ARBEIDSBESKRIVELSE
Fakultetet for Biovitenskap, NMBU

Metodenavn: Stivelse
BIOVIT-nr.:1159

1. Innledning

Denne metoden er beregnet pa & analysere stivelse 1 kornprodukter/gjedsel/vom- og
tarminnhold, m/ mer. I kornprodukter utgjer stivelse storstedelen av karbohydratene. Stivelse
er et polysakkarid som bestér av et hoyt antall glukoseenheter som er bundet sammen med a-
glukosidbindinger.

Proven lases opp 1 en buffer som har pH rundt optimum for a-amylase-aktivitet, og
inneholder kalsium som er viktig for at enzymet skal virke. Ved koking av preven med
varmestabil a-amylase tilstede, vil den tredimensjonale strukturen stivelsen inngéar i brytes
ned. Dermed blir stivelse tilgjengelig for a-amylase som spalter de lange stivelseskjedene til
kortere kjeder som vil lose seg 1 vaeskefasen. Deretter tilsettes en buffer som har pH rundt
optimum for amyloglukosidase-aktivitet, og den tilsatte amyloglukosidasen spalter de kortere
kjedene ned til glukose. Konsentrasjonen av glukose bestemmes til slutt spektrofotometrisk
som en fargereaksjon (se «Arb 1013 glukose» for detaljer).

2. Reagenser
- MOPS buffer (Sodium Salt)
- Natriumacetat buffer
- Kalsiumklorid
- Varmestabil a-amylase
- Amyloglukosidase
- Randox Glucose assay (GLUC-HK GL8319)
- Clinical Chemistry Calibrator Level 2 CAL2350
- Clinical Chemistry Calibrator Level 3 CAL2351
- Quality control (Assayed Chemistry Premium Plus Level 2, Cat No-HN1530)
- Quality control (Assayed Chemistry Premium Plus Level 3, Cat No-HE1532)
- Aceton (til fettekstraksjon, fett > 8 %)
- 80 % etanol (til sukkerekstraksjon, sukker >4 %)

MOPS buffer (50 mM, pH 7,0):

11,55 g Natriumsalt av MOPS (Sodium Salt) tilsettes 900 mL dest. vann i et begerglass
med reremagnet. Under roringen justeres pH til 7,0 med 1 M (10 %) saltsyre. ca 17 mL.
Deretter tilsettes 0,74 g kalsiumklorid og volumet justeres til 1 L i en volumetrisk flaske.
Bufferen lagres i kjoleskap.

Natriumacetat buffer (200mM, pH 4,5)
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11,8 mL iseddik (1,05 g/l) tilsettes i 900 mL dest. vann i et begerglass med reremagnet.
Under roring justeres pH til 4,5 med 1M (4 g/100 mL) NaOH. ca 60 mL. Volumet justeres til
1 L i en volumetrisk flaske. Bufferen lagres i kjoleskap.

3. Risikovurdering
Iseddik: Brannfarlig og sterkt etsende

NaOH: Sterkt etsende. Bruk hansker og vernebriller
HCI: Etsende og irriterer luftveiene
R1 og R2 i kittet inneholder mindre enn 0,1 % natrium azide.

Bruk hansker ved héndtering av kokende vann. Hvis forbrenning, skyll godt under
rennende kaldt vann.

4. Anbefalt utstyr
- 10 mL reagensrer med skrukork som taler koking og sentrifugering
- TT-rer m/kork
- Pipetter og pipettespisser 1-5 mL
- Multi-pipette til 0,1, 0,2 og 4mL
- Sentrifuge, swing-out.
- Vekt med 0,1 mg noyaktighet
- Vortex-mixer
- Termostatstyrt vannbad, 50° C
- Kokevannbad eller kokeplate og kjele
- RX Daytona+ instrument

5. Provemateriale
Til analysen trenger man 100 mg + Smg prove. Malingsgrad: 0,5mm.
Skal preven aceton- eller etanol-behandles trengs 120 mg + 5 mg prove.

6. Spesielle merknader

Acetonbehandling

Hvis prevene inneholder over 8 % fett, m4 de ekstraheres med aceton for 4 fjerne
fett i proven, for nedbryting til glukose. Se punkt 4a i arbeidsbeskrivelsen.

Sukkerekstraksjon
Hvis prevene inneholder over 4 % sukker mé de ekstraheres med 80 %
etanol for 4 fjerne fritt sukker, for nedbryting til glukose. Se punkt 4b i arbeidsbeskrivelse

For kornprodukter er det normalt ikke nedvendig & ekstrahere fritt sukker, da
konsentrasjonen av glukose er meget lav. (0,1-0,5%)
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7. Arbeidsbeskrivelse

1) Start oppvarmingen av vannbad og kokekar.

2) Vei opp 100 mg prove (£ Smg) i et 10 mL glassror m/skrukork
- 120mg hvis provene skal aceton- eller etanol-behandles!!

3) Noter noyaktig provevekt.

4a) Aceton ekstraksjon: (gjelder kun for prover med over 8 % fett)

Tilsett 7 mL aceton og mix godt, la det std i ca 5 min. og mix igjen. La std i 5 min.
og sentrifuger i 10min. v/3000 rpm. Pipetter av supernatanten i et
oppsamlingsbeger og gjenta prosedyren en gang til. (7 mL aceton, 3x mix, std i

5 min, sentrifuger) Provene ma sta natten over i avtrekkskap for a dampe av
aceton.

4b) Sukkerekstrasjon: (gjelder kun for praver med over 4 % sukker)

10 mL 80 % etanol tilsettes, proven mikses og varmes opp til 80 °C i 5 min.
Proven sentrifugeres og etanolen suges av med vannstrdlepumpe/pipetteres av.
Deretter re-loses de i 10 mL 80 % etanol og pravene varmes opp til 80 °C i 5 min.
Provene sentrifugeres og etanolen suges/pipetteres av.
5) To kontrollprever skal tas med 1 hver analyserunde. Star i skapet over vekta pé lab
1 1 etg. Kontrollen er merket Kyllingforkontroll. (0,5 mm)
6) Tilsett 0,2 mL 80 % etanol til hvert ror. Dette for & oke opplesningen i vannfasen.
7) Tilsett 3 mL a-amylase i MOPS buffer (100ul amylase og 2,9 mL MOPS buffer)
til hver prove, og mix godt.
8) Inkuber provene 1 kokevannbadet i 6 min, med miksing etter 2 og 4 min.
9) Tilsett 4 mL natriumacetat buffer og 0,1 mL amyloglukosidase til hver prove.
10) Rerene mikses godt og settes i vannbad ved 50 °C i 30 min.
11) Sentrifuger provene 1 10 min. ved 3000 rpm
12) Pipetter noen mL av supernatanten over 1 TT-rar, for lagring av reserveprove.
13) Pravene analyseres p4 RX Daytona+ helautomatisk analysator.

- Se egen manual for bruk av instrumentet
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8. Utregning

% stivelse =

abs.preve * 180*0.0073 *162 * 100

mg prave * 180

abs. prove = glukose avlest pa spektrofotometer (mmol/l)

180 = molvekt glukose (mg/mmol)

0,0073 = fortynningsfaktor (buffer+enzym)

162/180 = glukosefaktor (omregning fra glukose-enhet til stivelse)

mg prove = innveid prove

100 = beregningen 1 %
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