Instrucdes de uso
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D-Frutose/D-Glucose, método UV

Numero de Catalogo Apresentagio
AK00041 110 testes (manual) / 1100 testes (microplaca)
Aplicagao

Este kit é indicado para a determinagdo simultanea de D-frutose e de D-glucose em alimentos, produtos farmacéuticos, produtos cosméticos e
amostras bioldgicas. Com este kit, a analise destes agucares pode ser efetuada individualmente. O seu fundamento baseia-se num método
enzimatico, rapido, simples e especifico para os analitos em causa. O kit pode também ser utilizado para a determinagdo dos agucares redutores
totais (contacte a NZYtech caso necessite de informacdo adicional).

Introdugao

A D-frutose e a D-glucose encontram-se amplamente difundidas nas plantas. Nos alimentos, estes agucares ocorrem principalmente no mel,
vinho e cerveja, bem como em alimentos sélidos tais como o pdo e produtos de pastelaria. Na industria vinicola, a concentragdo de D-frutose e
D-glucose (agucares redutores totais) é um indicador importante de qualidade, uma vez que representa a quantidade de agucares disponivel
para fermentagao.

Principio

HK
D-Frutose + ATP —» Frutose-6-P (F6P) + ADP

HK
D-Glucose + ATP — Glucose-6-P (G6P) + ADP

PGI
F6P —* G6P

G6PDH
G6P + NADP  — D-Gluconato-6-P + NADPH + H*

A quantidade de NADPH resultante da agdo combinada da hexocinase (HK), fosfoglucose isomerase (PGl) e glucose-6-P desidrogenase (G6PDH),
determinada a 340 nm, é estequiométrica com a quantidade de D-frutose e D-glucose no volume de amostra.
Especificidade

Este método é especifico para a determinagdo da D-frutose e da D-glucose.

Sensibilidade e limite de dete¢do

A sensibilidade do ensaio é baseada em 0,010 AU num volume de amostra de 2,00 mL. Este valor corresponde a uma concentragdo de D-frutose
e D-glucose de 0,33 mg/L na amostra, quando medido a 340 nm. O limite de dete¢do de 0,66 mg/L resulta de uma diferenca de absorvéncia de
0,020 (340 nm) para um volume de amostra maximo de 2,00 mL.

Linearidade e precisao

A determinagdo apresenta linearidade entre 4 e 80 pg de D-frutose e D-glucose por ensaio (v = 2,00 mL). Num duplicado da mesma amostra,
uma diferenga de 0,005 a 0,010 unidades de absorvéncia pode ocorrer, o que corresponde a uma concentragdo aproximada de D-frutose e D-
glucose entre 0,17 e 0,33 mg/L (v = 2,00 mL). O coeficiente de variacdo é de aproximadamente 1 a 2%.

Composicgao do kit

Solugdo 1. Tampdo de imidazol (25 mL, 2 M, pH 7,6) com MgCl, (100 mM) e azida de sddio (0,02% w/v) como conservante. Armazenar entre 2
°Ce8°C.



Solugdo 2. NADP* (250 mg) com ATP (500 mg) e PVP (120 mg). Armazenar entre 2 °C e 8 °C (armazenamento prolongado: -30 °C a -15 °C)

Dissolver em 12 mL de dgua destilada, dividir em aliquotas de volume adequado e armazenar em tubos PP, de -30 °C a -15 °C, entre utilizagGes;
manter frio durante a utilizagdo.

Suspensdo 3. Hexocinase (EC 2.7.1.1) e glucose-6-P desidrogenase (EC 1.1.1.49) em 3,2 M de sulfato de amonio (2,25 mL). Armazenar entre 2 °C
e 8 °C. Agitar o frasco antes de usar.

Suspensdo 4. Fosfoglucose isomerase (EC 5.3.1.9) em 3,2 M sulfato de amadnio (2,25 mL). Armazenar entre 2 °C e 8 °C. Agitar o frasco antes de
usar.

Solugdo 5. Solugdo padrdo de D-frutose/D-glucose (5 mL, 0,20 mg/mL de cada agucar). Esta solugdo padrdo pode ser utilizada quando exisitrem
duvidas sobre a exatiddo do método. Armazenar entre 2 °C e 8 °C.

Protocolo (andlise a ponto final)

Comprimento de onda: 340 nm

Cuvete: 1 cm meio 6tico (vidro ou plastico)

Temperatura: ~25 °C

Volume final: 2,32 mL (D-glucose); 2,34 mL (D-frutose)

Amostra: 4-80 pg de D-glucose e D-frutose por cuvete (num volume de 0,10-2,00 mL)

Ler as absorvéncias contra o ar (sem cuvete no percurso 6tico) ou contra a agua

PIPETAR PARA CUVETES (mL) BRANCO AMOSTRA
Agua destilada (~25 °C) 2,10 2,00
Amostra - 0,10
Solugdo 1 (tampdo imidazole) 0,10 0,10
Solugdo 2 (NADP"+ATP) 0,10 0,10

Misturar, medir a absorvéncia das solugdes acima (A1) apos aprox. 3 min e iniciar a reagdo através da adigdo de

Suspensdo 3 (HK+G6PDH) | 0,02 | 0,02

Misturar®, medir a absorvéncia das solugbes acima (A2) no final da reagdo (aprox. 5 min)

Suspens3o 4 (PGI) | 0,02 | 0,02

Misturar*, medir a absorvéncia das solugtes acima (A3) no final da reagdo (aprox. 8-10 min)

Homogeneizar com uma espatula plastica ou por inversdo cuidadosa apds vedar a cuvete com a tampa ou Parafilm®.

* Se necessario, continuar a ler as absorvéncias em intervalos de 2 min até que a reagdo termine.

Calculos

Determinar as diferengas de absorvéncia para os ensaios do branco e da amostra (A2-Al). Subtrair a diferenca de absorvéncia do branco a
diferenga de absorvéncia da amostra de modo a obter AAp giucose- Determinar a diferenga de absorvéncias para os ensaios do branco e da amostra
(A3-A2). Subtrair a diferenga de absorvéncia do branco a diferenga de absorvéncia da amostra de modo a obter AAp.-frutose- AS concentragoes de
D-frutose (g/L) e D-glucose (g/L), baseadas no € do NADH a 340 nm (6300 Lxmol-1xcm-?), sdo calculadas do seguinte modo:

C(D-Frutose) = 0.6692 x AAp Frtose  8/L

C(D-Glucose) = 0.6634 x AAp Glucose  B/L

No caso da amostra ter sido diluida ou de se ter usado um volume de amostra diferente, o resultado final deve ser multiplicado pelo
correspondente fator de dilui¢do/concentragdo.

Procedimentos alternativos (micro-volumes)

Apesar do kit ter sido desenvolvido para uso em cuvete, o mesmo pode ser facilmente adaptado para o uso em microplacas de 96 pogos ou em
autoanalisadores. Basicamente, os volumes de ensaio do presente protocolo (formato cuvete) devem ser reduzidos cerca de 10 vezes para
adaptagdo ao formato microplaca ou autoanalisador. No entanto, na utilizagdo destes formatos de micro-volume deve ter-se em atengdo que a
espessura do meio 6tico é geralmente inferior a espessura do meio ético de referéncia (1 cm). Deste modo, para calcular o teor de analito nas
amostras deve seguir uma das trés estratégias possiveis descritas em “Alternative Procedures”, disponivel em www.nzytech.com.



Interferéncias

Se a conversdo de D-frutose e D-glucose se completar dentro do periodo especificado para o ensaio (aprox. 10 min), ndo é de admitir a existéncia
de interferéncias. Caso se suspeite da presenca de substancias interferentes, deve-se usar um padrdo interno na andlise. Neste caso, deve obter-
se uma recuperag¢do quantitativa do padrao interno. A identificagdo de perdas no processamento da amostra pode ser identificada através de
ensaios de recuperacgdo, baseados na adigdo de D-frutose e D-glucose a amostra nos passos iniciais da extragao.

Informacao geral sobre a preparagdao das amostras

A quantidade total de D-frutose e D-glucose na cuvete deve situar-se entre 4 e 80 pg. Deste modo, se se usar um volume de amostra de 0,10
mL, a amostra deve ser diluida para concentragBes de agucar entre 40 e 800 mg/L. No entanto, o volume de amostra pode variar entre 0,10 e
2,00 mL, através da substituicdo da dgua (analitos variam entre 2 e 800 mg/L).

Para realizar este ensaio, usar amostras liquidas transparentes e praticamente neutras, diretamente ou apds diluigdo das mesmas; filtrar as
solugBes turvas; desgaseificar as amostras que contenham diéxiodo de carbono (e.g. filtragdo); ajustar o pH das amostras acidas a pH 8 através
da adigdo de solugdo de hidréxido de sddio ou potassio; ajustar amostras acidas e ligeiramente coradas a pH 8 e incubar aproximdamente 15
minutos; medir as amostras “coradas” (se necessario ajustadas a pH 8) contra o ensaio em branco; tratar as amostras "fortemente coradas” que
forem usadas ndo diluidas ou com um volume de amostra elevado com PVPP; esmagar ou homogeneizar as amostras solidas ou semi-sélidas, e
extrair com agua ou dissolvé-las; extrair as amostras com teores elevados de gordura com dgua quente.

Exemplos de preparagao das amostras

Determinagado da D-frutose e D-glucose nos vinhos tinto e branco

A determinagdo da concentracdo de D-frutose e D-glucose nos vinhos tinto e branco pode ser geralmente realizada sem qualquer tratamento
prévio da amostra, com excecdo de uma eventual diluicido da mesma. Se um vinho tinto necessitar de descoloragdo, proceder como descrito
acima. Uma diluigdo de 1:10 e um volume de amostra de 0,1 mL sdo geralmente satisfatérios.

Determinagao da D-glucose e D-frutose no mel

Transferir aprox. 5-10 g do material viscoso ou cristalino para um copo graduado, apds agitacdo prolongada da amostra de mel com uma espatula
(ndo ha necessidade de agitar o mel liquido), e aquecer durante 5 min a aprox. 60 °C. Apds arrefecimento, retire uma aliquota com aprox. 1 g da
amostra liquida pesada com precisdo, para um baldo volumétrico de 100 ml. Dissolver inicialmente com uma pequena quantidade de agua
destilada e depois diluir até a marca do baldo e agitar. Uma diluigdo de 1:10 e um volume de amostra de 0,1 mL sdo geralmente satisfatorios.
Determinagdo da D-glucose e D-frutose em alimentos sélidos

As amostras vegetais devem ser moidas de modo a passarem um crivo de 0,5 mm. Homogeneizar os géneros alimenticios sélidos, tais como o
pdo e os produtos de pastelaria, num homogeneizador adequado para o efeito. Uma amostra representativa deve ser pesada e extraida com
agua (aquecida a 60 °C, se necessario). Transferir quantitativamente para um baldo volumétrico e diluir. Misturar, filtrar e usar a solugdo limpida
na diluicdo adequada para o ensaio.
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Recomendagodes

Este método é recomendado/aprovado por:

— Regulamento da Comissdo Europeia (andlise de vinho);

— Association of Official Analytical Chemists (AOAC) (analise de vinho);

— Padrdes Europeus, Holandés, Francés, Alemao e Russo (EN, NEN, NF, DIN, GOST);

— International Wine Office (OIV), International Federation of Fruit Juice Producers (IFU), Association of the Industry of Juices and Nectars from
Fruits and Vegetables of the European Economic Community (A.lJ.N.), e Mitteleuropéaische Brautechnische Analysenkommission (MEBAK)
(Central European Commission for Brewing Technology).

Contacte info@nzytech.com para obter qualquer informagdo adicional sobre este kit, incluindo outras aplicagées especificas.

For life science research only. Not for use in diagnostic procedures.
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