D-Isocitronensaure

UV-Test
zur Bestimmung von D-Isocitronenséure und deren Estern (bzw.
Lactonen) in Lebensmitteln und anderen Probematerialien

Bestimmung von Gesamt-D-Isocitronensdure nach
Wallrauch s. Pkt. 13
Best. Nr. 10 414 433 035

Test-Combination fiir 33 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-lIsocitronensaure (D-Isocitrat) wird durch Nicotinamid-adenin-dinucleo-
tid-phosphat (NADP) in Gegenwart des Enzyms Isocitrat-Dehydrogenase
(ICDH) oxidativ decarboxyliert (1).

ICDH
(1) D-Isocitrat+ NADPY ——— 2-Oxoglutarat + CO, + NADPH + H*
Die bei dieser Reaktion gebildete NADPH-Menge ist der D-Isocitrat-Menge
proportional. NADPH ist Messgrosse und aufgrund seiner Absorption bei
334, 340 oder 365 nm zu bestimmen.

Gebundene D-lIsocitronenséure (Ester, Lactone) wird nach alkalischer
Hydrolyse (2,3) (s. Hinweise unter 12 und 13) nach demselben Prinzip bes-
timmt (1).

H9-10
(2) D-Isocitronenséureester + H,0 pﬁ D-Isocitrat + Alkohol

H9-10
(8) D-Isocitronenséurelacton + H,0 pﬁ D-Isocitrat

Die Test-Combination enthélt

1. Flasche 1 mit ca. 30 ml L6sung, zusammengesetzt aus:
Imidazol-Puffer, pH ca. 7,1

2. Flasche 2 mit ca. 60 mg Lyophilisat, zusammengesetzt aus:
NADP, ca. 45 mg; Mangansulfat

3. Flasche 3 mit Lyophilisat ICDH, ca. 5 U

Herstellung der Losungen

1. Inhalt der Flasche 2 mit dem Gesamtinhalt der Flasche 1 l6sen (= L6sung
2).

2. Inhalt der Flasche 3 mit 1,8 ml bidest. Wasser l6sen (= Losung 3).

Stabilitat der Reagenzien

Der Inhalt der Flasche 1 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).
Losung 1 vor Gebrauch auf 20-25°C bringen.
Der Inhalt der Flasche 2 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).
Losung 2 ist bei 2-8°C 4 Wochen, bei —15 bis —25°C ca. 2 Monate
haltbar.
Der Inhalt der Flasche 3 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).
Losung 3 ist bei 2-8°C 4 Wochen, bei —15 bis —25°C 2 Monate haltbar.

Bestimmungsansatz

Wellenlédnge': 340 nm, Hg 365 nm oder Hg 334 nm

Glaskiivette?: 1,00 cm Schichtdicke

Temperatur:  20-25°C

Testvolumen: 3,050 ml

Messung gegen Luft (im Strahlengang keine Kiivette) oder gegen Wasser

Probelésung: 2-100 pg D-Isocitronensdure/Ansatz® (in 0,100-2,000 ml
Probevolumen)

Fir Leerwert und Probe Extinktionsdifferenzen (E,-E;) berechnen. Extink-
tionsdifferenz des Leerwertes von Extinktionsdifferenz der Probe abziehen.

AE = (E3-Evdprobe~ E2-Er)Leerwert
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).

Berechnung

Nach der allgemeinen Berechnungsformel fiir die Bestimmung der Konzen-
tration gilt:
V x MG

T exdxvx1000

V  =Testvolumen [ml]
v = Probevolumen [ml]
MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz [g/mol]
d = Schichtdicke [cm]
€ = Extinktionskoeffizient von NADPH bei:
340 nm =63 [I 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 fiir D-Isocitronenséure:
3,050 x 192,1 5,859

c = x AE =
€ X 1,00 x 0,100 x 1000 €

x AE [g/1]

x AE [g Isocitronensaure/|
Probel6sung]

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 eingewagt werden, wird das Analysenergebnis auf die Einwaage
bezogen:

Cp-isacitronenséure [9/1 Probelésung]
GehaltD—Isocitronenséure = Einwaagepmbe in g/| Probe|63ung

x 100 [g/100 g]

1. Hinweise zur Testdurchfithrung

Im Testansatz muss die Menge an D-Isocitronensdure zwischen 3 pg und
100 pg (Messung bei 365 nm) bzw. 2 png und 50 pg (Messung bei 340,
334 nm) betragen. Zur Erzielung einer ausreichend hohen Extinktions-
differenz ist die Probelésung soweit zu verdiinnen, dass die Konzentration
an D-Isocitronenséure zwischen 0,2 und 1,0 g/l bzw. 0,1 und 0,5 g/l liegt.

Verdiinnungstabelle

In Kiivetten pipettieren Leerwert Probe

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

Geschétzte Menge Verdlinnung Verdiinnungs-
D-Isocitronenséure im Liter mit Wasser faktor F
Messung bei
340 oder 334 nm 365 nm
<05¢g <1g - 1
0,5-509g 1,0-10,0 g 1+ 9 10
>50g >100g 1+ 99 100

mischen**, nach ca. 3 min Extinktionen der Losungen messen (E;). Reak-
tion starten durch Zugabe von

Lésung 3 0,050 ml 0,050 ml

mischen™*, Stillstand der Reaktion abwarten (ca. 10 min) und Extinktionen
der Lésungen messen (E,).

Falls die Reaktion nach 10 min nicht zum Stillstand gekommen ist,
Extinktionen weiter in 2 min-Abstdanden messen, bis eine konstante

Extinktionszunahme pro 2 min erreicht ist.

* Vor der Dosierung der Probelosung Enzymtest-Messpipette bzw. Pipettenspitze der
Kolbenhubpipette mit der Probeldsung vorspulen.

** Z.B. mit Ruhrspatel oder durch Umschwenken nach Verschliessen z.B. mit Parafilm
(Warenzeichen der American Can Company, Greenwich, Ct., USA)
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Ist die gemessene Extinktionsdifferenz (AE) zu klein (z. B. < 0,100), so ist die
Probelésung erneut herzustellen (hohere Einwaage oder weniger starke
Verdiinnung), oder das in die Kiivette zu pipettierende Probevolumen (v) ist
bis auf 2,000 ml zu erhéhen, Probe im Bedarfsfall neutralisieren. In diesem
Fall ist das Volumen der hinzuzufigenden Wassermenge entsprechend zu
verringern, so dass in den Ansétzen fir Probe und Leerwert das gleiche
Testvolumen vorliegt. Das gednderte Probevolumen v ist in der Berech-
nungsformel entsprechend zu beriicksichtigen.

1 Das Absorptionsmaximum von NADPH 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 Einwegkuivetten geeignet.

3 Siehe Hinweise zur Testdurchfiihrung

4 Zu beziehen von Roche Applied Science
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2. Technische Hinweise

Die Wallrauch'sche Fallungstechnik (Lit. 3.3 und 2.4) hat sich in der
Fruchtsaftanalytik sehr gut bewahrt.

Es wird empfohlen, die zu verwendende Salzsdure (HCI, 4 M) gegen die
Natronlauge (NaOH; 4 M) zu titrieren (pH-Elektrode; pH-Indikator-Papier).

Bei “stark sauren“ Proben (z.B. Grapefruitsaft) ist das Volumen der
Ammoniak-Lésung (25%) zu erh6hen: 2,5 ml anstelle 2,0 ml, da sonst zu nie-
drige Ergebnisse erhalten werden. Alternativ “stark saure” Probe vor der
Analyse neutralisieren.

Fir Wiederfindungsversuche kann D,L-Isocitrat-Nag x 2 H,0 verwendet
werden. Bei der Berechnung von Ergebnissen muss die Molmasse des Dihy-
drats verwendet werden; weiterhin ist zu berticksichtigen, dass nur die D-
Form enzymatisch umgesetzt wird.

3. Spezifitat der Bestimmung (Lit. 1)

3.1 Das Enzym lIsocitrat-Dehydrogenase katalysiert spezifisch die Oxidation
von D-Isocitrat.

3.2 ICDH-Préparate enthalten oft Spuren von L-Malat-Dehydrogenase und
Aconitase. Trotzdem stéren L-Apfelséure in 100-fachem Uberschuss und
Citronensédure in 200-fachem Uberschuss die Isocitrat-Bestimmung
nicht. Bei Anwesenheit grosserer Mengen L-Apfelsdure und Cit-
ronensdure tritt eine probeabhangige “Schleichreaktion” auf, welche
durch Extrapolation bei der Berechnung berticksichtigt werden kann (s.
“Bestimmungsansatz”, Pipettierschema).

Bei der Analyse von Reinsubstanz Trinatrium-D,L-isocitrat-dihydrat
(Molmasse 294,1) ist mit Ergebnissen von ca. 50% zu rechnen. (Es wird
enzymatisch nur die D-Form gemessen.)

4. Empfindlichkeit und Nachweisgrenze

Die geringste Extinktionsdifferenz, die das Verfahren unterscheiden kann,
betragt 0,005 Extinktionseinheiten. Das entspricht bei einem maximal
einzusetzenden Probevolumen v = 2,000 ml und bei der Messung bei
340 nm einer D-Isocitronensaure-Konzentration von 0,25 mg/I Probelésung
(bei v= 10,100 ml entsprechend 5 mg/l Probelésung).

Die Nachweisgrenze von 1 mg/I ergibt sich aus der Extinktionsdifferenz von
0,020 (gemessen bei 340 nm) und dem maximalen Probevolumen v = 2,000 ml.

5. Linearitit

Linearitat der Bestimmung ist gegeben von 2 g D-Isocitronensdure/Ansatz
(1 mg D-Isocitronenséure/l Probeldsung; Probevolumen v = 2,000 ml) bis
100 ng D-Isocitronenséure/Ansatz (1 g D-Isocitronensdure/l Probeldsung;
Probevolumen v = 0,100 ml).

6. Prézision

Bei einer Doppelbestimmung, ausgehend von einer Probeldsung, ist mit
Unterschieden bei den Extinktionsdifferenzen von 0,005 bis 0,010 Extinktions-
einheiten zu rechnen. Das entspricht bei einem Probevolumen v = 0,100 ml
und Messung bei 340 nm einer Konzentration von ca. 5-10 mg/I. (Ist bei der
Vorbereitung der Probe eine Verdlinnung vorgenommen worden, ist mit dem
Verdiinnungsfaktor F zu multiplizieren. Bei einer Einwaage von 1 g Probe/
100 ml = 10 g/I sind die zu erwartenden Unterschiede ca. 0,05-0,1 g/100 g.)

In der Literatur sind folgende Daten veréffentlicht:

x = 40 mg/l Orangensaft VK=6 % (Lit. 1.1)
x= 33 pg/Test VK=10,70 % n=16

x= 67 pg/Test VK =10,58 % n=16

x = 133 pg/Test VK =10,69 % n=16 (Lit. 1.2)
Fruchtsaft:

r =2,5mg/l s =2 0,8944 mg/l

R= 4,4 mg/I SR) = + 1,5665 mg/| (Lit. 2.4)

7. Stdérungen

Eisen-lonen in grosseren Konzentrationen (> 0,8 pg/Ansatz) stéren den
Test durch Tribungsbildung. Bei ihrer Anwesenheit Probelésung in den
alkalischen Bereich bringen (pH > 8,0) und ca. 5 min stehen lassen. Lésung
filtrieren und ggf. auf pH 7,0-75 einstellen.

Sulfit-lonen in héheren Konzentrationen (> 30 j.g/Ansatz) verursachen eine
leichte Schleichreaktion durch Abbau von NADPH. Durch Extrapolation der
Extinktion (E,) auf den Zeitpunkt der Zugabe von Lésung 3 (ICDH) zum Test
kann der richtige Extinktionswert ermittelt werden.
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8. Erkennen von Stérungen

8.1 Ist die Umsetzung von D-lIsocitronensdure nach der unter
“Bestimmungsansatz* angegebenen Zeit beendet, so kann im allgemeinen
auf einen stérungsfreien Ablauf geschlossen werden.

8.2 Nach Ablauf der Reaktion kann durch Zugabe von D/L-Isocitrat
(qualitativ oder quantitativ) die Reaktion wieder gestartet werden: Die
erneute Anderung der Extinktion nach Zugabe des Standardmaterials ist
ein Beweis flr den stérungsfreien Ablauf der Bestimmung.

8.3 Grobe Fehler beim Testansatz und Stérungen der Bestimmung durch
Inhaltsstoffe der Probe konnen 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 (zB. 1 g und 2 g) in 100 ml-Messkolben empfohlen. Bei glei-
chen Probevolumina fiir die Testansatze muss Proportionalitdt zwischen
Extinktionsdifferenz und Einwaage gegeben sein.

8.4 Storungen der Bestimmung durch Inhaltsstoffe der Probe konnen
weiterhin durch Mitfihren 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 D-lsocitronensdure sind keine
gefahrlichen Stoffe oder Zubereitungen im Sinne der Gefahrstoff-
verordnung, des Chemikaliengesetzes oder der EG-Richtlinie 67/548/EWG
und deren Anderungs- und Anpassungsrichtlinien. Die beim Umgang mit
Chemikalien ublichen Vorsichtsmassnahmen sollten jedoch beachtet
werden.

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

10. Aligemeine Hinweise zur Vorbereitung der Proben

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

triibe Losungen filtrieren;

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

saure Proben die unverdiinnt zum Test eingesetzt werden, durch Zugabe
von Kalilauge oder Natronlauge auf ca. pH 7-7,5 einstellen;

saure und schwach gefarbte Proben mit Kalilauge oder Natronlauge auf
pH 7-75 einstellen und ca. 30 min stehen lassen;

“starker gefiarbte“ Proben (ggf. auf pH 7-75 eingestellt) gegen Probeleer-
wert (= Puffer bzw. bidest. Wasser + Probe) messen (Photometer mit Probe-
leerwert im Strahlengang auf 0,000 stellen);

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

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

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

11. Anwendungsbeispiele

Bestimmung von D-Isocitronenséure in gefarbten Séften

25 ml filtrierte Probelésung mit Natronlauge (2 M) auf pH 70-75 bringen
und mit bidest. Wasser auf 50 ml verdiinnen (Messkolben). Lésung ca.10
min bei 20-25°C stehen lassen. Verdiinnte Probelésung mit 0,5 g Poly-vinyl-
polypyrrolidon (PVPP) oder Bentonit versetzen, 1 min lang riihren und filtrie-
ren. Klare, gegebenenfalls leicht gefarbte Losung zum Test einsetzen.

Stark saure Probeldsungen, die unverdiinnt zum Test eingesetzt werden,
mussen vorher neutralisiert werden.



12. Bestimmung von Gesamt-D-Isocitronenséure

(Freie D-Isocitronensdure + gebundene D-Isocitronensdure, wie Ester und
Lactone)

25 ml Probel6sung in einem Erlenmeyerkolben mit Natronlauge (2 M) auf pH
10-11 bringen, bei Anwesenheit von reduzierenden Substanzen gegebenen-
falls 0,01 ml Wasserstoffperoxid (30%, w/v) hinzufiigen und 20 min in ein
siedendes Wasserbad stellen. Gelegentlich pH tberpriifen und gegebenen-
falls mit Natronlauge nachstellen. Losung auf 20-25°C abkiihlen und mit
Salzsaure (1 M) auf pH 6,9-7.2 einstellen. Probelésung in 50 ml Messkolben
quantitativ tberfihren und 0,2 g Bentonit hinzufiigen. Etwa 1 min lang
rihren (Magnetriihrer) und mit bidest. Wasser bis zur Marke auffillen.
Mischen und filtrieren. Klare Losung, gegebenenfalls verdiinnen, zum Test
einsetzen.

Die Differenz zwischen Gesamt-D-Isocitronensaure und freier D-Isocitronen-
séure stellt die gebundene D-Isocitronenséure (z.B. Ester oder Lacton) dar.

13. Weitere Hinweise zur Bestimmung von Gesamt-D-Isocit-
ronenséure nach Wallrauch

Die Bestimmung der D-Isocitronensdure und deren Ester in
Buntsiften kann auch geméss der Methode nach Wallrauch und
Greiner vorteilhaft ausgefiihrt werden (s. Lit. 3.3). Fiir zuverlissige
Messungen ist die Anwendung einer geeigneten Aktivkohle-Qualitat
erforderlich.

Reagenzien

Aceton, p. a.

Ammoniak-Losung, 25%, p. a.

Bariumchlorid, BaCl, x 2 H,0, p. a.

Natriumsulfat, p. a.

Aktivkohle

Tris (hydroxymethyl)aminomethan, Tris, Best.-Nr. 127 434*
Ethylendiamintetraacetat, EDTA-Na,H, x 2 H,0

Herstellung der Lésungen

Bariumchlorid-Lésung:

30 g BaCl, x 2 H,0 mit bidest. Wasser I16sen und auf 100 ml auffillen.
Natriumsulfat-Lésung:

71 g Na,SO, mit bidest. Wasser l6sen und auf 1 | auffiillen.
Tris-Pufferlésung, pH 7,0:

2,42 g Tris und 35 mg EDTA mit 80 ml bidest. Wasser I6sen, mit Salzsdure
(1 M) auf pH 70 einstellen und mit bidest. Wasser auf 100 ml auffullen.

Durchfiihrung der Bestimmung (Fallungsmethode, s. Lit. 2.4 und 3.3)

Im 100 ml-Zentrifugenglas 10 ml Probel6sung, ggf. nach Neutralisation
(s. Pkt. 2), mit 5 ml Natronlauge (4 M) 10 min lang stehenlassen. Anschlies-
send nacheinander 5 ml Salzsdure (4 M), 2 ml Ammoniak-Lésung (25%),
3 ml BaCl,-Lésung und 20 ml Aceton zugeben. Griindlich durchmischen
und 10 min stehenlassen. Mischung 5 min zentrifugieren.

Uberstehende Flissigkeit vorsichtig dekantieren, 20 ml Na,SO,-Lésung zum
Niederschlag geben und Niederschlag im Zentrifugenglas mit einem
Glasstab verriihren. Im siedenden Wasserbad 10 min lang unter haufigem
Riihren erhitzen. Nach Abkiihlen Inhalt des Zentrifugenglases quantitativ in
einen 50 ml-Messkolben Uberspiilen und mit Tris-Pufferlésung bis zur
Marke auffiillen. Inhalt des Messkolbens in einen Erlenmeyerkolben, in den
vorher 1 g Aktivkohle eingewégt wurde, fiillen, mischen, 5 min stehenlassen
und filtrieren. Farblose, klare Losung mit v = 1,000 ml zum Test einsetzen.

Geandertes Probevolumen v in der Berechnungsformel entsprechend
berlcksichtigen.
14. Weitere Anwendungsmadglichkeiten

Die Methode ist auch in der Forschung bei der Analytik von biologischen
Proben anwendbar. Zu Probenahme, Behandlung und Stabilitat der Probe s.
Literatur 1.1 und 1.2.
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D-Isocitronensaure-lIestkontroll-Losung

Die Testkontroll-Losung dient zur Kontrolle fiir die enzymatische Bestim-
mung von D-Isocitronenséure in Lebensmitteln und anderen Probematerial-
ien.

Reagenzien

D,L-Isocitronenséure, tri-Natrium-Salz, di-Hydrat, p.A.

Herstellung der Testkontroll-Lésung

30 mg D,L-tri-Natrium-Isocitrat-di-Hydrat auf 0,1 mg genau einwagen und

im Messkolben mit bidest. Wasser auf 20 ml auffiillen und grindlich mi-
schen (entspricht ca. 0,5 g D-Isocitronenséaure/I).

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

Anwendung:

1. Zusatz der D,L-Isocitronenséure-Testkontroll-Losung zum Testansatz:

Die Testkontroll-Lésung wird anstelle der Probelésung zur Bestimmung
eingesetzt. (Bei Berechnung der Isocitronensdure-Konzentration der
Testkontroll-Ldsung ist zu berlcksichtigen, dass bei der enzymatischen
Bestimmung nur die D-Form gemessen wird.)

Die Messung der Testkontroll-Lésung 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. 15 min) wird die Extinktion E3 gemessen. Aus der Differenz
(E5 - E5) wird nach der allgemeinen Berechnungsformel die Konzentration
berechnet. Hierbei ist das gednderte Gesamtvolumen zu beriicksichtigen.
Wegen der Verdiinnung des Testansatzes durch die Zugabe der Testkon-
troll-Lésung weicht das Ergebnis geringfiigig von dem Ergebnis ab, das
gemadss Pkt. 1 ermittelt wurde.

Ebenfalls verfiigbar:

Test-Combination Citronensaure,
Best.-Nr. 10 139 076 035

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

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-L6sung als interner Standard verwendet werden:

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

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% AEProbe + Standard ~ AEProbe
AEStandard

4. Wiederfindungsversuch mit Originalproben:

Zur Absicherung der Messung einschliesslich Vorbereitung der Proben kén-
nen Wiederfindungsversuche durchgefiihrt werden. Hierfiir wird entweder
die oben genannte Testkontroll-Ldsung verwendet oder aber eine Testkon-
troll-Lésung mit einer geeigneten Konzentration.

Die Originalprobe wird mit und ohne Zusatz von D-Isocitronensdure gemessen,

wobei der Zusatz an D-Isocitronenséure entsprechen soll

« derin der Originalprobe erwarteten D-Isocitronensédure-Menge, oder

« der Menge, die z.B. geméss Standards oder sonstiger Regelungen in der
Originalprobe enthalten sein soll.

Wiederfindung = x 100 [%]



