J cl sc:i,-Jd­
d e n op cl c on;ec;eV <- ll 0}\'v:Ï : :;~j)e \•' L. J' };t ·:·;:.!>C·r<:tt l LU' VarJ het. r=nzyr.L 
Voer; .v eJ.·vo lgcns t oé:' 0, 2 J!.l é!~ :~ ::lo[i uc:o~j ó~sc -crlcs~;j l ~ G Pn h o!!.()f ,t'n i seër . 
Inc ubeer onu e r ile r haf!J d sc l.ïJàJen , t;Pd.ur ende J•red C'S 1 uw· h i j d e o p­
ti~nale ''c rk t emp ere. t.uw· ( t.i ~ d en t e:;:i p cn:. 'vUi.<l ' r.3U .:Äeur ig :;.a n houd (~11) • 

Stop de r eactie door ?5 , 0 n l r c>ët;ens v·an Lt1fî -ScJ,oorl toe te VOE-Le n 
en vul aan rn e t viat er i.ot een totaal vo.lu::w van )0 Jnl . 

d . BepaJj ng van de bo~v ce lh ej d glu cos e 

Bepaal de hoeveelhe id e; lu co ~. e volr;c>ns 8 . l1. 2 . 
V.oer gelj jktijdit; een b J m1co1•e.!_)2 1 i nc; uiL lllet d c·zelfd e hoeveell1 e j d 

filtr aat e n 2.lle l' e<:senU~J , d och J r.~t r;c>Ï nEJ e;tiv eerd c1 .zyn ( om h e t enzy1n 
inactief te ma k e n , i s v e rh.i Lten va n cl c c·n :· ymop J osd.LS o p 100 °C gedu - · 
rende 10 win voldoe nd e ) . .Het zetJneel vol g<~ J • S Ztll )\0\.'Sl;y l;an reduc ere nde 
bestanddel en bevatten . 
Ste l aan de hand van de tabel vast met hoeveel me glucose (g) het ver­
schil tussen beide titratie-uitkoms ten (uitgedr ukt in ml 0, 1000 N 
thiosulfaat) overeenkomt . 

e . Berekening 

Bereke n de runyloglucosida sc-activi tei t 1n eenhede n p e r r'!g ()Jmol glucose 
per 1oin p e r mg) uit: 

g 
c · a 

•:aar i n: 

g = hocv e eJheid glucose uit de titratie gevonden , in mg 
a = hocve elheid alilyloe;luco ~. j dase aan h et incubati e!:J e ngs el toceevo eeè. , 

1n mg 
· c = 10 , 8 pmo l/min . mg . 

6. l1 Amyloglucosid ase-oplos sing : J os o p in (of VC>rdun wet ) 1 Ox v e rdunde acet.aat ­
buf'fcr ( 6.2) , zoveel r.cn:rloglucosjuase (G . 3) als ovc rcen}; omt n:ct 2)0 een­
heden per ml . Bereid cll:e dag C'c n verse oplossi ng . 

Kaliwnhcxacyanofcrraat ( JI )-oplo:.!;ing 0 , 25 l·l ( Carrez I} : d . i. 10G g 
KIJFe( C:H )6.3H20 per 1. 

6. 6 Zinkacetoatoplossine 1 l·l lil azi.inzuw: 0 , 5 1·'1 (Corrcz II):d .i. 219 , 5 g 
Zn (C;,JIJ02 h . 2 JI20 Cll 30 f, lJ ~azlJ n pE'r 1. 

6.7 Jodiumopl ossing 0 ,1 N: d.i . 1?,7 e j o<Jjurn en 2 h,O C knl)umjodidc (jodaa tvrij) 
p e r l, voleens IIEN 3 10?. onde r 10. Vcr<lun d e opl oss)ne voor het gebruik 
cü·ca 10 muo l • 
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1. 

··1· 

li ~.·ut:; c n s vu ll Lu f f - Sc !loc• r·l ; 

~lev& a f : 

86 , 2 
3 1 ,3 
'(0) 0 
25 ,0 

G 

G 
e 
c, 

na t.J' il:J ! • c :~ rbo r~;:.: t t ( l.'l2CD3) , 1-:;tLr·r\•r:i j , 
na l r:i u·:,,;;: t,•l·:~t,-. :·c ,.,_ l· l ·üna; ~ L (;:.1 i:t: 0 3) , 
\.. l'i f1'd.riur .J .~ :i 1.r::u:t (!:a 3C c, li ~ 0 7 . ? i!20) , 
);oper(IJ )sulf:ut \.. ( Cu SO,. . ) JbO) , f ijn p .Jc'dr>r . 

J-lt·r1g de dro Ge ;·.:·u· ... c n so,•J vn l o s j,,_•t J;•.-· L [ G"' l op o : u Ï l'l' \' Oü i'Ldurcnd r oa·l 'h 

i n 800 l!l l l-w u J 1:a t. :.> r . 
Vu l aa n t o t 1 1 . liet gc1•ru:i };te \-:a t. e n ·l·ije n;:d.r:i l J.:": ... ·;.r·l·, w..: ·~t J r.o~ t v a n t e 
v or t:: n op [; ('],al te \Wrden gl:'co n ~rol c~.-rà . 

Het r eage ns moet na ·vijft i Gv oudit;c v~rdun11ing e>en pH lH~Lut-n van 10:!::. 0 , 2 . 
De v.•erkza amh e id van h e t r e?.gc n:=; kan \·lOrden g c,c o rrtl·olf' e rd v o l gens 6 . 8 . 1. 

Opmerking 

Voor het s n e l in oplo ss:ing breng en va n d e zouten kan h e t gebruik 
van e e n t rilroerde r nutt ig zi jn. 

6. 8 . 1 Controle van het reagm?S van Luff - Schom'l 

6 . 9 

6. 10 

6. 11 

Los op 9,500 g zuivere ~;accharose in een r:Ja a tkolf van 500 ml, -vul aan 
en meng. 
Pipettee r hi e rva n 50 ml in e e n waatkolf van 500 ml . Voeg toe 15 ml zout­
zuur 0, 1 N. Breng de k olf me t :inhoud in een kokend , ... aterhnd en houd h em 
gedur e 1~d e 30 min ( te r e}; enen v a.na f het ogeJ!blik à at het ,.;a ter \:eer 
k ookt) half ondergedo~peld in i1et water . Koel da a rna snel a f tot circa 
20 °e. Neutrali seer met 15 ml natron l oog 0,1 N, vul aan e n meng . Bepaal 
in 25 ml van deze oploss:i ng h e t reeluc e rend venr.ogen volgens 8. 4. 
De r educ tie moet overeenkollleh met 19 2:. 0, .1 ml thiosu l faatoploss i ng 0 , 1 ·N. 

Kooksteentjes: puimsteen of cru·borundumkorrels. 

Ka liumjodide - oplossing 1 , 8 M: d.i. 300 g KI p e r 1. 

Zv.·avelzuur 3 1-1: d.i . 294 g H2SO" per l. 

6. 12 

6. 13 

6. 14 

Natriumthiosulfaatoplos sing 0,1 N, v o l gens NEN 3 102 onder 10 . 

Zetmeeloplossing 5 g/1 (indicator ) , volge n s NEN 3102 onder 7 . 3 . 

Zetmeeloplossing 30 g/1 : l os op 3 , 0 g zetmeel volgens Zulkowsky t ot 100 ml . 

7. Toes t ell en en hul pmi dde l en 

Gebruikelijk laboratoriwngl as.'l-lerk en hulpmidd e l e n e n 1n h et bij zonder: 

balans met een nauwk eurigh e id v an ten winste 1 mg , 
r oerapparaat, mec ha n:isch of magnetisc h, 
l a boratoriwncentrifuge me t centrifugebui zen ca . i 00 ml , 
autoclaaf of hogedrukpa n voor verhitti ng t o t ten m:inste 120 ..:>e , 
'1-ra t e rba d me t thermos taa t voor een t E:mperatuurbereik tot ten mi nste 65 °e, 
t~rugvloeikoelers , 
me t alen bra nd ergaasjes , voo rzien van asbcstpJnat net cirk elvorr1i ge opening , 
waarin de bodems van con i s c h e Y..o lvcm van 300 ml juist passen . 

8. Uitvoer ing 

8. 1 Extractie vm.1 de ouikers 

·. 
Weeg af 1 ,0 e v a n het monste r tot op 1 mg e n urcnr: de nf~c,wc;cn [;tof in 
e e n centr:ifugel.Jui s . Voec toe )0 ml ethanol l1 C% ( V/V ) e n roe r me t . behulp 

, . v an het rocrappArnnt c cdurc ncl c 1 ~ min . 
,·:·.· · ·: . ,.: Ccntrifueccr en 

· :~·.-..: .·· .... ;·:/.·· · nol 4o% (V/V). 
: ·-:- .. . : "'·· ~ ·' •. .. ·, .' , .. · 
::·· .. · . ~~. · .>. ~ :"; ., .. ' 

~;~· . : -~f_:·.;,,\~. : . 

schenk. de vloei s tof. o..f: lkrl.anl .de Pxtrnc t:i c me t ctho.-

· .. 
. ' 

•.' ,,. 

.... . .. ... ·.•· .. ..... . ·~ 
.:. '• __ , 
.. • ' J r'' . . :...' 

' . 
;', 

. ,. .. 
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~. ?. Onis7.:d t.·z'nJ llc; /1 het ;~et·:;.:, l• l. 

8 . 3 

t 

E1·cne ll L! t l" L'~~ i dn Jv~·:1nt i ~.:: t.)c f ov d· 111 C t' ll J :·, u.•~tl·.olt' v:~n 100 1=: l J;Jc t c:'l . 
30 J:Ü v:rd. t~ l' . S,·)tll'l , 011: ('l'n i',O r ._scJ:·;aLjg J: ,(JfjCJ~j :r_ c Vt:l'tl cJint.; Vi: rJ ÏJI?t 

l'l0n stc·r i e vc•ri:J·ijt;cn , de 1;<']1 i ·.!'::.c i1 ~: ig u l!J. Pl:;.:tt.s d e VJlf ca . ) Juin 
) n een l;ol;c·nJ. \·.'·1 t. c:rl•·:c'l <' 11 i J:,·. 1 t) :,: ,r i, i j r1<.! il~ l ;oud ·: qu r ï.d,Jn' nd j n b:: -.,' '='Gi J,~ • 
Z~t , l J'!da t t . .':.\.? 11 ;~0 GOC:J J"J('(.-.J;~ ~ -.~ \'•"'?~d, ~J~ :!t_; Y ·'l l1 În.: L J'!0 1.~~~.(: f' j~ l;c- rL~ ) kt , 

tl e k:, ·:i~ l;olf in e:~n <-ut .::..- · !::· ~ 1 c,f : ~;: . ...:,- - .~ r . ;~.;":!1 t-n vcl·hi t [v iu;·(·J ~rJ e 2 uur 
'l> ij 1;..>0 °e e n PCll ov._·J·;) :·uK \' :0, !1 10() ;; j>g ( 1 atJ.l ), o f 1 ll\ll' bij [:a . 130 °e 
<>n een overdruk v~n ' 160 kPa ( 1 J~ <:!t:a ) . 

Hydr>olyse Vc.m het ;::.eiu;oel 

Neem d e 1naa tkolf uit d e aui.oc 1:-:a f . Koe] af , voeg -L oe 2 , 5 Jnl ac etaP~tbuf'fcr 
en ve r dun met v:a t. e r tot ca . 50 ml . l'' aats d e me.at LoJ. f' i n een \·ië.i. erbad i 
afgest eld o p d e optimal e ,,!err.tempen~t.tlUl' van het enzyn , voeg toe 3 ml 
amyloglucosida se-oplossi ng e n l aat gedur c11d e 1 uw· incuberen onder he r­
haald schudden. Koel a f, vo eg toe 2 ml Car r e z I en s chud gedHrcnd e 1 min . 
VoeG 'd a n t o e 2 ml earr e z II en schud vH~er · 1 n. in . Vul aan mei.. \:ater tot 
100 ml , meng en f i lLr eer door een vouHfi ) i..er . Co ni r o J eer of al het zetlJjeel 
is omge z e t . Kook hiertoe he t r es idu met v:at \mter op , ko e l a f en voeg t o e 
1 tot 2 ml joditmopJoss ing ca . 0,01 N ( 6 .7) . 
Er mag geen b l auHkleuring o pt r eden. 

Opme1oking 

Indi en de oplossing blam• k l eurt of blam:t.;ekl eurde s tuk j e s b eva t, 
b egi n de b epaling d an. opnieu•r . Ga in he t e e r s t e g ev a l na, of de 
activit.eit van de e nzymoploss ing juist is en i n he t t \·leede g eval 
of de ontsluiting volg~ns voorschrift is uitgevoerd . Incubeer · 
en/ of ontsluit even t ueel een uur l ang er . 

8.4 Bepaling van de hoeveelheid glucose 

. c· . ~: , 

' ; . '~. 
• • #' '. ··~ 

Pipetteer 25 ml van h e t filtraat , of He l een kleiner vol ume dat ten hooe;ste 
60 mg gl ucose beva t, in een c onische kolf van 300 m.l . 
Vul zo nodig met \·later a a n t o t 25 ml . 
Pipetteer h ierbij 25 ml va n h e t r eagen s van Luff-Schoorl ( 6.8 ). 
Verh it , na toevoeging va n een paar kooksteentjes, uit d e ha nd boven een 
vr ij e vlam va n ma tige hoogte in ongevee1· 2 min tot };ol<en . 
Plaats daarna d e kolf o nroidU.eJJi j k op een gereeds t aand draad gaas met a s be st­
ring, \-raa r o nd e r t evor en een vlum i s a angestoken, zodanig , dat de kolf 
alleen aan de onderzijde Hordt verhit en s luit v ervo l gens een t evoren 
gereed g emaakt e terugvloei Jw e l cr a nn. !~ook va naf dit ogenblik gerek end 
gedurendè precies 10 min . Y.o el direct d &arna af in koud vlater, \mru·bi j schud­
den moet worden ver~eden . 
Titr eer daarna als vol gt : . 
Voeg aan d e vloe istof 10 ml kalit~jodidc-oplo~ s ine (G.10) toe en ter s tond daarna 
voorzichtig (C02-ontwikkeling ) 25 ml zHav e l zuur ( G.11). 

Titr eer het vrijgekomen j od i.wn met thio sulfaat (G. 1?. ), op !Je t eind met 
zetrneelopJos s:i nr, (6.1 3) a l ::; indicat or, tut r oou:gccJ. 
Voer een blancotitratie uit op er:n mcn~sel vu.n 2> ml rcRf;cns Luff-Schoorl 
en dezelfd_e hocveelhe id f':i l trn.at alt; voor d e bepalinG [jcbruikt 1s , dit ma al ··· 
echter zonder koken . 
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Stel a nn 1lc h ::t n.i van è c t,:d •(· ] ,.; , ,; L 11:,• t, ll Ot' VL'(' ] · 11.(: t ~ l u ,_· u: ; P (u ) he t 
vcr s,~ hil L l l :; :-; c n <ie.., 1" ~ ) . !<.' VÎ.tJ·at i <' -·lli'" l; o!:J:;' . ..;· n (uit Lc•.! r'l ll:L "Î. Ir ml 

0 , 10()0 !i t lJjo~u l Lt~t l.) <.)Vv l' c<• :Jr,, .:aL. 

oi .. :ïc i'k-illJ 

D<?;'.c z . G. 11 k oucl e bla nco" d :ic tJL C11n s t. (,r)n,s<::1 va n u e v,aldc ~ Lo ['fe: n 
di e [.;N·n sl t1ker zi j n , u ~ t Le :.JuitPJL 

Ta h e> l voo r 2 ) 11tl r e a gen s vo l[_; ens Lu f f-Sclro0r l 

10 1:1:i n I; ook t ij d 

gluc ose 
th:iosulfaat 0) 1 N Cc,Ht20G 

- - -
rol mg verschil 

- - - - ·· - - -----

1 2 ,4 2 ,1J 
2 4,8 
3 7 , 2 

2, 4 

4 9 ,7 
2,5 

5 12, 2 2 , 5 
2 , 5 

6 14 ) 7 2 , 5 
7 17, 2 2 , 6 
8 19,8 2 ,6 
9 22 ,4 2 ,6 

10 25 ,0 2 ,6 
11 27, 6 
12 30, 3 2 ,7 

13 33,0 2 ,7 

1lJ 35,7 
2 ,7 

15 38 , 5 
2 ,8 
2 ,8 

16 41 , 3 
17 J,4 , 2 2 , 9 

18 47,1 2 ; 9 

19 50 ,0 2 , 9 

20 53 ,0 3 , 0 
3 , 0 

, 21 56 ,0 
22 59 , 1 3 , 1 

23 62 , 2 3 ) 1 
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9. !3en> ~ cnin~ 

Hl' l'PK l' ll h · t é~ehalt. t' :. :u J i',l'LU;, •t ·l , Jll '/ ( 111/1:1) , ujt 

1/1 ... 

g = 
V = 
c = 

t! • {./ 
--- - ~-
111 • V 

Hff;C'\·.'O[c'n h ocvcel J!<.?j d. r,J J a ) y:.;; ·!:ntc-l·i.:~al , in f, 

huC\' CC ~ il c•i d ,<:;lllCOSe _u it tlt! t i t r a t i C' t_;( ··; o rdc:ll 1 111 l!:g 
!Jet VO ü J' de t,itrut.:i c ec•p)llt! ttct·i·de VO]a;u~ , :in Jr:l . 

9 JO} • 

10.. lit: l'h3a l ho a r·he id 

.. ' ' 

Ji,•t vcrsch :i l tu ssc•n de resul'~a ten van tHl:! C b epalil:g·::n , gc;lij l·.ti j d ig of 
\'.l) J't na eli;aa r ui '--gevoerd door deze] f de persour,, n.é:.G niet meer bcdra~en 
dan 0 , ~~ absoluut + 1% van de g~niddelde Haarde . 

1 1. Vers l ag 

Ver meld in het v e r slag : 
Het geha~te aan zet meel als gemiddPlde va n twee bepalingen t ot op 0,1%. 
De gevolgde methode door d e v ermeld ing : volgens NEH 3)74 . 

Ti tel s van vermelde normen 
l~EH 2560 - Controlezeven . Draadzeven en plaatzeven ruet r onde en vier­

. l~ante gaten 
NEN 3102 - Chemische analyse . Lauoratoriu.:nbenodigdhec.len , r eae;entia en 

hulpstoffen 
NEN 3328 - Veevoeders . Ric h~lijnen voor de behandeling van mons t ers. 

llormc0!u:ni s sic 370 99 " Ondcrzo~kinr; crrt c:thod en voor VC'P.voed el's 11 

Niets uit deze norm mag worden verveelvoudigd cn/of opcnb:~ar r.·cma:~kt door middel v:\n druk , fot ocoplc, : :· 
microfilm of op welke andere wlj7C ook, zondf. r voorafr,aand.c schri(t<'l ijkc lO!'Slcmmill!; van het NNI. 

~:.:. :_~· ·: ·~·:_>:::,; ·.· ,.. ·.- · . . .' · Ncdt: l :lt\l ;d ~ · N·~·nn~lisnti~-ins~itu~·it·.-<:::. :·. , .. '. ·.· • ... 
, · , ... · , · Polakwcr. 5, Rijswijk (ZH) , t_clcfoon (070) 90 60 ~Qt- , _telex 37.123;· po~t rek.<'n.l nr. ?.5301 . . .- · .:: ... ·.: :· · .• 
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. · .. 

·' •. ,·\ t • ,· ·• 
. : .. ' .. . ,• :·: : .. . 

I 

' i 

f . ._.. , 


