140 Sekunden enzymatischer Labortest fur Lactose in Milch

Voraussetzu ngen
Der Lactose Schnelltest ist speziell fiir den Labor Analysator Modell Microlab® EFA, der nach der ApH
Messmethode arbeitet, entwickelt worden.

Prinzip

Lactose ist ein Disaccharid. Das Molekiil besteht aus einer D-Glucose und einer D-Galactose Einheit, die
untereinander durch eine fB-1,4-glycosidische Bindung verbunden sind. Die Bindung wird durch das
spaltungsspezifische Enzym B-Galactosidase hydrolysiert. Dem Arbeitsprinzip liegen folgende Reak-
tionen zugrunde:

D-Glucose + ATP —Feokinase . 1y Glycose-6-phosphat + ADP +H" €))

Lactose + ATP —f-Salctsidasertexokinase_, 1y Gycose-6-phosphat + D-Galactose + ADP + H™ (2)

Zu (1):Nach der Probenaufgabe wird durch Zufiihrung von Hexokinase die Reaktion gestartet. Das
Enzym setzt die in der Probe vorhandene freie Glucose um. Durch die Reaktion (1) verursachte pH-
Anderung ist der Konzentration der freien Glucose in der Probe proportional.

Zu (2): Sobald die freie Glucose durch (1) verbraucht ist, wird durch Zugabe von B-Galactosidase die
Lactose zu D-Glucose und D-Galactose hydrolysiert. Auch in der Folge entstandene Glucose wird durch
die noch wirksame Hexokinase und ATP verestert. Durch die Reaktion (2) verursachte pH-Anderung ist
der Lactose-Konzentration in der Probe proportional.
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Ein typischer Bildschirminhalt beim Modell Microlab®EFA mit (von oben nach unten im Gitternetz
dargestellt) Basislinien, Kalibrationskurven von 50 mmol/l Glucose und 100 mmol/l Lactose,
Messkurvenverlauf von 2 Milchproben und Kurvenverlauf des Grundgehaltes an freier Glucose.

140 Sekunden Messzeit, inklusive Bestimmung des Grundgehaltes an freier Glucose, Hydrolyse von
Lactose und Messung des resultierenden Glucosegehaltes.



Vergleich mit konventioneller, enzymatischer FIL IDF Methode

FIL IDF Methode \ ApH-Sensortechnik
IS SivYddaranntd 7 ur Klirung: Zugabe von Carrez-I-Losung 20 ul Milch direkt einsetzen bzw.
(Kaliumhexacyanoferrat-II) festes Material suspendieren und
Zugabe von Carrez-I1-Losung (Zinksulfat) aufgeben
Zugabe von NaOH-Ldsung
auffiillen
30 Minuten warten
filtrieren
Hydrolyse Pufferung mit Citratpuffer auf pH 6,6 entfallt
Zugaben von -Galactosidase
15 Minuten Hydrolyse bei 20 °C Hydrolyse und Messzeit in nur
max. 140 Sekunden
Pufferung auf 7,6; TEA/NADP'/ATP entfallt
Messung Enzyme: Hexokinase und Glucose-6-phosphat- | Enzym: Hexokinase
Dehydrogenase
Messzeit 15 Minuten max. 140 s inkl. Hydrolyse

Der enorme Zeitvorteil der ApH Messmethode ist vor allem auf den hohen Reinheitsgrad der eingesetzten
B-Galactosidase zuriickzufiihren.

Spezifikationen (Modell Microlab® EFA)

Linearitdt [mmol/I] Wiederholprézision [%] Genauigkeit [%]
Lactose 5-200 1 2
Glucose 5-200 2 3

Zusammenfassung

e  Milch ist ohne jegliche Probenvorbereitung messbar.

e Das Probenhandling ist auf Grund unkomplizierten Messprozesses extrem einfach.

e Einsatz von reinigungsintensiver Glasware entfillt vollig, da keinerlei Probenvorbereitung und keine
externe Hydrolyse erforderlich sind.

e Die ApH Messmethode ist auch zur Kontrolle von diétetischen Lactoseprodukten geeignet.

e Die Lactosebestimmung nach der ApH Messmethode ist bei der FIL IDF zur Validierung und
amtlichen Anerkennung angemeldet worden.
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