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EINFUHRUNG:

D-Glucose (Traubenzucker) ist in den meisten pflanzlichen Produkten und Lebensmitteln enthalten. In
pflanzlichen Materialien kommt sie als freier Zucker oder in einer Reihe von Di-, Oligo- und Poly-
Sacchariden wie Starke, 1,3:1,4-B-D-Glucanen und Zellulose vor. Sie ist in bedeutenden Mengen in Honig,
Wein und Bier sowie in einer Reihe von festen Lebensmitteln wie Brot und Gebéck, Schokolade und
SuRigkeiten enthalten.

GRUNDSATZ:

D-Glucose wird durch das Enzym Hexokinase (HK) und Adenosin-5'-Triphosphat (ATP) zu Glucose-6-
Phosphat (G-6-P) unter gleichzeitiger Bildung von Adenosin-5'-Diphosphat (ADP) phosphoryliert (1).

(HK)
(1) D-Glucose + ATP — > Glucose-6-Phosphat + ADP

In Anwesenheit von Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) wird G-6-P durch Nicotinamid-
Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADP*) unter Bildung von reduziertem Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-
Phosphat (NADPH) (2) zu Gluconat-6-Phosphat oxidiert.

(G6P-DH)
(2) G-6-P + NADP* ———> Gluconat-6-Phosphat + NADPH + H*

Die Menge des bei dieser Reaktion gebildeten NADPH ist stochiometrisch zur Menge der D-Glucose. Der
NADPH-Verbrauch wird durch den Anstieg der Extinktion bei 340 nm gemessen.

SPEZIFITAT, EMPFINDLICHKEIT UND LINEARITAT:

e Der Assay ist spezifisch fuir D-Glucose.

e Die Nachweisgrenze (LOD) liegt bei 0,002 g/L, die Bestimmungsgrenze (LOQ) bei 0,006 g/L (bei
einem Probenvolumen von 0,1 mL).

e Der empfohlene Arbeitsbereich liegt zwischen 0,01 und 1,50 g/L (unter Verwendung eines
Probenvolumens von 0,1 mL). Dies entspricht 1 bis 150 pg an D-Glucose pro Test.

INTERFERENZEN:
D-Fructose stort bei Konzentrationen iber 100 g/I. Es wird empfohlen, Proben mit hohem Fructosegehalt vor

dem Test zu verdiinnen.

SICHERHEIT:

Die allgemeinen SicherheitsmaBnahmen, die fir alle chemischen Substanzen gelten, sollten beachtet
werden. Nach dem Gebrauch kénnen die Reagenzien mit dem Laborabfall entsorgt werden.

HINWEIS: Weitere Informationen Uber die Leistung dieses Produkts sind im zugehdrigen
Validierungsbericht zu finden, der auf der Megazyme-Website verfligbar ist. Weitere Informationen tber
die sichere Verwendung und Handhabung dieses Produkts sind im zugehdrigen Sicherheitsdatenblatt zu
finden, das auf der Megazyme-Website verfiligbar ist.




KIT-INHALT:
Kit geeignet flir manuelle und automatisierte Formate. Die Reagenzien sind ausreichend fir die
Durchfiihrung von 50 Assays im manuellen Format oder 500 Assays im automatisierten Format mit einem
Analysegerat. Der Kit enthalt:
Reagenz 1 (2 x 50 ml): Pufferlosung
Enthalt Natriumazid (0,05 % w/V) als Konservierungsmittel.
Gebrauchsfertig.
Bei 4 °C lagern. Verfallsdatum siehe individuelles Etikett.

Reagenz 2 (2 x 12,5 ml): NADP, ATP, HK, G6P-DH
Enthalt Natriumazid (0,05 % w/V) als Konservierungsmittel. Gebrauchsfertig.
Bei 4 °C lagern. Verfallsdatum siehe individuelles Etikett.

Standard (5 ml): D-Glucose (1,5 g/L)
Enthalt Natriumazid (0,05 % w/V) als Konservierungsmittel.
Gebrauchsfertig.
Bei 4 °C lagern. Verfallsdatum siehe individuelles Etikett.

HINWEIS: Die D-Glucose-Standardlosung wird nur dann getestet, wenn Zweifel an der Genauigkeit des
verwendeten Spektralphotometers bestehen oder wenn der Verdacht besteht, dass eine Hemmung durch
Substanzen in der Probe verursacht wird. Die D-Glucose-Konzentration wird direkt anhand des
Extinktionskoeffizienten von NADPH bestimmt.

VORBEREITUNG DER REAGENZLOSUNGEN:

Alle Reagenzien sind vor Gebrauch auf Raumtemperatur (20-25 °C) zu bringen.




MANUELLES TESTVERFAHREN:

Wellenlange: 340 nm

Kiivette: 1 cm Lichtweg (Glas oder Kunststoff)

Temperatur: 20-37°C

Endvolumen: 2,60 mL

Probenlésung: 0,01 und 1,50 g/L (1-150 pg D-Glucose pro Kivette)

Ablesen gegen Luft (ohne Kiivette im Lichtweg) oder gegen Wasser

In die Kiivetten pipettieren Leerwert Probe
Reagenz 1 2,0 ml 2,0 ml
Probe - 0,1 ml
Destilliertes Wasser 0,1 ml -

Mischen*, ~ 3 Minuten bei 20-37 °C inkubieren, dann die Extinktionen ablesen (A;)
Reagenz 2 wie unten beschrieben hinzugeben:

Reagenz 2 0,5 ml 0,5 ml

Mischen*, ~ 5 Minuten bei 20—37 °C inkubieren, dann die Extinktionen ablesen (A;).**

* entweder durch Ansaugen mit der Pipettenspitze, die zur Abgabe der Flissigkeit verwendet wurde, oder
durch leichtes Umdrehen nach dem VerschlieRen der Kiivette mit einem Kiivettendeckel oder Parafilm®.

** Eventuell muss Uberprift werden, ob die Reaktion abgeschlossen ist, indem die Extinktionen weiterhin
in Abstianden von 1 Minute gemessen werden. Wenn die Reaktion noch nicht abgeschlossen ist, mit der
Messung der Extinktionen fortfahren, bis die gemessenen Werte entweder gleich bleiben oder (iber
1 Minuten hinweg konstant ansteigen. Ist diese ,Kriechrate” bei der Probe groRRer als beim Leerwert,
missen die Extinktionen (Probe und Leerwert) zurlick auf den Zeitpunkt der Zugabe von Reagenz 2
extrapoliert werden.

HINWEIS: Der Reagenzleerwert muss fiir jeden Lauf einmal bestimmt und von jedem Probenergebnis
subtrahiert werden.




BERECHNUNG:

HINWEIS: Diese Berechnungen kénnen mit dem Tool MegaCalc™ vereinfacht werden, das von der
Produktseite heruntergeladen werden kann.

1. Berechnung des Verdiinnungsfaktors
Den Verdinnungsfaktor (df) der optischen Dichten entsprechend des Reagenzvolumens bestimmen.

df = Probenvolumen [mL]+ R1-Volume [mL]

Gesamtes Reaktionsvolumen [mL]

Folgendes gilt fir das manuelle Glucose-Testverfahren:

df

0,1+2,0 = 0,808
2,6

2. Berechnung der Extinktionsdifferenz AAp.giucose

Der Wert flir AAp-giucose sollte in der Regel mindestens 0,1 Extinktionseinheiten betragen, um ausreichend
genaue Ergebnisse zu erzielen.

AAD—GIucose = (AZ - df X Al)Probe - (AZ - df X Al) Leerwert

Folgendes gilt fir das manuelle D-Glucose-Testverfahren:

AAD—GIucose = (AZ - 0,808 X Al)Probe - (AZ - 0,808 X Al) Leerwert

HINWEIS: : Eine VergroRerung oder Verkleinerung des Probenvolumens bei unverandertem
Reagenzienvolumen erfordert eine Neuberechnung des Verdiinnungsfaktors. Wenn die Volumina
geandert werden, kann die Leistung beeintrachtigt werden.

3. Berechnung des D-Glucose-Gehalts
Die D-Glucose-Konzentration kann wie folgt berechnet werden:

c = Vx MW X AAp.ciucose (g/L]
exdxv

wobei:

\Y = Endvolumen [mL]

MW = Molekulargewicht der D-Glucose [g/mol]

€ = Extinktionskoeffizient von NADP bei 340 nm [I x mol™? x cm™]

d = Lichtweg [cm]

v = Probenvolumen [mL]



Folgendes gilt fiir das manuelle D-Glucose-Testverfahren:

C = 2,6 x 180,16 X AAp.Glucose [g/L]
6300x1,0x0,1

0,7435 x AApclucose [g/L]

Wenn die Probe wahrend der Vorbereitung verdiinnt wurde, muss das Ergebnis mit dem
Verdiinnungsfaktor F multipliziert werden.

4. Berechnung des D-Glucose-Gehalts in festen oder halbfesten Proben:

Bei der Analyse von festen und halbfesten Proben, die zur Probenvorbereitung eingewogen werden, wird
der Gehalt (g/100 g) wie folgt aus der eingewogenen Menge berechnet:

Cp-Glucose [8/L Probenldsung] x 100 [g/100 g]

Gewichtprobe [g/L Probenlosung]



AUTOMATISIERTES TESTVERFAHREN MIT EINEM ANALYSEGERAT:

Dieser Kit wurde fur biochemische Analysegerdte entwickelt und kann an die meisten Gerdte angepasst
werden. Nachfolgend ist eine Beispielmethode dargestellt (validiert auf dem Awareness ChemWell®-T-

Analysegerat).

HINWEIS: Fir jede Probencharge, die fir die Bestimmung von D-Glucose verwendet wird, muss gleichzeitig
eine Kalibrierungskurve mit derselben Reagenziencharge erstellt werden.

Testparameter

Wellenldnge:
Temperatur:
Nachweistyp:
Linearitat:
Kalibratoren:

340/405 nm (priméar/sekundar)

20-37°C

Endpunkt/Anstieg

1-150 pg an D-Glucose unter Verwendung von 0,01 ml Probevolumen
Standard 1 0 g/L (destilliertes Wasser verwenden)

Standard 2 0,15 g/L (Standard 10-fach verdiinnen)

Standard 3 0,75 g/L (Standard 2-fach verdiinnen)

Standard 4 1,5 g/L (Standard unverédndert verwenden)

Alle Verdiinnungen mit destilliertem Wasser durchfiihren.

Parameter

Details

Wellenldnge

340/405 nm (primar/sekundar)

Temperatur

20-37°C

Test

Endpunkttest mit folgender Testfolge:
— Reagenz 1 hinzugeben [0,2 mL]
— Probe oder Kalibrator hinzugeben [0,01 mL]
— 1-3 Minuten vorinkubieren [20-37 °C]
- A; bei 340/405 nm messen
— Reagenz 2 hinzugeben [0,05 mL]
— 5 Minuten bei [20-37 °C] inkubieren
- A, bei 340/405 nm messen

— A;—A;gegen die Kalibrierkurve berechnen




PROBENVORBEREITUNG:

1. Probenverdiinnung

Die in der Kiivette vorhandene Menge an D-Glucose sollte zwischen 0,01 g/L bis 1,5 g/L zu erreichen. Ist der
Wert von AAgiucose ZU niedrig (z. B. < 0,1), muss mehr Probe eingewogen oder die Verdliinnung verringert
werden. Ist der Wert von AAgiucose ZU hoch (z. B. > 2,2), muss die Verdliinnung mit destilliertem Wasser erhéht

werden.
Verdiinnungstabelle
Geschatzte Konzentration in . o Verdinnungsfaktor
Geschéatzte Konzentration in der Probe
der Probe (g/L) (F)
<1,5 Keine Verdiinnung 1
1,5-15 1mL probe + 9 mL destilliertes Wasser 10
15-150 1mL probe + 99 mL destilliertes Wasser 100

2. Allgemeiner Leitfaden fiir die Probenvorbereitung

e Klare, leicht gefiarbte und anndhernd neutrale, fliissige Proben mit einer Konzentration von bis zu
1,5 g/L kdnnen direkt fiir den Test verwendet werden.

e Triibe Proben sollten filtriert oder zentrifugiert werden.

e Saure Proben (pH < 3,0) sollten auf etwa pH 7,0 neutralisiert werden.

e Kohlendioxidhaltige Proben sollten durch leichtes Schiitteln oder Riihren mit einem Glasstab entgast
werden.

e Feste Proben sollten homogenisiert, in Wasser extrahiert und gegebenenfalls filtriert oder
zentrifugiert werden.

e Stark gefirbte Proben sollten durch Zugabe von 0,2 g Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) pro 10 mL Probe
in einem Rohrchen behandelt werden. Das Rohrchen wird 5 Minuten lang kréftig geschiittelt und
dann durch Filterpapier filtriert.

e Proben mit dem Megazyme Carrez Clarification Kit (K-CARREZ) entproteinisieren.

e Fett mit dem Megazyme Carrez Clarification Kit (K-CARREZ) entfernen.

3. Beispiele fiir die Probenvorbereitung

(a) Bestimmung von D-Glucose in Wein. Zur Klarung durch ein 0,2-Mikron-Spritzenfilter laufen lassen.
Alternativ dazu kann ein aliquoter Teil des Weins 5 Minuten lang bei 15.000 g zentrifugiert werden.

In der Regel ist eine 50-fache Verdiinnung mit destilliertem Wasser erforderlich.

(b) Bestimmung von D-Glucose in Fruchtsaft (z. B. Apfelsaft/Orangensaft). Zur Kldrung durch ein 0,2-
Mikron-Spritzenfilter laufen lassen. Alternativ kann ein aliquoter Teil des Saftes 5 Minuten lang bei
15.000 g zentrifugiert werden. In der Regel ist eine 3-fache Verdiinnung mit destilliertem Wasser
erforderlich.



(c) Bestimmung von D-Glucose in Frihstiickscerealien (z. B. Weetabix). Die Proben in einem Mixer
homogenisieren. 1 g der Probe genau in einen 50-ml-Messkolben einwiegen und mit destilliertem
Wasser bis zur Marke auffiillen. Einen Rihrstab hinzufliigen und 5 Minuten lang riihren, damit
Monosaccharide extrahiert werden kdonnen. Abschliefend mit Filterpapier filtern und das klare
Filtrat fir den Test verwenden. In der Regel ist keine weitere Verdiinnung erforderlich.

(d) Bestimmung von D-Glucose in SiiBwaren (z. B. Haribo Tangfastics).

4 g der StiRwaren genau zu einem 100-ml-Messzylinder hinzugehen und mit destilliertem Wasser auf
100 ml auffillen. Den Inhalt des Zylinders in einen Mixer geben und 30 Sekunden lang mischen oder so
lange, bis er homogen ist. Den entstandenen Schaum absetzen lassen. Die Flissigkeit kann dann ohne
weitere Behandlung fiir das Testprotokoll verwendet werden. In der Regel ist eine 10-fache Verdiinnung
mit destilliertem Wasser erforderlich.

(e) Bestimmung von D-Glucose in Milchprodukten (z. B. fliissigem Fruchtjoghurt). 10 ml der Probe in
einen 50-ml-Messkolben pipettieren, die folgenden Losungen zugeben und nach jeder Zugabe mischen:
5 ml Carrez I-L6ésung, 5 ml Carrez II-Lésung und 10 ml NaOH-Lésung (100 mM). Bis zur Marke mit
destilliertem Wasser auffiillen, mischen und mit einem Papierfilter filtrieren. Alternativ kann auch das
Protokoll im Megazyme Carrez Clarification Kit (K-CARREZ) befolgt werden.

In der Regel ist keine weitere Verdiinnung erforderlich.

(f) Bestimmung von D-Glucose in Obst und Gemiise (z. B. Weintrauben). 30 g Weintrauben genau in
einen 1000-ml-Messzylinder einwiegen und mit destilliertem Wasser auf 100 ml auffiillen. Den Inhalt
des Zylinders in einen Mixer geben und 30 Sekunden lang mischen oder so lange, bis er homogen ist.
Die Losung mit einem Papierfilter filtern und das klare Filtrat fiir den Test verwenden.

In der Regel ist eine 100-fache Verdiinnung mit destilliertem Wasser erforderlich.

WICHTIGER HINWEIS: Die Anwender sollten vor der routineméaRigen Verwendung eine interne
Matrixvalidierung durchfihren. Dieser Prozess wird alle problematischen auftretenden Matrices
aufzeigen. Die oben genannten Beispiele sind lediglich Vorschlage fiir die Probenvorbereitung. Wenden
Sie sich mit evtl. Fragen zu diesen oder anderen Matrices bitte an lhren ortlichen Vertriebsmitarbeiter.

SERVICES UND TECHNISCHE UNTERSTUTZUNG

Bitte wenden Sie sich an Ihren ortlichen Vertriebsmitarbeiter, wenn Sie Unterstiitzung bendtigen,
insbesondere im Zusammenhang mit:

Fehlerbehebung

Datenanalyse

Zusitzliche Matrixtests

Anwendungsunterstiitzung beziiglich automatisierter Analysegerite

Unterstiitzende Dokumente sind auf der Produktseite zu finden:
Kurzreferenz-Leitfaden

MegaCalc™
Sicherheitsdatenblatter (SDS)
Analysezertifikate (COA)
Validierungsbericht




SRNEOGEN | Megazyme

Kontaktieren Sie uns fiir weitere Informationen: neogen.com/contact

Ohne Gewiihr

Die in diesem Assay-Protokoll enthaltenen Informationen sind nach unserem besten Wissen und Gewissen wahrheitsgetreu und genau. Da sich
die Anwendungsbedingungen jedoch unserer Kontrolle entziehen, wird keine Garantie fiir etwaige Empfehlungen oder Vorschldge oder dafiir,
dass die Verwendung keinen Patenten schadet, gegeben oder impliziert. Es liegt in der Verantwortung des Benutzers, vor der routineméaBigen
Verwendung eine interne Matrixvalidierung durchzufiihren.

© 2024, Neogen Corporation. Alle Rechte vorbehalten.

Neogen, Megazyme, Liquid Ready und MegaCalc sind Handelsmarken der Neogen Corporation. Alle anderen Marken sind Eigentum ihrer jeweiligen Inhaber.
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