Citronensaure

UV-Test
zur Bestimmung von Citronenséure in Lebensmitteln und
anderen Probematerialien

Best. Nr. 10 139 076 035
Test-Combination flir 3 x 12 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)

Citronensaure (Citrat) wird in der durch das Enzym Citrat-Lyase (CL)
katalysierten Reaktion in Oxalacetat und Acetat Gberfihrt (1).

CL
(1) Citrat —> Oxalacetat + Acetat

In Gegenwart der Enzyme L-Malat-Dehydrogenase (L-MDH) und L-Lactat-
Dehydrogenase (L-LDH) werden Oxalacetat und dessen Decarboxylierungs-
Produkt Pyruvat durch reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NADH)
zu L-Malat bzw. L-Lactat reduziert (2, 3).

L-MDH
(2) Oxalacetat + NADH + HY ———— L-Malat + NAD*

L-LDH
(3) Pyruvat + NADH + HY ——— L-Lactat + NAD*

Die Summe der wahrend der Reaktionen (2) und (3) verbrauchten NADH-
Mengen ist der Citrat-Menge dquivalent. NADH ist Messgrosse und wird
aufgrund seiner Absorption bei 334, 340 oder 365 nm bestimmt.

(Hinweis: Durch die Reihenfolge der Reagenzzugabe ist sicherge-
stellt, dass freies Pyruvat nicht erfasst wird.)

Die Test-Combination enthélt

1. Drei Flaschen 1 mit je ca. 1,4 g Lyophilisat, zusammengesetzt aus:
Glycylglycinpuffer, pH ca. 7,8; L-Malat-Dehydrogenase, ca. 136 U;
L-Lactat-Dehydrogenase, ca. 280 U; NADH, ca. 5 mg

2. Drei Flaschen 2 mit je ca. 50 mg Lyophilisat Citrat-Lyase, ca. 12 U

3. Flasche 3 mit Citronenséaure-Testkontroll-L6sung zur Testkontrolle
(Die Messung der Testkontroll-Losung ist nicht erforderlich zur Berech-
nung von Ergebnissen.) Testkontroll-Lésung unverdiinnt verwenden.
(Verwendbar bis: s. Packungsetikett).

Herstellung der Losungen fiir 10 Bestimmungen

1. Inhalt einer Flasche 1 mit 12 ml bidest. Wasser l6sen.
2. Inhalt einer Flasche 2 mit 0,3 ml bidest. Wasser ldsen.

Stabilitat der Reagenzien

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

Losung 2 ist bei 2-8°C 1 Woche, bei —20 bis —25°C 4 Wochen haltbar.

Bestimmungsansatz

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

Temperatur: 20-25°C

Testvolumen: 3,020 ml

Messung gegen Luft (im Strahlengang keine Kiivette) oder gegen Wasser
Probelésung:  1-80 pg Citronensdure/Testansatz® (in 0,200-2,000 ml
Probevolumen)

In Kuivetten pipettieren Leerwert Probe

Lésung 1 1,000 ml 1,000 ml
Probelésung* - 0,200 ml
bidest. Wasser 2,000 ml 1,800 ml

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

Lésung 2 0,020 ml 0,020 ml

mischen**, nach Ablauf der Reaktion (ca. 5 min) Extinktionen der L6sungen
messen (E,),

*  Vor der Dosierung der Probeldsung Enzymtest-Messpipette bzw. Pipettenspitze der Kolben-
hubpipette mit der Probeldsung vorsptilen.

** Z. B. mit Rihrspatel oder durch Umschwenken nach Verschliessen z. B. mit Parafilm
(Warenzeichen der American Can Company, Greenwich, Ct., USA)
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Fir Leerwert und Probe Extinktionsdifferenzen (E;-E,) berechnen. Extink-
tionsdifferenz des Leerwertes von Extinktionsdifferenz der Probe abziehen.

AE = (Ey-Exprobe = (E1-Ex)Leerwert
Gelegentlich resultiert bei (E;-E;) gerwert €iN Negativer Wert. Dieser Wert
muss dann entsprechend dem Berechnungsschema zu (E;-Ep)pope addiert
werden.

Die gemessene Extinktionsdifferenz sollte zur Erzielung eines ausreichend
prazisen Ergebnisses in der Regel mindestens 0,100 Extinktionseinheiten
betragen (s. “Hinweise zur Testdurchfiihrung” und “Empfindlichkeit und
Nachweisgrenze”, Pkt. 4).

Ist die Extinktionsdifferenz der Probe (AEpype) grosser als 1,000 (gemessen
bei 340, bzw. Hg 334 nm) bzw. 0,500 (gemessen bei Hg 365 nm), so ist die
Konzentration der Citronenséure in der Probelésung zu hoch. Die Probe-
l16sung ist dann gemaéss Verdiinnungstabelle zu verdiinnen.

Berechnung

Nach der allgemeinen Berechnungsformel
Konzentration gilt:

fur die Bestimmung der

V x MG
= xAE[g/l
¢ =exdxvxiooo < EL/
V  =Testvolumen [ml]
v = Probevolumen [ml]

MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz [g/mol]
d = Schichtdicke [cm]
¢ = Extinktionskoeffizient von NADH bei:
340 nm=163 [l x mmol! x cm™]
Hg 365 nm= 34 [l x mmol”' x cm™']
Hg 334 nm= 6,18 [| x mmol™! x cm™']
Hieraus ergibt sich fiir Citronenséaure (als wasserfreie Saure berechnet):
3,020 x 192,1 2,900
c = X AE=
€ % 1,00 x 0,200 x 1000 €

x AE [g Citronenséure/|
Probelésung]

fur Citronensaure (als Monohydrat berechnet):
3,020 x 210,1 3,173
c = X AE=
€ x 1,00 x 0,200 x 1000 €

x AE [g Citronenséure x H,0/I
Probelésung]

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 fir die Vorbereitung der
Probe eingewdgt werden, wird das Analysenergebnis auf die Einwaage
bezogen:

CCitronenséure [9/1 Probeldsung]
Gehaltgiionensaure = Einwaagep,ope in g/l Probeldsung

x 100 [g/100 g]

1. Hinweise zur Testdurchfiihrung

Im Testansatz muss die Citronensduremenge zwischen 1 pg und 80 g
betragen. Zur Erzielung einer ausreichend hohen Extinktionsdifferenz ist die
Probelésung soweit zu verdiinnen, dass die Citronenséure-Konzentration
zwischen 0,04 und 0,4 g/l liegt.

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 wird bei einer Messstrahlung von 365 nm oder 334 nm
gemessen.

2 Anstelle von Glaskuvetten sind ggf. auch handelstbliche Einwegkuivetten geeignet.

Siehe Hinweise zur Testdurchfiihrung

4 Reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid, NADH-Na,, Best.-Nr. 127 345, zu beziehen

von Roche Applied Science
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Verdiinnungstabelle

Geschatzte Menge an Verdiinnung Verdlinnungs-
Citrat im Liter mit Wasser faktor F
<049 - 1
0,4-409g 1+ 9 10
4,0-40g 1+ 99 100
>40g9 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 auf 2,000 ml zu erhéhen. In diesem Fall ist das Volumen der hinzuzufi-
genden Wassermenge entsprechend zu verringern, so dass in den Ansétzen
fur Probe und Leerwert das gleiche Testvolumen vorliegt. Das gednderte
Probevolumen v ist in der Berechnungsformel entsprechend zu beriicksich-
tigen.

2. Technische Hinweise

2.1 Bei der Berechnung ist eindeutig anzugeben, ob die Ergebnisse als
Citronensdure (Molmasse 192,1 g/Mol), Citronensdure-monohydrat
(Molmasse 210,1 g/Mol) oder als Citrat (Molmasse 189,1 g/Mol)
angegeben werden. (Bei der enzymatischen Bestimmung wird das
Citrat-lon gemessen.)

2.2 Beim Beurteilen von Analysenergebnissen ist zu berlicksichtigen, dass
bei der acidimetrischen Bestimmung der “Gesamtsédure berechnet als
Citronensaure” Protonen gemessen werden und bei der enzymatischen
Bestimmung das Citrat-lon. Ein direkter Vergleich der Zahlenwerte ist
somit nicht moglich.

3. Spezifitat der Bestimmung (Lit. 1)
Die Bestimmung ist spezifisch fiir Citronensaure.

Bei der Analyse der Reinsubstanz Citronensdure-monohydrat kdénnen
Ergebnisse von héher als 100% erhalten werden wenn bei der Lagerung ein
Verlust an Kristallwasser auftritt und die Ergebnisse mit der Molmasse
(210,1) von Citronensdure-monohydrat berechnet werden.

4. Empfindlichkeit und Nachweisgrenze (Lit. 1.4)

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
Konzentration an Citronenséure von 0,25 mg/l (bei 0,200 ml entsprechend
2,5 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 ng Citronensdure/Ansatz
(0,5 mg Citronenséure/| Probelésung; Probevolumen v = 2,000 ml) bis 80 j.g
Citronensaure/Ansatz (0,4 g Citronensdure/l Probeldsung; Probevolumen
v =0,200 ml).

6. Prazision

Bei einer Doppelbestimmung, ausgehend von einer Probeldsung, ist mit
Unterschieden bei den Extinktionsdifferenzen von 0,005 bis 0,010
Extinktionseinheiten zu rechnen. Das entspricht bei einem Probevolumen
v = 0,200 ml einer Citronensaure-Konzentration von ca. 3-5 mg/I. (Ist bei der
Vorbereitung der Probe eine Verdiinnung vorgenommen worden, ist mit dem
Verdinnungsfaktor F zu multiplizieren. Bei einer Einwaage von 1 g Probe/
100 ml =10 g/l sind die zu erwartenden Unterschiede ca. 0,03-0,05 g/100 g.)

In der Literatur sind folgende Daten verdffentlicht:

VK=44% n=10 Kaninchenleber-Extrakt

VK=13% n=10 Wein (Lit. 1.3)
Fruchtsaft:

r =20,095 + 0,025 x (Cgitronensaure iN 9/D g/l

R =0,13 + 0,054 X (Cgitronensaure 1IN 97D /!

Weitere Daten: s. Literatur (Lit. 2.3)
Wein:

Citronensaure < 400 mg/I: Citronensdure > 400 mg/I:

r =14mg/l R=39 mg/l r=28 mg/I| R =65 mg/l (Lit. 2.13,2.14)

r-biopharm EB

7. Storungen

Enthélt die Probeldsung freie Brenztraubensédure, so wird bereits vor der
Messung von E; NADH verbraucht. In diesem Fall wird empfohlen, NADH
dem Test zusétzlich zuzusetzen (z.B. 0,1 ml NADH-Lésung, 5 mg/mi)* und
entsprechend weniger bidest. Wasser zu verwenden.

8. Erkennen von Stérungen

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

8.2 Nach Ablauf der Reaktion kann durch Zugabe von Citronenséure oder
Natrium-citrat (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.

8.3 Grobe Fehler beim Testansatz und Stérungen der Bestimmung durch
Inhaltsstoffe der Probe kénnen auch erkannt werden, wenn aus einer
Probelésung eine Doppelbestimmung mit verschiedenen Probevolumina
(z. B. 0,700 ml und 0,200 ml) ausgefiihrt wird: Die gemessenen
Extinktionsdifferenzen 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 ml-Messkolben empfohlen. Bei
gleichen Probevolumina fiir die Testansitze muss Proportionalitdt
zwischen Extinktionsdifferenz und Einwaage gegeben sein.

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

8.5 Verluste wahrend 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.

9. Geféahrlichkeit der Reagenzien

Die Reagenzien zur Bestimmung von Citronensaure enthalten geféhrliche
Stoffe oder Zubereitungen im Sinne der Gefahrstoffverordnung, des Che-
mikaliengesetzes oder der EG-Richtlinien 67/548 und 99/45 wund deren
Anderungs- und Anpassungsrichtlinien. Weitere Informationen finden Sie in
den Sicherheitsdatenbléttern und auf dem Etikett der betroffenen Flaschen.

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 Lésungen 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
ca. pH 8 einstellen und ca. 15 min stehen lassen;

stark gefarbte Proben, die unverdiinnt oder mit einem hoheren Probe-
volumen zum Test eingesetzt werden, mit Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP)
oder Polyamid (z.B. 1 g/100 ml) behandeln;

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

Wichtiger Hinweis

Die Carrez-Kldarung kann bei der Vorbereitung der Probe zur Citro-
nensiure-Bestimmung wegen zu geringer Wiederfindungsrate nicht
angewendet werden (Adsorption von Citronenséaure).

Soll neben freier Citronensédure auch veresterte Citronensdure bestimmt
werden — z. B. Citronenséaureester von Polyphenolen oder Anthocyanen —
so mussen die Ester durch alkalische Hydrolyse in die freie Saure Gberfiihrt
werden. Man verfahrt wie unter “Wein“ angegeben.



11. Anwendungsbeispiele

Bestimmung von Citronensdure in Fruchtsiften,
getranken, Tee und dhnlichen Getranken

Tribungen mittels Filtration entfernen; Probe soweit verdiinnen, dass die
Citronensdure-Konzentration zwischen 0,04 und 0,4 g/l betrdgt. Die
verdiinnte Losung kann zum Test eingesetzt werden, auch wenn diese
geférbt ist. Nur stark gefdrbte Séfte missen entfarbt werden, wenn sie
aufgrund  ihrer geringen  Citronensdure-Konzentration  unverdinnt
eingesetzt werden. In diesem Fall wird wie folgt verfahren:

10 ml Saft und 0,1 g Polyamid oder Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) mischen,
1 min rithren und filtrieren. Klare, leicht gefarbte L6sung zum Test einsetzen,
ggf. neutralisieren.

Bestimmung von Citronenséure in Wein

Leicht gefarbte Weine direkt oder nach Verdiinnen gemass Verdiinnungs-
tabelle zum Test einsetzen. Stark gefiarbte Weine mlssen entfarbt werden,
wenn sie aufgrund ihrer geringen Citronensdure-Konzentration unverdiinnt
oder mit einem hoheren Probevolumen zum Test eingesetzt werden:

10 ml Wein und 0,1 g Polyamid oder Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) mischen,
1 min rihren und filtrieren. Leicht gefarbte Losung zum Test einsetzen.

Bestimmung von Citronenséure-Estern in Wein

20 ml Probe mit 6 ml alkoholischer Kalilauge (ca. 2 M; Methanol oder
Ethanol) 10 min lang am Ruckflusskiihler unter Rihren erhitzen, auf 20-25°C
abkihlen und mit Schwefelsdure (2 M) neutralisieren. Quantitativ in ein
50 ml-Messkolbchen berflihren und mit Wasser bis zur Marke aufftllen.
Probe direkt bzw. nach Verdiinnen zum Test einsetzen (ergibt Gesamt-
Citronensédure = Summe von freier und veresteter Citronensaure).

Bestimmung von Citronenséaure in Bier

Etwa 5-10 ml Bier filtrieren oder zur Entfernung der Kohlenséure etwa 1 min
lang mit einem Riihrstab rithren. Die weitgehend CO,-freie Bierprobe wird
ohne weitere Verdiinnung zum Test eingesetzt.

Bestimmung von Citronenséure in Brot, Fleisch-Erzeugnissen, Kése,
Gemiise- und Obstprodukten

Ca. 20-50 g Probematerial zerkleinern (z.B. Mérser, Fleischwolf oder Homo-
genisator). Ca. 10 g der gut gemischten Probe in einem Homogenisierbecher
genau einwédgen und mit 50 ml Perchlorsdure (1 M) versetzen; 2 min (bis zu
10 min) mit dem Homogenisator homogenisieren. Eine hierbei auftretende
Erwarmung ist bis zu 35°C zulassig. Homogenat zentrifugieren.

20 ml Uberstand mit ca. 4 ml Kalilauge (5 M) auf pH 8-10 einstellen (das
Volumen der zu Neutralisation benétigten KOH messen). Lésung zur
quantitativen Fallung des gebildeten Kaliumperchlorats 15 min in den
Kahlschrank stellen, filtrieren, die ersten ml verwerfen. Filtrat, ggf. nach
Verdiinnen, gemass Verdiinnungstabelle zum Test einsetzen.

Zur Berechnung des Gehalts (in g/100 g) nach der unter “Berechnung"
angegebenen Formel wird die Konzentration der Probe in der Probeldsung
bendtigt. Bei Anwendung der oben beschriebenen Vorbereitung der Probe
und unter Beriicksichtigung des Wassergehaltes der Probe berechnet sich
die Einwaage der Probe nach:

a x 1000 x d

b+axw)x(d+e)

Erfrischungs-

Einwaagep,ope =

[g/1 Probeldsung]

Hierbei sind:

a: Einwaage der Probe in g

b:  Volumen Perchlorséure in ml

d: Volumen Uberstand fiir pH-Einstellung in ml

e: Volumen KOH zur Einstellung auf pH 8-10 in ml

w:  Wasseranteil der Probe in (%;w/w)/100

1000: Umrechnungsfaktor g in mg

(Die Dichte des probeeigenen Wassers bei 20-25°C ist praktisch gleich
1 g/ml und kann bei der Berechnung unberiicksichtigt bleiben.)

Bestimmung von Citronenséure in Margarine, Speisedl und Salben
Ca. 5 g homogene Probe in ein Becherglas genau einwégen, ca. 70 ml bi-
dest. Wasser zugeben und auf beheizbarem Magnetriihrer unter starkem
Rihren bis zum Sieden erhitzen. Wassrige Phase mit Pipette in 100 ml
Messkolben tberfiihren. Extraktion mit ca. 20 ml bidest. Wasser wiederho-
len.

Messkolben auf 20-25°C bringen und mit bidest Wasser bis zur Marke
auffullen. Messkolben 15 min in Eisbad oder Kuhlschrank stellen. Durch
Faltenfilter filtrieren. Filtrat, je nach erwarteter Citronensédure-Konzentration,
verdiinnt oder unverdiinnt zum Test einsetzen.

r-biopharm EB

Bestimmung von Citronenséure in Citronenséure-Estern
(z.B. Glycerid-Citronenséure-Ester, Emulgatoren)

In Monoglycerid- bzw. Diglycerid-Citronensaure-Estern gebundene
Citronensdure kann neben freier Citronensaure (Citrat) bestimmt werden,
indem die Probe mit Chloroform extrahiert und anschliessend die Ester mit
Kalilauge verseift werden. Hierzu wird wie folgt verfahren:

Zerkleinerte und homogenisierte Proben, welche bis zu etwa 120 mg Mono-
glycerid-Citronensaure-Ester (z.B. Monooleyl-citrylglycerid-Ester, MG ca.
550) oder bis zu 170 mg Diglycerid-Citronensaure-Ester (z.B. Dioleyl-ci-tryl-
glycerid-Ester, MG ca. 810) enthélt, im 250 ml Rundkolben mit ca. 50 ml
Chloroform etwa 2 Stunden lang am Rickflusskiihler beim Sieden halten,
filtrieren und mit Chloroform nachwaschen. Chloroform am Rotations-
verdampfer abdampfen. Den weitgehend trockenen Riickstand mit 25 ml
methanolischer Kalilauge (1 M) 10 min lang am Ruckflusskihler kochen.
Losung auf 20-25°C abkiihlen lassen und mit ca. 5 ml Salzsdure (5 M)
neutralisieren bzw. schwach ansduern. Lésung in 100 ml-Messkolben
quantitativ Uiberspiilen, mit Wasser bis zur Marke auffillen, schitteln und
filtrieren. Weitgehend klare Lésung zum Test einsetzen.

Zur Gehaltsbestimmung ist das Molekulargewicht des Glycerides zugrunde
zu legen.

12. Weitere Anwendungsmadglichkeiten

Die Methode ist auch anwendbar bei der Untersuchung von Papier,
Kosmetika, Detergenzien (s. Lit. 3.6), Pharmaka sowie biologischen Proben.

Weitere Hinweise zu Probenahme, Behandlung und Stabilitdt der Probe
s. Lit. 1.3 und 1.5.

Bestimmung von Citronenséure in Fermentationsproben und Zellkul-
turmedien

Analysenprobe, ggf. nach Zentrifugation, zum Abstoppen enzymatischer
Vorgénge 15 min in Wasserbad (80°C) stellen und anschliessend zentrifugieren.
Uberstand, ggf. gemdss 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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Citronensaure-Testkontroll-Losung (Flasche 3)

Konzentration* : siche Flaschenetikett

Citronensaure-Testkontroll-Lésung ist eine stabilisierte wéssrige Losung von
Citronensdure. Sie dient als Testkontroll-Lésung fiir die enzymatische

Bestimmung von Citronensdure in Lebensmitteln und anderen
Probematerialien.
Anwendung:

1. Zusatz der Citronenséure-Testkontroll-Losung zum Testansatz:

Die Testkontroll-Lésung wird anstelle der Probelésung zur Bestimmung ein-
gesetzt.

2. “Quantitativer Nachstart”

Nach Ablauf der Reaktion mit Probelésung und Messung von E, werden
0,100 ml der Testkontroll-L6sung zum Probeansatz gegeben. Nach Ablauf
der Reaktion (ca. 10 min.) wird die Extinktion E; gemessen. Aus der Diffe-
renz (E,-E3) wird nach der allgemeinen Berechnungsformel die Konzentra-
tion berechnet. Hierbei ist das gednderte Gesamtvolumen zu beriicksichti-
gen. Wegen der Verdiinnung des Testansatzes durch die Zugabe der
Testkontroll-Lésung weicht das Ergebnis geringfiigig von der Angabe des
Flaschenetiketts ab.

* Als wasserfreie Citronensaure angegeben

Ebenfalls verfiigbar:
Test-Combination D-Isocitronenséure, Best. Nr. 10 414 433 035

R-BIOPHARM AG

An der neuen Bergstralde 17
D-64297 Darmstadt

Telefon + 49 61 51 /81 02-0
Fax +496151/8102-20

www.r-biopharm.com 4

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 - 0,200 ml - 0,100 ml
Testkontroll-Lsg. - - 0,200 ml 0,100 ml
bidest. Wasser 2,000 ml 1,800 mi 1,800 mi 1,800 mi

mischen, nach ca. 5 min Extinktionen der Lésungen 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% AEPr«::be + Standard ~ AEProbe
AEStandard

Wiederfindung = X 100 [%]



