D-Gluconsaure/
D-Glucono-o-lacton

UV-Test
zur Bestimmung von D-Gluconsaure und D-Glucono-3-lacton
in Lebensmitteln und anderen Probematerialien

Best. Nr. 10 428 191 035
Test-Combination fiir 27 Bestimmungen

BOEHRINGER MANNHEIM / R-BIOPHARM
Enzymatische BioAnalytik / Lebensmittelanalytik

Nur zur Verwendung in der Lebensmittelhygiene. Lagern bei 2-8°C

Methoden-Empfehlungen und standardisierte Verfahren siehe unter Literatur (2)

Prinzip (Lit. 1)
D-Gluconsédure (D-Gluconat) wird in Gegenwart des Enzyms Gluconat-
Kinase durch Adenosin-5'-triphosphat (ATP) zu D-Gluconat-6-phosphat unter
gleichzeitiger Bildung von Adenosin-5'-diphosphat (ADP) phosphoryliert (1).

Gluconat-Kinase
(1) D-Gluconat + ATP  ——— > D-Gluconat-6-P + ADP
D-Gluconat-6-phosphat wird durch Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat
(NADP) mittels 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (6-PGDH) zu Ribulose-
5-phosphat oxidiert. Es entsteht reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleo-
tidphosphat (NADPH) (2).

6-PGDH .

(2) D-Gluconat-6-P + NADPt——> Ribulose-5-P + NADPH + CO, + H

Die wahrend der Reaktion gebildete NADPH-Menge ist der D-Gluconat-
Menge aquivalent. NADPH ist Messgrosse und aufgrund seiner Absorption
bei 340, 334 oder 365 nm zu bestimmen.

G-Glucono-8-lacton (GdL) wird nach demselben Prinzip nach
alkalischer Hydrolyse (3) bestimmt.

H 10
(3) D-Glucono-8-lacton + H,0 pﬁ D-Gluconat
Wenn keine alkalische Hydrolyse bei der Vorbereitung der Probe (s.
unten) erfolgt, wird D-Glucono-3-lacton unter den Bedingungen des
Bestimmungsansatzes in ca. 50 min umgesetzt.

Die Test-Combination enthalt

1. Flasche 1 mit ca. 4,5 g Pulvergemisch, zusammengesetzt aus:
Triethanolaminpuffer, pH ca. 76; NADP, ca. 60 mg; ATP, ca. 150 mg;
Magnesiumsulfat

2. Flasche 2 mit ca. 0,5 ml 6-PGDH-Suspension, ca. 110 U

3. Flasche 3 mit ca. 0,5 ml Gluconat-Kinase-Suspension, ca. 13 U

Herstellung der Losungen

1. Inhalt der Flasche 1 mit 27 ml bidest. Wasser I6sen.
2. Inhalt der Flasche 2 unverdiinnt verwenden.
3. Inhalt der Flasche 3 unverdiinnt verwenden.

Stabilitat der Reagenzien

Der Inhalt der Flasche 1 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).
Losung 1 ist bei 2-8°C 4 Wochen, bei —15 bis —25°C 2 Monate haltbar.
Losung 1 vor Gebrauch auf 20-25°C bringen.

Der Inhalt der Flaschen 2 und 3 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).

Bestimmungsansatz

Wellenlange': 340 nm, Hg 365 nm oder Hg 334 nm
Glaskiivette’ 1,00 cm Schichtdicke

Temperatur: 20-25°C

Testvolumen: 3,040 ml

Messung gegen Luft (im Strahlengang keine Kivette) oder gegen Wasser
Probelésung:  1-120 pg D-Gluconséure und hydrolysiertes D-Glucono-3-
lacton/Testansatz® (in 0,100-2,000 ml Probevolumen)

1 Das Absorptionsmaximum von NADH liegt bei 340 nm. Bei Verwendung von Spektral-
photometern wird im Absorptionsmaximum, bei Verwendung von Spektral-Linienphoto-
metern mit Hg-Dampflampe bei einer Messstrahlung von 365 nm oder 334 nm gemessen.

2 Anstelle von Glaskivetten sind auch handelstibliche Einwegkiivetten geeignet.

3 S. Hinweise zur Testdurchfiihrung

W@

In Kiivetten pipettieren Leerwert Probe

Lésung 1 1,000 ml 1,000 ml
Probelésung* - 0,100 ml
bidest. Wasser 2,000 ml 1,900 mi
Suspension 2 0,020 ml 0,020 ml

mischen**, nach ca. 5 min Extinktionen der Lésungen messen (E;). Reaktion
starten durch Zugabe von

Suspension 3 0,020 ml 0,020 ml

mischen**, Stillstand der Reaktion abwarten (ca. 20 min) und Extinktionen der
Losungen messen (E,).

Falls die Reaktion nach 20 min nicht zum Stillstand gekommen ist, Extink-
tionen weiter in 2 min-Abstdnden messen, bis eine konstante Extinktionszu-
nahme pro 2 min erreicht ist.

* Vor der Dosierung der Probelésung Enzymtest-Messpipette bzw. Pipettenspitze der
Kolbenhubpipette mit der Probeldsung vorspdlen.
** Z. B. mit Ruhrspatel oder durch Umschwenken nach Verschliessen z. B. mit Parafilm
(Warenzeichen der American Can Company, Greenwich, Ct., USA)
Bei konstanter Zunahme von E, wird die Extinktion auf die Zugabe von Sus-
pension 3 (Gluconat-Kinase) extrapoliert.
Fir Leerwert und Probe Extinktionsdifferenzen (E,-E,) bilden. Extinktionsdif-
ferenz des Leerwerts von Extinktionsdifferenz der Probe abziehen.
AE = (E2-E1Dprobe- (E2-Ei)Leerwert
Die gemessenen Extinktionsdifferenzen sollten zur Erzielung eines ausreichend
prazisen Ergebnisses in der Regel mindestens 0,100 Extinktionseinheiten
betragen (s. "Hinweise zur Testdurchfiihrung” und “Empfindlichkeit und
Nachweisgrenze”, Pkt. 4).

Berechnung

Nach der allgemeinen Berechnungsformel fiir die Bestimmung der
Konzentration gilt:
V x MG

c = X AE[g/l
exdxvx 1000 [o/1

V  =Testvolumen [ml]

v = Probevolumen [ml]

MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz [g/mol]
d = Schichtdicke [cm]
¢ = Extinktionskoeffizient von NADPH bei:
340 nm=6,3 [l x mmol”! x cm™]
Hg 365 nm=35 [l x mmol”! x cm™']
Hg 334 nm=6,18 [| x mmol™! x cm™']
Hieraus ergibt sich flir D-Gluconséure:

4 196,1 1
c = 3,040 x 196, x AE= 596 x AE [g D-Gluconsaure/I
€ x 1,00 x 0,100 x 1000 €

Probeldsung]

Ist bei der Vorbereitung der Probe eine Verdiinnung vorgenommen worden,
muss das Ergebnis mit dem Verdiinnungsfaktor F multipliziert werden.

Bei der Analyse fester und halbfester Proben, die fiir die Vorbereitung der
Probe eingewégt werden, wird das Analysenergebnis auf die Einwaage
bezogen:

CD-Gluconsaure [9/1 Probeldsung]
Gehaltp_Giuconsaure = Einwaageprope in 9/ Probelosung

x 100 [g/100 g]

Bestimmung von D-Glucono-8-lacton

Probel6sung mit Kalilauge (2 M) auf pH 10-11 einstellen und 5-10 min bei
20-25°C stehen lassen. pH-Wert der Losung priifen und ggf. nachstellen.
Lésung zum Test (wie bei D-Gluconsaure) einsetzen.

D-Glucono-3-lacton wird mit der urspriinglich vorliegenden D-Gluconséure
gemeinsam bestimmt und als Gesamt-D-Gluconséure berechnet.
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Berechnung von D-Glucono-5-lacton (GdL)

3,040 x 178,1 5414

Cc = X =
€ x 1,00 x 0,100 X 1000 ML €

x dL
[D-Glucono-3-lac-
ton/I Probel6sung]

Eine Differenzierung zwischen D-Gluconsdure und D-Glucono-3-lacton ist
nicht moglich.

1. Hinweise zur Testdurchfiihrung

Im Testansatz muss die Menge an D-Gluconséure und hydrolysiertem D-
Glucono-3-lacton zwischen 2 pg und 120 g (Messung bei 365 nm) bzw.
1 g und 60 g (Messung bei 340, 334 nm) betragen. Zur Erzielung einer
ausreichend hohen Extinktionsdifferenz ist die Probelésung soweit zu
verdiinnen, dass die Konzentration an D-Gluconsaure und hydrolysiertem
D-Glucono-8-lacton zwischen 0,2 und 1,2 g/l bzw. 0,1 und 0,6 g/l liegt.

Verdiinnungstabelle

Geschatzte Menge an Verdiinnung Verdlinnungs-
D-Gluconséure und hydrolysiertem mit Wasser faktor F
D-Glucono-3-lacton im Liter
Messung bei
340 or 334 nm 365 nm
<069 <12g - 1
0,6-60g 1,2-120¢g 1+ 9 10
6,0-60 g 12,0-120 g 1+ 99 100
>60g >120¢g 1+ 999 1000

Ist die gemessene Extinktionsdifferenz (AE) zu klein (z.B. <0,100), so ist die
Probelésung erneut herzustellen (hdhere Einwaage oder weniger starke
Verdiinnung), oder das in die Kivette zu pipettierende Probevolumen (v) ist
bis zu 2,000 ml zu erhdhen. Probelésung ggf. auf pH 75-8,0 einstellen. In
diesem Fall ist das Volumen der hinzuzufiigenden Wassermenge
entsprechend zu verringern, so dass in den Ansétzen flr Probe und Leerwert
das gleiche Testvolumen vorliegt. Das geénderte Probevolumen v ist in der
Berechnungsformel entsprechend zu beriicksichtigen.

2. Technische Hinweise

Bei der Berechnung ist eindeutig anzugeben, ob die Ergebnisse als
D-Gluconsédure (Molmasse 196,1 g/Mol) oder als D-Gluconat (Molmasse
195,1 g/Mol) angegeben werden. (Bei der enzymatischen Bestimmung wird
das D-Gluconat-lon gemessen.)

3. Spezifitat der Bestimmung (Lit. 1)

Die Bestimmung ist spezifisch fiir D-Gluconsaure.
Bei der Analyse von reinen D-Gluconsduresalzen (D-Gluconaten) ist mit
Ergebnissen von tber 100% zu rechnen wenn die Substanzen freie
D-Gluconsédure enthalten und die Ergebnisse mit der Molmasse des
entsprechenden D-Gluconats berechnet werden.

4. Empfindlichkeit und Nachweisgrenze (Lit. 1.2)

Die geringste Extinktionsdifferenz, die das Verfahren unterscheiden kann,
betragt 0,005 Extinktionseinheiten. Das entspricht bei einem maximal
einzusetzenden Probevolumen v = 2,000 ml und Messung bei 340 nm einer
D-Gluconsédure-Konzentration von 0,25 mg/l Probelésung (bei v = 0,100 ml
entsprechend 5 mg/l Probeldsung).

Die Nachweisgrenze von 0,5 mg/I ergibt sich aus der Extinktionsdifferenz von
0,010 (gemessen bei 340 nm) und dem maximalen Probevolumen v = 2,000 ml.

5. Linearitat

Linearitdt der Bestimmung ist gegeben von 1 wg D-Gluconsdure/Ansatz
(0,5 mg D-Gluconséure/l Probeldsung; Probevolumen v = 2,000 ml) und
120 g D-Gluconsédure/Ansatz (1,2 g D-Gluconséure/| Probeldsung; Probe-
volumen v = 0,100 ml).

6. Prazision

Bei einer Doppelbestimmung von D-Gluconséure, ausgehend von einer
Probel6sung, ist mit Unterschieden bei den Extinktionsdifferenzen von 0,005
bis 0,010 Extinktionseinheiten zu rechnen. Das entspricht bei einem Probe-
volumen v = 0,100 ml und Messung bei 340 nm einer D-Gluconsaure-
Konzentration von 5-10 mg/I. (Ist bei der Vorbereitung der Probe eine Verdiin-
nung vorgenommen worden, ist mit dem Verdiinnungsfaktor F zu multipli-
zieren. Bei einer Einwaage von 1 g Probe/100 ml = 10 g/l sind die zu erwar-
tenden Unterschiede 0,05-0,1 g/100 g.)

W@

In der Literatur sind folgende Daten veroffentlicht:

VK=2% n=12 Wurst (Lit. 1.2)
Fleischwurst:
x=0.1g/100 g r=0012g/100g  s@==0.0049/100g
R =0.014 g/1009 S(R)=i0005 g/100g
Milch
x=0,362 g/100 g r=0,02g/100 g R=0,08 g/100 g
Feta-Kéase:

x=257g/100 g r=0,15g/100 g
7. Erkennen von Stérungen

7.1 Ist die Umsetzung von D-Gluconsdure nach der unter “Bestimmungs-
ansatz” angegebenen Zeit beendet, so kann im allgemeinen auf einen
stérungsfreien Ablauf geschlossen werden.

72 Nach Ablauf der Reaktion kann durch Zugabe von D-Gluconséure-
Salzen (qualitativ oder quantitativ) die Reaktion wieder gestartet
werden: Die erneute Anderung der Extinktion nach Zugabe des
Standardmaterials ist ein Beweis fiir den stérungsfreien Ablauf der Bes-
timmung.

7.3 Grobe Fehler beim Testansatz und Stérungen der Bestimmung durch
Inhaltsstoffe der Probe kénnen auch erkannt werden, wenn aus einer
Probeldsung eine Doppelbestimmung mit verschiedenen Probevolumina
(z.B. 0,100 ml und 0,200 ml) ausgefiihrt wird: Die gemessenen Extinktions-
differenzen missen den eingesetzten Probevolumina proportional sein.

Bei der Analytik fester Proben wird die Einwdgung verschiedener
Mengen (z.B. 1 g und 2 g) in 100 mI-Messkolben empfohlen. Bei glei-
chen Probevolumina fiir die Testansdtze muss Proportionalitit zwischen
Extinktionsdifferenz und Einwaage gegeben sein.

74 Stérungen der Bestimmung durch Inhaltsstoffe der Probe kdnnen
weiterhin durch Mitfihren eines internen Standards erkannt werden:
Neben Probe-, Leerwert- und Standardansatz wird ein weiterer Ansatz
mit Probe- und Testkontroll-Ldsung analysiert. Aus den ermittelten
Extinktionsdifferenzen wird die Wiederfindung berechnet.

75 Verluste wéhrend der Vorbereitung der Probe kénnen durch Wieder-
findungsversuche erkannt werden: Die Probe wird mit und ohne
zugesetztem Standardmaterial vorbereitet und anschliessend gemessen.
Der Zusatz muss (innerhalb des Analysenfehlers) quantitativ wieder-
gefunden werden.

R=026g/100g (Lit 2.3)

8. Gefahrlichkeit der Reagenzien

Die Reagenzien zur Bestimmung von D-Gluconséure sind keine geféhrlichen
Stoffe oder Zubereitungen im Sinne der Gefahrstoffverordnung, des
Chemikaliengesetzes oder der EG-Richtlinie 67/548/EWG und deren
Anderungs- und Anpassungsrichtlinien. Die beim Umgang mit Chemikalien
iblichen Vorsichtsmassnahmen sollten jedoch beachtet werden.

Nach Gebrauch kénnen die Reagenzien unter Beachtung der o&rtlichen
Vorschriften zum Abwasser gegeben werden. Das Verpackungsmaterial
kann dem Recycling zugefiihrt werden.

10. Aligemeine Hinweise zur Vorbereitung der Proben

Fliissige, klare, farblose und anndhernd neutrale Proben direkt, nach
Verdiinnen geméss Verdlinnungstabelle oder mit einem Probevolumen bis
2,000 ml zum Test einsetzen;

triibe Losungen filtrieren;

Kohlenséure-haltige Proben (z.B. durch Filtration) entgasen;

saure Proben mit Kalilauge oder Natronlauge auf ca. pH 8 einstellen;
saure und schwach gefarbte Proben mit Kalilauge oder Natronlauge auf
pH 8 einstellen und ca. 15 min stehen lassen;

“stark gefirbte” Proben, (falls erforderlich auf ca. pH 8 eingestellt) gegen
Probeleerwert (= Puffer bzw. bidest. Wasser + Probe) messen (Photometer
mit Probeleerwert im Strahlengang auf 0,000 einstellen);

feste und halbfeste Proben zerkleinern oder homogenisieren, mit Wasser
extrahieren bzw. 16sen, wenn noétig filtrieren;

Protein-haltige Proben mit Perchlorsaure enteiweissen;

Fett-haltige Proben mit heissem Wasser extrahieren (Extraktionstempera-
tur Gber dem Schmelzpunkt des jeweiligen Fettes), zur Abscheidung des
Fettes abkihlen lassen, Messkolben bis zur Marke auffillen, 15 min in Eis-
bad stellen und filtrieren;

10. Anwendungsbeispiele

Bestimmung von D-Gluconséure in Wein (Lit. 2.2, 3.1-3.7)

Wein zur Hydrolyse von D-Glucono-3-lacton mit Kalilauge (2 M) auf pH 10-11
einstellen. 5-10 min bei 20-25°C stehen lassen. pH-Wert prifen und ggf.
nachstellen. Hierbei wird D-Glucono-8-lacton in D-Gluconsdure Gberfihrt.
Mit Wasser verdiinnen (siehe Verdiinnungstabelle) und zum Test einsetzen.

D-Glucono-3-lacton wird mit D-Gluconsdure gemeinsam bestimmt und als

Gesamt-D-Gluconsaure berechnet.



Bestimmung von D-Gluconséure bzw. D-Glucono-3-lacton in Fleisch-
Erzeugnissen (Lit. 2.1, 2.3)

Etwa 5 g homogenisierte Probe in einem Homogenisierungsbecher genau
einwagen, ca. 20 ml Perchlorséure (1 M) hinzufiigen und 10 min homogeni-
sieren; Inhalt mit ca. 40 ml Wasser quantitativ in ein Becherglas spiilen.
Unter Rihren (Magnetriihrer) mit Kalilauge (2 M) auf pH 10-11 einstellen.
Mit Wasser Inhalt quantitativ in einen 100 ml-Messkolben spiilen und bis zur
Marke aufftillen, wobei darauf zu achten ist, dass die Fettschicht oberhalb,
die wassrige Schicht an der Marke steht. Mischung umschitteln. Zur Ab-schei-
dung des Fettes und zur Ausféllung des Kaliumperchlorat-Niederschlages
20 min in den Kuhlschrank stellen. Anschliessend filtrieren. Die ersten ml
verwerfen. Klare, evtl. leicht triibe Lésung zum Test einsetzen.

Wegen der Volumenverdrangung durch unlésliche Anteile der Probe ist bei
der Gehaltsberechnung das Ergebnis mit dem Volumenverdrangungsfaktor
0,98 zu multiplizieren.

Bestimmung von D-Glucono-8-lacton (GdL) in Kutterhilfsmitteln
Etwa 2 g Kutterhilfsmittel in ein 250 mI-Becherglas genau einwégen, mit ca.
70 ml Wasser versetzen. Unter Riihren (Magnetriihrer) mit Kalilauge (2 M)
auf pH 10 einstellen. Mischung ca. 10 min stehen lassen, dann in einen
100 mI-Messkolben fillen. Mit Wasser bis zur Marke aufflillen. Nach dem
Mischen durch ein mit der Losung angefeuchtetes Filterpapier filtrieren.
Nahezu klare Losung zum Test einsetzen, gegebenenfalls verdiinnen
(s. Verdiinnungstabelle).

11. Weitere Anwendungsmadglichkeiten

Die Methode ist auch in der Forschung bei der Analytik von Pharmaka
(Lit. 3.8) und biologischen Proben anwendbar. Zu Probenahme, Behandlung
und Stabilitat der Probe s. Lit. 1.

Bestimmung von D-Gluconséure
Zellkulturmedien

Analysenprobe, ggf. nach Zentrifugation, zum Abstoppen enzymatischer
Vorgange 15 min in Wasserbad (80°C) stellen und anschliessend zentrifugieren.
Uberstand, ggf. gemass Verdiinnungstabelle verdiinnt, zur Bestimmung
einsetzen (alternativ kann auch eine Enteiweissung mit Perchlorséure
erfolgen; siehe die oben beschriebenen Anwendungsbeispiele).

Gallertartige Agar-Medien mit Wasser homogenisieren und wie oben be-
schrieben weiterbehandeln.
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D-Gluconsaure-Testkontroll-Lésung

Die Testkontroll-L6sung dient zur Kontrolle fur die enzymatische Bestim-
mung von D-Gluconséduren in Lebensmitteln und anderen Probematerialien.

Reagenzien

Natrium-D-gluconat, p.A. (M = 218,13 g/mol)
Kalium-D-gluconat, p.A. (M = 234,25 g/mol)

Herstellung der Testkontroll-Lésung

67 mg Natrium-D-gluconat, bzw. 72 mg Kalium-D-gluconat auf 0,1 mg
genau einwagen und im Messkolben mit bidest. Wasser auf 100 ml auffiillen
und grtindlich mischen (entspricht ca. 0,6 g D-Gluconséaure/I).

Lésung vor Gebrauch frisch herstellen. Ggf. kann die Losung portionsweise
eingefroren werden.

Anwendung:

1. Zusatz der D-Gluconséure-Testkontroll-Lésung zum Testansatz:

Die Testkontroll-L6sung wird anstelle der Probelésung zur Bestimmung
eingesetzt. (Die Messung der Testkontroll-Losung ist nicht erforderlich zur
Berechnung von Ergebnissen.)

2. “Quantitativer Nachstart":

Nach Ablauf der Reaktion mit Probelésung und Messung von E, werden
0,050 ml der Testkontroll-Lésung zum Probeansatz gegeben. Nach Ablauf
der Reaktion (ca. 30 min) wird die Extinktion E3 gemessen. Aus der Differenz
(E3-E5) wird nach der allgemeinen Berechnungsformel die Konzentration
berechnet. Hierbei ist das gednderte Gesamtvolumen zu beriicksichtigen.

R-BIOPHARM AG

An der neuen Bergstralde 17
D-64297 Darmstadt

Telefon + 49 6151/ 81 02-0
Fax +496151/8102-20
www.r-biopharm.com

Wegen der Verdiinnung des Testansatzes durch die Zugabe der Testkon-
troll-Lésung weicht das Ergebnis geringfligig von dem Ergebnis ab, das
gemass Pkt. 1 ermittelt wurde.

3. Interner Standard:

Zur Prifung auf richtige und stérungsfreie Durchfiihrung der Bestimmung
(keine groben Fehler bei Testansatz; Probe ist frei von Hemmsubstanzen)
kann die Testkontroll-Lésung als interner Standard verwendet werden:

In Klvetten Leerwert Probe Standard Probe +
pipettieren Standard
Lésung 1 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml
Probelésung - 0,100 ml - 0,050 ml
Testkontroll-Lsg. - - 0,100 ml 0,050 ml
bidest. Wasser 2,000 ml 1,900 ml 1,900 ml 1,900 ml
Suspension 0,020 ml 0,020 ml 0,020 ml 0,020 ml

mischen, nach ca. 5 min Extinktionen der Losungen messen (E;). Weiter
verfahren wie im Arbeitsschema bei ,,Bestimmungsansatz" angegeben. Die
entsprechenden Fussnoten und “Hinweise zur Testdurchfiihrung" sind zu
beachten.

Die Wiederfindung des Standards berechnet sich nach:

2% AEProbe + Standard ~ AEProbe
AEStandard

Wiederfindung = x 100 [%]

Roche)



