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UV-Methode fiir ca. 32 Ansatze Nur fir den Laborgebrauch

Lagern bei +2°C bis +8°C

Die Methode ist enthalten im deutschen, schweizerischen und spanischen Lebensmittelrecht. Empfohlen z.B. von IFU, AIJN. Standardisiert von
DIN, EN, NF, NEN, GOST.

Prinzip

D-Isocitrat + NADP* ICDH — 2-Oxoglutarat + CO2 + NADPH + H*
D-Isocitronensaureester + H20 pH 9-10 —— D-Isocitrat + Alkohol
D-Isocitronenséaurelacton + H20 pH 9-10 — D-Isocitrat

Ref.: Beutler, H.-O. (1985) in Methods of Enzymatic Analysis (Bergmeyer, H.U., ed.) 3rd ed., vol VII, pp. 13-19, Verlag Chemie, Weinheim, Deerfield Beach/Florida,
Basel

Durchfiihrung der Bestimmung

Wellenlange: 340 nm (NADPH)
£=6,31xmmol-1 xcm-1

Schichtdicke : 1,00 cm (Glas oder Plastikklvette)

Temperatur: +20 bis +25 °C

Testvolumen: 3,050 ml

Messung: gegen Luft oder Wasser

Probelésung: 2 bis 100 pg D-Isocitronensaure in 0,100 bis 2,000 ml Probel6sung

Reagenzien

#1 Ca. 33 ml Imidazol-Puffer, pH ca. 7,1 (Stabilitdt s. Packungsetikett). Die Lésung ist gebrauchsfertig.

#2 NADP, Lyophilisat, ca. 50 mg (Stabilitdt s. Packungsetikett). Inhalt der Flasche # 2 mit dem gesamten Inhalt der Flasche # 1 l6sen
(= Losung # 2). Die L6sung ist 1 Monat bei +2 bis +8 °C, bzw. 2 Monate bei -15 bis -25 °C stabil.

#3: Ca. 1,8 ml Suspension Isocitrat Dehydrogenase (ICDH, ca. 10 U) in Ammoniumsulfat (Stabilitdt s. Packungsetikett). Die Suspension ist
gebrauchsfertig. Flasche vorsichtig schwenken bevor die Suspension pipettiert wird.

Zusatzlich wird benétigt (nicht im Kit enthalten):
Standard-Lésung D-Isocitronenséaure, 0,5 g/l zur Testkontrolle.

Die Reagenzien zur Bestimmung von D-Isocitronensdure sind nicht gefahrlich. Die allgemeinen Regeln beim Arbeiten in chemischen
Laboratorien sollten jedoch eingehalten werden. Nach Gebrauch kénnen die Reagenzien mit dem Laborabfall entsorgt werden.
Das Verpackungsmaterial kann dem Recycling zugefiihrt werden.

Bestimmungsansatz

Ansatz Ansatz mit Ansatz fiir
In Kiivetten pipettieren: Leerwert Standard’ Probe? Duplikat internem Spuren-
Probe® Standard* Analytik®
Imidazole Puffer mit NADP, Lésung # 2 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml
Probeldsung® - - 0,100 ml 0,200 ml 0,100 ml 2,000 ml
(z.B. 0,05 to 0.5 g D-isocitronensaure/l)
Standard Lésung® - 0,100 ml - - 0,100 ml -
(z.B. 0.5 g D-Isocitronensaure/l)
Bidest. Wasser 2,000 ml 1,900 ml 1,900 ml 1,800 ml 1,800 ml -
Mischen’, nach ca. 3 min Extinktionen (E1) messen. Zugeben:
ICDH, Suspension # 3 0,050 ml 0,050 ml 0,050 ml 0,050 ml 0,050 ml 0,050 ml

Mischen’, nach Ablauf der Reaktion (ca. 10 min) Extinktionen (E2) messen. Extinktionsmessungen nach weiteren 2 min wiederholen®.

Hinweise

1 Das Mitfiihren eines "Standards" dient ausschliesslich zur Erkennung von
Unregelmassigkeiten in der Analyse. Die Messung des Standards wird
nicht bendtigt zur Berechnung von Ergebnissen.

2 Dieser Ansatz zusammen mit dem Leerwert ist eine "Einzelbestimmung".

3 Im Fall einer "Doppelbestimmung” werden 2 Ansatze mit verschiedenen
Probevolumina ausgefiihrt. Die gemessenen Extinktionsdifferenzen
mussen den eingesetzten Probevolumina proportional sein. Ergebnisse
mit den entsprechenden Probevolumina v berechnen.

4 Wiederfindung = [(AEProbe+standard - AEProbe) / AEstandard] X 100 [%]

5 In der Spurenanalytik wird empfohlen, das Probevolumen bis zu 1,000 ml
(0,001 bis 0,05 g D-Isocitronensaure/l) zu erhéhen.

R-Biopharm AG, An der neuen Bergstrale 17, 64297 Darmstadt, Germany, www.r-biopharm.com _r—blophorm

6 Vor der Dosierung Enzympipetten, bzw. Spitzen der Kolbenhubpipetten
mit Probe- bzw. Standardlésung mehrfach vorsplilen.

7 z.B. mit einem Plastikspatel, oder durch Umschwenken nach
Verschliessen der Kiivette mit Parafilm® (American Can Co., Greenwich
Ct., USA).

8 Die Reaktion ist beendet, wenn die gemessene Extinktion konstant ist. Ist
dies nicht der Fall, die Ansatze, die die Probeldsung enthalten, weiter in
Abstédnden von 2 min messen, bis die Extinktionszunahme konstant ist.
Extinktionen auf die Zeit der Zugabe von ICDH (Suspension # 3)
extrapolieren.

r
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Berechnung

AE = (E2 - E1)Probe,bzw.Standard - (E2 - E1)Leerwert
c=(VxMW x AE)/ (¢ xd x v x 1000) [g D-Isocitronensaure/l Probeldsung]
¢ =(3,050 x 192,1 x AE) / (6,3 x 1,00 x 0,100 x 1000) = 0,9300 x AE [g/l D-Isocitronenséure in der Probelésung]

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

Bei der Analyse von Proben, die fir die Analyse eingewagt werden, wird das Ergebnis auf die Einwaage bezogen:

Cb-Isocitronenszure [g/| Probelésung] x 100 [g/100 g]

Gehaltp-Isocitronensaure =
Einwaageprobe [in g/l Probeldsung]

Proben Vorbereitung

1. Klare, farblose, annédhernd neutrale flissige Proben ggf. verdiinnen, um eine Probelésung mit 0,05 bis 0,5 g D-Isocitronenséure/l zu
erhalten.

2. Tribe Lésungen filtrieren oder zentrifugieren, ggf. verdiinnen (s. Pkt. 1).

3. Kohlensaurehaltige Proben, z.B. durch Filtration entgasen, oder NaHCO3 zugeben, bis die Lésung schwach alkalisch ist. Ggf. verdiinnen (s.
Pkt. 1).

4. Saure (insbesonders leicht geféarbte) Losungen mit KOH oder NaOH auf pH 7 bis 7,5 einstellen, einige Minuten inkubieren, oder im Fall von
farblosen Proben ohne pH-Einstellung verdiinnen (s. Pkt. 1).

5. "Gefarbte Proben" (auf pH 8 eingestellt) gegen Probe-Leerwert messen.

6. "Stark gefarbte Losungen", die unverdinnt gemessen werden, mit PVPP oder Bentonit, z.B. 1 g/100 ml, behandeln, mischen, einige
Minuten inkubieren, filtrieren.

7. Feste Proben zerkleinern (Korngrésse < 0,3 mm), bzw. halbfeste (pastdse) Proben homogenisieren, mit Wasser extrahieren, oder in
Wasser I8sen, filtrieren und ggf. verdlnnen (s. Pkt. 1).

8. Fetthaltige Proben mit heissem Wasser (Temperatur Gber dem Schmelzpunkt des Fettes), z. B. in einem 100 ml-Messkolben extrahieren.
Auf +20 °C bringen, Messkolben bis zur Marke fiillen. 15 min in Eis, bzw. 30 min in Klhlschrank stellen, filtrieren.

9. Vorbereitung der Probe nach Wallrauch: 10 ml neutralisierten Fruchtsaft mit 5 ml NaOH (4 M) 10 min inkubieren. 5 ml HCI (4 M), 2 ml
Ammoniak (25 %), 3 ml BaClz2 (30 g/100 ml), 20 ml Aceton nacheinander zugeben. Mischen und 10 min inkubieren. 5 min zentrifugieren.
Uberstand abgiessen, 20 ml Na2SO4 (71 g/l) zugeben, Niederschlag mit einem Glasstab suspendieren, in siedendem Wasserbad 10 min
unter Rahren erhitzen. Auf +20 to +25 °C bringen, in einen 50 ml-Messkolben Uberfiihren, bis zur Marke aufflllen mit Tris-Lésung
(2,42 g/100 ml, mit HCI (1 M) auf pH 7,0 eingestellt; enthélt 35 mg EDTA). In Erlenmeyer-Kolben, der 1 g Aktivkohle enthalt, tberfihren,
mischen, 5 min inkubieren, filtrieren. 1,000 ml Filtrat zum Test einsetzen.

Test Eigenschaften

1. Spezifisch fur D-Isocitronensaure. Bei der Analyse von handelsublichem Trinatrium-D,L-isocitrat-dihydrat (MG = 294,1) sind
Ergebnisse von ca. 50 % zu erwarten (nur D-Isocitrat reagiert).

2. Empfindlichkeit: 0,25 mg/l (AE = 0,005; v = 1,000 ml; V = 3,050 ml)

3. Nachweisgrenze: 1 mg/l (AE = 0,020; v = 2,000 ml; V = 3,050 ml)

4. Linearitat: 2 pg/Ansatz (v =2,000 ml; V = 3,050 ml)
bis 100 pg/Ansatz (v = 0,100 ml; V = 3,050 ml)

5. Prazision: AE = +/- 0,005 bis 0,010 Extinktionseinheiten

VK =ca. 1 bis 2 %
Fruchtsaft: r=2,5mgl/l s(r) = +/- 0,8944 mg/|
R=4,4mg/l s(R)=+/-1,5665 mg/l

6. Storungen: Sulfit (> 30 pg/Ansatz) verursacht eine leichte Schleichreaktion durch Abbau von NADPH. Extinktionen E2 auf den
Zeitpunkt der Zugabe von ICDH (Suspension # 3) extrapolieren.

7. Technischer Hinweis. In der Fruchtsaft-Analytik wird meist die Probevorbereitung nach Wallrauch durchgefuhrt.
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