Megazyme | PROSEDUR Direnli Nisasta Test Kiti

TEST PROSEDURU :

(a) Direngsiz nisastanin hidrolizi ve ¢6ziinmesi.

i 100 + 5 mg numuneyi dogrudan her bir vidal kapakl tipe (Corning® kiltdr tlpd; 16 x 125 mm) dogdru bir sekilde tartin ve
numunenin dibe diismesini saglamak icin tipe hafifce vurun.

NOTLAR:
Kiyilmis konserve fasulye veya gida Griind gibi 1slak numuneler icin numune boyutu yakl. 0,5 g (dogru tartilmistir).
Bu tUr malzemelerde nem icerigi genellikle %60-80'dir.

ii, Her tlpe AMG (3 U/mL) (G6zUm 2) iceren 4,0 mL pankreatik a-amilaz (10 mg/mL) ekleyin.
iii, Tuplerin kapaklarini sikica kapatin, bir vorteks karistiricida karistirin ve hareket yontnde hizalanmis olarak ¢alkalayici
bir su banyosuna yatay olarak takin (bkz. Sekil 2 ve 3, sayfa 11 ve 12).

iv. Tupleri 37°C'de surekli calkalayarak (200 vurus/dk) tam olarak 16 saat inkibe edin (Not: dogrusal hareket icin, su
banyosunda 100 ayari 200 vurus/dk'ya esittir; 100 ileri ve 100 geri).

V. Tupleri su banyosundan cikarin ve fazla yizey suyunu kagit havluyla alin, Tdp kapaklarini cikarin ve icindekileri 4,0 mL
etanol (%99 v/v) veya IMS (%99 v/v) ile bir vorteks karistirici Gzerinde kuvvetlice karistirarak isleyin.

Vi, TUpleri 1500 g'de (yaklasik 3.000 rpm) 10 dakika (kapaksiz) santrifijleyin.

Vii. Supernatanlar dikkatlice bosaltin ve peletleri 2 mL %50 etanol veya %50 IMS icinde bir vorteks karistirici tzerinde

kuvvetlice karistirarak yeniden siispanse edin. 6 mL daha %50 IMS ekleyin, tpleri kanstirin ve tekrar 1500 g'de
10 dakika santrifljleyin.

viii, Supernatanlan bosaltin ve bu slispansiyon ve santriftijleme adimini bir kez daha tekrarlayin.

iX, Supernatanlar dikkatlice bosaltin ve fazla siviyi bosaltmalk icin tipleri emici kadit Gzerinde ters cevirin.

(b) Direncli Nisasta Olciimii.

i, Her tlpe bir manyetik karistirici cubugu (5 x 15 mm) ve 2 mL 2 M KOH ekleyin ve bir manyetik karistirici izerinde bir
buz/su banyosunda yaklasik 20 dakika karistirarak peletleri yeniden slispanse edin (ve RS'yi ¢dz(in)

NOTLAR:

1. Nisastanin emdilsifiye olmasina neden olabilecedinden vorteks karistiricida karistirmayin.

2. KOH cdzeltisi eklenirken tlp iceriginin kuvvetlice karnistirildigindan emin olun. Bu, daha sonra ¢zllmesi zor olacak bir
nisasta malzemesi yigininin olusmasini 6nleyecektir.
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ii, Manyetik karistirici Gzerinde karistirarak her bir tiipe 8 mL 1,2 M sodyum asetat tamponu (pH 3,8) ekleyin.
Hemen 0,1 mL AMG (¢6zelti 1; 3.300 U/mL) ekleyin, iyice karistirin ve tlpleri 50°C'deki su banyosuna yerlestirin.

iii, Bir vorteks karistirici Gzerinde aralikli kanstirma ile 30 dakika boyunca tipleri inkibe edin.

iv. > %10 RS iceren numuneler icin; tdpdn icerigini kantitatif olarak 100 mL'lik 6lctlt bir balona aktarin (bir suyla yikama
sisesi kullanarak). Suyla yikama sisesiyle tlpteki ¢ozeltiyi yikarken kanstirma ¢ubugunu tlpte tutmak icin harici bir
miknatis kullanin, Damitiimis su ile 100 mL'ye ayarlayin ve iyice karistirin. 10 dakika boyunca 1.500 g'de ¢6zeltinin bir
kismini santrifljleyin.

V. < %10 RS iceren numuneler icin; tlpleri 1500 g'de 10 dakika boyunca dogrudan santriftjleyin (seyreltme yok). Bu tir
numuneler igin tlpteki son hacim yakl. 10,3 mL (ancak, bu hacim 6zellikle 1slak numuneler analiz edildidinde dedisir ve
hesaplamalarda hacim icin uygun pay verilmelidir).

Vi, Cam test tlplerine (16 x 100 mm) seyreltilmis (adim iv) veya seyreltilmemis (v) stpernatantlardan 0,1 mL alikotlari
(cift kopya halinde) aktarin, 3,0 mL GOPOD reaktifi (¢dzelti 4) ekleyin ve 50"'de 20 dakika ikiibe edin.
Vil Reaktif kérne karsi 510 nm'de her ¢ozeltinin absorbansini 6lctin.

0,7 mL 100 mM sodyum asetat tamponu (pH 4,5) ve 3,0 mL GOPOD reaktifini karistirarak reaktif bos soliisyonlari hazirlayin.
0,1 mL D-glikoz (1 mg/mL) ve 3,0 mL GOPQD reaktifini karistirarak D-glikoz standartlarini (dért kopya halinde) hazirlayin.

(c) Direngsiz (Coziiniir) Nisasta Olciimii.

i illk inkiibasyonun [(a)vii] santrifijlenmesinde elde edilen stipernatan sollisyonlarini sonraki iki %50 etanol yikamasindan
[(a)viii ve (a)ix] elde edilen stipernatanlarla birlestirin ve hacmi 100 mM ile 100 mL'ye ayarlayin hacimsel bir sise icinde
sodyum asetat tamponu (pH 4.5). lyice kanistirin,

ii, 50°C'de 20 dakika boyunca 100 mM sodyum maleat tamponunda (pH 6.0) 10 uL seyreltik AMG ¢6zeltisi (300 U/mL) ile bu
¢tzeltinin 0,17 mL'lik kisimlarini (iki kez) inkiibe edin. 3,0 mL GOPQOD reaktifi (Cézelti 4) ekleyin ve tlpleri 50°C'de 20 dakika
daha inkibe edin.

iii. Bir reaktif koriine karsi 510 nm'de absorbansi lgtin.

iv. Direngsiz (¢6zndr) nisasta icerigini hesaplayin.

Toplam nisasta icerigi, direncli nisasta ve direncli olmayan (¢6ziiniir) nisastanin toplamidir.

Sekil . Numunelerin 2 M KOH ile islenmesi ve
RS'nin ¢6zUnmesi icin bir manyetik
karistiricl Uzerinde buz-su banyosunun
dizenlenmesi.
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