Mesgazyme | PROSEDUR Toplam Diyet Lifi Test Kiti

1. Bosluklar
Her tahlilde, reaktiflerden kalintiya herhangi bir katkiyi lcmek icin 6rneklerle birlikte iki kor calistirin,

2. Orneller
a) Gift 1.000+0.005 g numuneyi 400 mL'lik uzun bicimli beherlere dodru sekilde tartin.
b) Her behere 40 mL MES-TRIS karisim tampon ¢ozeltisi (pH 8.2) ekleyin. Her behere manyetik karistirma cubugu ekleyin.

Numune ¢6zelti icinde tamamen dagilana kadar manyetik karistirici Uzerinde kanistirin (bu, numuneyi enzimler icin erisilemez
hale getirecek olan topak clusumunu onler),

3. Istya dayanikli a-amilaz ile inkibasyon
a) DUstk hizda kanstirarak 50 wL 1slya dayanikli a-amilaz soltsyonu ekleyin.
b) Her beheri aliminyum folyo karelerle kaplayin.
) Kapali numuneleri 98-100°C'deki calkalamall su banyosuna yerlestirin ve strekli calkalayarak 30 dakika inkiibe edin.
TUm beherler sicak su banyosuna girdikten sonra zamanlamayi baslatin,

4, Havall
a) Tdm numune kaplarini sicak su banyosundan ¢ikarin ve 60°C'ye sogutun.
b) Folyo kapaklarr cikarin.
) Gerekirse, beherin etrafindaki halkalari ve beherin altindaki jelleri spatula ile kaziyin.
d) Beher ve spatulanin yan duvarini pipettr kullanarak 10 mL distile su ile calkalayin.
e) Su banyosundaki sicak suyun bir kismini bosaltip soduk su ekleyerek su banyosunun sicaklidini 60°C'ye ayarlayin.

5. Proteaz ile kulucka

a) Her numuneye 100 L proteaz sollsyonu ekleyin.

b) Aliminyum folyo ile tekrar kapatin.

) 30 dakika strekli calkalayarak 60+1°C'de calkalamall su banyosunda inkibe edin, Su banyosunun sicakligi 60°C'ye
ulastiginda zamanlamayi baslatin, 6. pH kantrolt a. Numune kaplarini ¢alkalamall su banyosundan gikarin, b. Kapaklari
¢ikarin. ¢. Kanistinrken numuneye 5 mL 0,561 N HCI soltsyonu dagrtin.

d) 4.1-4.8 olmasl gereken pH'l kontrol edin. Gerekirse ilave %5 NaOH solUsyonu veya %5 HCI sollsyonu ile pH'i ayarlayin

7. Amiloglukosidaz ile inklbasyon
a) Manyetik kanstinada kanstirarak 200 pL amiloglukosidaz soltdsyanu ekleyin.
b) Aliminyum kapadi dedgistirin.
C) Strekli calkalama ile 30 dakika boyunca 60°C'de ¢alkalamall su banyosunda inklbe edin. Su banyosunun sicakligi 60°C'ye
ulastidinda zamanlamayi baslatin,

A. COZUNMEYEN DIYET LiFi
8, Filtreleme kurulumu
a) Celite iceren krozenin darasini 0.1 mg'a yakin olacak sekilde alin.
b) Celite yatagini islatin ve yakl, 3 mL distile su.
C) Celite'i sirli cam Uzerine diz bir mat olarak cekmek icin potaya emme uygulayin.
8. Asama 7'deki enzim karisimini potadan bir sizme sisesine stizdn.
10. Kalintiyr 6nceden 70°C'ye Isitiimis 10 mL damitiimis suyla iki kez yikayin, Potadaki kalintilar yikamadan énce beheri

durulamak icin su kullanin, SDF tayini icin stiztntl ve su yikamalarini saklayin. Gozeltiyi 6nceden darasi alinmis 600 mL'lik
uzun bigimli bir behere aktarin (SDF tayini icin, SOF prosedtrtndn 11, Adimina gidin).
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1. Kalintiyi iki kez 10 mL ile yikayin: a. %95 EtOH b. aseton 7
12. Tortu iceren potay! gece boyunca 103°C'lik etlivde kurutun.

13. Potay! desikattrde yakl. 1 saat Diyet lifi kalintisi ve Celite iceren krozeyi 0,1 mg hassasiyetle tartin. Tortu agirhdini elde etmek
icin, dara adirhidini, yani kurutulmus pota ve Celite adirhdini cikarin,

14. Protein ve kil tayini. Her lif tirinden bir kalinti, protein i¢in analiz edilir ve kopyanin ikinci kalintisi, kil icin analiz edilir.,
a) a.Kjeldahl yontemini kullanarak kalinti Gzerinde protein analizi yapin. Protein gramini hesaplamak icin tm durumlar igin
6.25 faktordnd kullanin,
b) b.KUl analizi icin, ikinci tortuyu 5 saat 525°C'de yakin. Desikatérde sogutun ve 0.1 mg hassasiyetle tartin, Kl icerigini
belirlemelk i¢in pata ve Celite adirhdini ¢ikarin (bkz. Not 3, sayfa 10).

B. COZUNUR DiYET LIFi
1-10. IDF yOnteminin 1-10. Adimlarini izleyin,

11, IDF prosedUrinin 10. Adimindaki darasi 6nceden alinmis beherde filtrat ve suyla yikama birlesik sollsyonunu tartin,

12, SDF yagisi a. 60°C'ye 6nceden isitiimis 4 hacim %395 EtOH ekleyin, IDF prosedrinden (adim 10) filtre sisesini durulamak icin
EtOH'nin bir kismini kullanin. Alternatif olarak, filtrat ve suyla yikama birlesik soltsyonunun adirligini 80 g'a ayarlayin ve
320 mL onceden Isitiimis (60°C) %95 EtOH ekleyin. b. 60 dakika oda sicakhidinda ¢okeltinin olusmasina izin verin.

13. Filtreleme kurulumu a. Celite iceren krozenin darasini 0.1 mg'a yakin olacak sekilde alin. b. Yikama sisesinden 15 mL %78 EtOH
kullanarak potadaki Celite yatadini islatin ve yeniden dadrtin. ¢. Celite'i sirl camin Uzerine diz bir mat olarak ¢ekmek icin
potaya emme uygulayin.

14, Filtreleme a. SDF Adim 12'den ¢6ken enzim 6zUnd potadan filtreleyin. b. %78 EtOH iceren bir yikama sisesi ve kaugulk bir
spatula kullanarak kalan tUm parcaciklar kantitatif olarak potaya aktarin,

15, Yikama Bir vakum kullanarak, art arda asadidaki iki 15 mL'lik kisimlarla yikayin: (bkz. Not 4, sayfa 10). a. %78 EtOH b. %35
EtOH ¢ aseton

16. Tortu iceren potay! gece boyunca 103°C'lik ettvde kurutun. 8
17. IDF yonteminin 13. ve 14, Adimlariyla devam edin.

C. TOPLAM DiYET LIFi
1-7. Adim 1-7'yi izleyin.

8. Diyet lifinin EtOH ile ¢bkeltiimesi.

a) a.Her numuneye, 60°C'ye 6nceden Isitiimis 225 mL %95 EtOH ekleyin. Isitmadan sonra hacmi 6lgtin, EtOH hacminin
numune hacmine orani 41 olmalidir, %395 EtOH yanhislikia 65°C'ye isitilirsa genisletilmis alkol hacmi ayarr icin 228 mL
ekleyin,

b) b.Tim numuneleri blyUk aliminyum folyo tabakalariyla kaplayin.

() c.Cokeltinin oda sicakliginda 60 dakika olusmasina izin verin.

8, SDF prosedurdndn 13-17. Adimlari ile devam edin.
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