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

Best. Nr. 10 148 270 035
Test-Combination für 3 × 11 Bestimmungen Methoden-Empfehlungen und standardisierte Verfahren siehe unter Literatur (2)
Prinzip (Lit. 1)
Glycerin wird in der durch Glycerokinase (GK) katalysierten Reaktion mit
Adenosin-5'-triphosphat (ATP) zu L-Glycerin-3-phosphat phosphoryliert (1).

Mittels Pyruvat-Kinase (PK) wird das entstandene Adenosin-5'-diphosphat
(ADP) durch Phosphoenolpyruvat (PEP) unter Bildung von Pyruvat wieder in
ATP überführt (2).

Pyruvat wird durch reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NADH) in
Gegenwart des Enzyms L-Lactat-Dehydrogenase (L-LDH) zu L-Lactat hydri-
ert, wobei NADH zu NAD oxidiert wird (3).

Die während der Reaktion verbrauchte NADH-Menge ist der Glycerin-
Menge äquivalent. NADH ist Messgrösse und aufgrund seiner Absorption
bei 334, 340 oder 365 nm zu bestimmen.
Die Test-Combination enthält
1. Drei Flaschen 1 mit je ca. 2,0 g Coenzym/Puffergemisch, zusammen-

gesetzt aus: 
Glycylglycin-Puffer, pH ca. 7,4; NADH, ca. 7 mg; ATP, ca. 22 mg; PEP-CHA,
ca. 11 mg; Magnesiumsulfat

2. Flasche 2 mit ca. 0,4 ml Suspension, zusammengesetzt aus:
Pyruvat-Kinase, ca. 240 U; L-Lactat-Dehydrogenase, ca. 220 U

3. Flasche 3 mit ca. 0,4 ml Suspension Glycerokinase, ca. 34 U
4. Flasche 4 mit Glycerin-Testkontroll-Lösung zur Testkontrolle (Die

Messung der Testkontroll-Lösung ist nicht erforderlich zur Berechnung
von Ergebnissen.). Testkontroll-Lösung unverdünnt verwenden. (Ver-
wendbar bis: s. Packungsetikett).

Herstellung der Lösungen für 10 Bestimmungen
1. Inhalt einer Flasche 1 mit 11 ml bidest. Wasser lösen. Lösung vor

Verwendung etwa 10 min bei 20-25°C stehenlassen.
2. Inhalt der Flasche 2 unverdünnt verwenden.
3. Inhalt der Flasche 3 unverdünnt verwenden.
Stabilität der Reagenzien
Der Inhalt der Flaschen 1 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).

Lösung 1 ist bei 2-8°C 4 Tage haltbar.
Vor Gebrauch Lösung 1 auf 20-25°C bringen.

Der Inhalt der Flaschen 2 und 3 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).
Bestimmungsansatz
Wellenlänge1: 340 nm, Hg 365 nm oder Hg 334 nm
Glasküvette2: 1,00 cm Schichtdicke
Temperatur: 20-25°C
Testvolumen: 3,020 ml
Messung gegen Luft (im Strahlengang keine Küvette) oder gegen Wasser
Probelösung: 1-40 μg Glycerin/Testansatz3 (in 0,100-2,000 ml Probevolu-

men)

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

2 Anstelle von Glasküvetten sind ggf. auch handelsübliche Einwegküvetten geeignet.
3 Siehe Hinweise zur Testdurchführung 
4 Der Stillstand der Vorreaktion ist abzuwarten (es werden ADP in ATP und Pyruvat

in PEP umgesetzt), da sonst zu hohe Ergebnisse erhalten werden.

(1) Glycerin + ATP
GK

L-Glycerin-3-phosphat + ADP

(2) ADP + PEP
PK

ATP + Pyruvat

(3) Pyruvat + NADH + H+ L-LDH
L-Lactat + NAD+
* Vor der Dosierung der Probelösung Enzymtest-Messpipette bzw. Pipettenspitze der Kolben-
hubpipette mit der Probelösung vorspülen.

** Z. B. mit Rührspatel oder durch Umschwenken nach Verschliessen z.B. mit Parafilm
(Warenzeichen der American Can Company, Greenwich, Ct., USA)

Wurden bei E2 konstante Extinktionsabnahmen festgestellt, werden die
Extinktionen auf die Zeit der Zugabe von Suspension 3 (GK) extrapoliert.
Für Leerwert und Probe Extinktionsdifferenzen (E1-E2) bilden. Extinktions-
differenz des Leerwertes von Extinktionsdifferenz der Probe abziehen.

�E = (E1 - E2)Probe - (E1 - E2)Leerwert

Die gemessene Extinktionsdifferenz sollte zur Erzielung eines ausreichend
präzisen Ergebnisses in der Regel mindestens 0,100 Extinktionseinheiten
betragen (s. “Hinweise zur Testdurchführung” und “Empfindlichkeit und
Nachweisgrenze”, Pkt. 4).
Ist die Extinktionsdifferenz der Probe (�EProbe) grösser als 1,000 (gemessen
bei 340, bzw. Hg 334 nm) bzw. 0,500 (gemessen bei Hg 365 nm), so ist die
Konzentration von Glycerin in der Probelösung zu hoch. Die Probelösung ist
dann gemäss Verdünnungstabelle zu verdünnen.
Berechnung
Nach der allgemeinen Berechnungsformel für die Bestimmung der
Konzentration gilt:

V = Testvolumen [ml]
v = Probevolumen [ml]
MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz [g/mol]
d = Schichtdicke [cm]
ε = Extinktionskoeffizient von NADH bei:

340 nm = 6,3 [l × mmol-1 × cm-1]
Hg 365 nm = 3,4 [l × mmol-1 × cm-1]
Hg 334 nm = 6,18 [l × mmol-1 × cm-1]

Hieraus ergibt sich für Glycerin:

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

In Küvetten pipettieren Leerwert Probe

Lösung 1
Probelösung*
bidest. Wasser
Suspension 2

1,000 ml
-

2,000 ml
0,010 ml

1,000 ml
0,100 ml
1,900 ml
0,010 ml

mischen,** nach Stillstand der Vorreaktion4 (ca. 5-7 min) Extinktionen
der Lösungen messen (E1). Reaktion starten durch Zugabe von

Suspension 3 0,010 ml 0,010 ml

mischen,** Stillstand der Reaktion abwarten (ca. 5-10 min) und Extinktionen
von Leerwert und Probe unmittelbar nacheinander messen (E2). 
Falls die Reaktion nach 15 min nicht zum Stillstand gekommen ist, Extink-
tionen weiter in 2 min-Abständen messen, bis eine konstante Extinktionsab-
nahme pro 2 min erreicht ist.

c = 
V × MG

× �E [g/l]
ε × d × v × 1000

c  = 
3,020 × 92,1

× �E =
2,781

× �E [g Glycerin/l Probe-
lösung]ε × 1,00 × 0,100 × 1000 ε 
0817.11095994001➅



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

1. Hinweise zur Testdurchführung
Im Testansatz muss die Glycerinmenge zwischen 1 �g und 40 �g betragen.
Zur Erzielung einer ausreichend hohen Extinktionsdifferenz ist die Probe-
lösung soweit zu verdünnen, dass die Glycerinkonzentration zwischen 0,04
und 0,4 g/l liegt.

Verdünnungstabelle

Ist die gemessene Extinktionsdifferenz (�E) zu klein (z. B. � 0,100), so ist die
Probelösung erneut herzustellen (höhere Einwaage oder weniger starke
Verdünnung), oder das in die Küvette zu pipettierende Probevolumen (v) ist
bis auf 2,000 ml zu erhöhen. In diesem Fall ist das Volumen der hinzuzufü-
genden Wassermenge entsprechend zu verringern, so dass in den Ansätzen
für die Probe und Leerwert das gleiche Testvolumen vorliegt. Das geänderte
Probevolumen v ist in der Berechnungsformel entsprechend zu berücksich-
tigen.

2. Technische Hinweise
Es ist unbedingt erforderlich, nach Zugabe von Suspension 2 (PK/L-LDH)
den Ablauf der Vorreaktion abzuwarten.

3. Spezifität der Bestimmung (Lit. 1)
Die Bestimmung ist spezifisch für Glycerin. Dihydroxyaceton wird unter den
angegebenen Bedingungen nicht umgesetzt.
Bei der Analyse der Reinsubstanz Glycerin sind Ergebnisse von ca. 100%
bezogen auf die wasserfreie Substanz zu erwarten.

4. Empfindlichkeit und Nachweisgrenze 
Die geringste Extinktionsdifferenz, die das Verfahren unterscheiden kann,
beträgt 0,005 Extinktionseinheiten. Das entspricht bei einem maximal
einzusetzenden Probevolumen v = 2,000 ml und Messung bei 340 nm einer
Konzentration an Glycerin von 0,1 mg/l (bei v = 0,100 ml entsprechend
2 mg/l Probelösung).
Die Nachweisgrenze von 0,4 mg/l ergibt sich aus der Extinktionsdifferenz
von 0,020 (gemessen bei 340 nm) und dem maximalen Probevolumen v =
2,000 ml.

5. Linearität
Linearität der Bestimmung ist gegeben von ca. 1 �g Glycerin/Ansatz (0,4 mg
Glycerin/l Probelösung; Probevolumen v = 2,000 ml) bis 40 �g Glycerin/
Ansatz (0,4 g Glycerin/l Probelösung; Probevolumen v = 0,100 ml).

6. Präzision
Bei einer Doppelbestimmung, ausgehend von einer Probelösung, ist mit
Unterschieden bei den Extinktionsdifferenzen von 0,005 bis 0,010
Extinktionseinheiten zu rechnen. Das entspricht bei einem Probevolumen
v = 0,100 ml und Messung bei 340 nm einer Konzentration von ca. 2-5 mg/l.
(Ist bei der Vorbereitung der Probe eine Verdünnung vorgenommen worden,
ist mit dem Verdünnungsfaktor F zu multiplizieren. Bei einer Einwaage von
1 g Probe/100 ml = 10 g/l sind die zu erwartenden Unterschiede ca. 0,02-
0,05 g/100 g.)
In der Literatur sind folgende Daten veröffentlicht:
VK = 2,5 % in Serie Serum
VK = 2,59 % von Tag zu Tag Serum (Lit. 1.2)
Pastillen m = 1,482 g/100 g r = 0,0393 g/100/g R = 0,1484 g/100 g
Standard m = 0,206 g/l r = 0,0047 g/l R = 0,0115 g/l
Traubensaft:
weiss m = 0,613 g/l r = 0,0138 g/l R = 0,0337 g/l
rot m = 0,907 g/l r = 0,0251 g/l R = 0,0511 g/l
Wein:
weiss m = 6,050 g/l r = 0,1154 g/l R = 0,5002 g/l
rot m = 16,57 g/l r = 0,3166 g/l R = 1,1240 g/l

(Lit. 3.8)

GehaltGlycerin  = 
cGlycerin [g/l Probelösung]

× 100 [g/100 g]EinwaageProbe in g/l Probelösung

Geschätzte Menge an 
Glycerin im Liter

Verdünnung
mit Wasser

Verdünnungs-
faktor F

� 0,4 g
0,4-4,0 g
4,0-40 g
� 40 g

-
1 + 9
1 + 99
1 + 999

1
10

100
1000
2

7. Störungen
Die langsame Hydrolyse von ATP und Phosphoenolpyruvat, sowie die Luft-
oxidation von NADH führen zu einer geringfügigen Schleichreaktion, die
durch Extrapolation rechnerisch berücksichtigt werden kann. Eine Extra-
polation ist nicht unbedingt erforderlich, wenn die Extinktionen von Leerwert
und Probe unmittelbar nacheinander gemessen werden.

8. Erkennen von Störungen
8.1 Ist die Umsetzung von Glycerin nach der unter “Bestimmungsansatz“

angegebenen Zeit beendet, so kann im allgemeinen auf einen störungs-
freien Ablauf geschlossen werden.

8.2 Nach Ablauf der Reaktion kann durch Zugabe von Glycerin (qualitativ
oder quantitativ) die Reaktion wieder gestartet werden: Die erneute
Änderung der Extinktion nach Zugabe des Standardmaterials ist ein
Beweis für den störungsfreien Ablauf der Bestimmung.

8.3 Grobe Fehler beim Testansatz und Störungen der Bestimmung durch
Inhaltsstoffe der Probe können auch erkannt werden, wenn aus einer
Probelösung eine Doppelbestimmung mit verschiedenen Probevolumina
(z.B. 0,100 ml und 0,200 ml) ausgeführt wird: Die gemessenen
Extinktionsdifferenzen müssen den eingesetzten Probevolumina
proportional sein. 
Bei der Analytik fester Proben wird die Einwägung verschiedener Men-
gen (z.B. 1 g und 2 g) in 100 ml-Messkolben empfohlen. Bei gleichen
Probevolumina für die Testansätze muss Proportionalität zwischen
Extinktionsdifferenz und Einwaage gegeben sein.

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

8.5 Verluste während der Vorbereitung der Probe können 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. Gefährlichkeit der Reagenzien
Die Reagenzien zur Bestimmung von Glycerin enthalten gefährliche Stoffe
oder Zubereitungen im Sinne der Gefahrstoffverordnung, des Chemikalien-
gesetzes oder der EG-Richtlinien 67/548 und 99/45  und deren Änderungs-
und Anpassungsrichtlinien. Weitere Informationen finden Sie in den Sicher-
heitsdatenblättern und auf dem Etikett der betroffenen Flaschen.

10. Allgemeine Hinweise zur Vorbereitung der Proben
Flüssige, klare, farblose und annähernd neutrale Proben direkt, nach
Verdünnen gemäss Verdünnungstabelle oder mit einem Probevolumen bis
2,000 ml zum Test einsetzen;
trübe Lösungen filtrieren;
Kohlensäure-haltige Proben (z.B. durch Filtration) entgasen;
saure Proben mit Kalilauge oder Natronlauge auf ca. pH 8 einstellen;
saure und schwach gefärbte Proben mit Kalilauge, Natronlauge oder
durch Zugabe von Natriumbicarbonat auf ca. pH 8 einstellen und ca. 15 min
stehen lassen;
stark gefärbte Proben, die unverdünnt oder mit einem höheren 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. lösen, wenn nötig filtrieren; ggf. Trübstoffe und Farbstoffe
mit Carrez-Reagenzien (s.u.) entfernen;
Protein-haltige Proben mit Carrez-Reagenzien (s.u.) klären;
Fett-haltige Proben mit heissem Wasser extrahieren (Extraktionstempera-
tur über dem Schmelzpunkt des jeweiligen Fettes), zur Abscheidung des
Fettes abkühlen lassen, Messkolben bis zur Marke auffüllen, 15 min in Eis-
bad stellen und filtrieren; alternativ nach Extraktion mit heissem Wasser mit
Carrez-Reagenzien klären.
Carrez-Klärung:
Geeignete Probemenge in einen 100 ml-Messkolben genau einwägen, ca.
60 ml bidest. Wasser hinzufügen. Flüssige Probe in einem 100 ml-Messkol-
ben, der ca. 60 ml bidest. Wasser enthält, pipettieren. Anschliessend 5 ml
Carrez-I-Lösung (Kaliumhexacyanoferrat(II) (Ferrocyanid) 85 mM = 3,60 g
K4[Fe(CN)6] × 3 H2O/100 ml) und 5 ml Carrez-II-Lösung (Zinksulfat,
250 mM = 7,20 g ZnSO4 × 7 H2O/100 ml) sorgfältig dosieren. Mit Natron-
lauge (0,1 M; z.B. 10 ml) pH 7,5-8,5 einstellen. Nach jeder Zugabe mischen,
Messkolben mit Wasser bis zur Marke auffüllen, mischen und filtrieren.



11. Anwendungsbeispiele
Bestimmung von Glycerin in Fruchtsäften 
Die Probe ist soweit zu verdünnen, dass die Glycerinkonzentration unter
0,4 g/l liegt (siehe Verdünnungstabelle).
Trübe Säfte filtrieren. Klare Lösung zum Test einsetzen, auch wenn diese
leicht gefärbt ist.
Bei stark gefärbten Säften (z. B. Sauerkirschsaft, rotem Traubensaft) ist die
Probe wie folgt zu entfärben:
10 ml Saft mit etwa 0,1 g Polyamidpulver oder Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP)
versetzen, etwa 1 min rühren und anschliessend filtrieren. Klare, auch leicht
gefärbte Lösung zum Test einsetzen.
Bestimmung von Glycerin in Wein
Die Probe wird je nach dem zu erwartenden Glyceringehalt (gemäss
Verdünnungstabelle) verdünnt.
Auch Rotwein kann im allgemeinen ohne Entfärbung analysiert werden.
Bestimmung von Glycerin in Bier
Etwa 5-10 ml Bier zur Entfernung der Kohlensäure durch Faltenfilter filtrieren
oder etwa 1 min mit einem Rührstab rühren; die weitgehend CO2-freie
Bierprobe gemäss Verdünnungstabelle verdünnen und zum Test einsetzen.
Bestimmung von Glycerin in Marzipan
Etwa 1 g Marzipan (Schokoladen-Kuvertüre gegebenenfalls  entfernen) in
ein Porzellanschälchen mit etwa 2 g Seesand genau einwägen, gründlich
verreiben, mit 50 ml Wasser vermischen und 20 min bei ca. 60°C halten.
Überstehende Lösung in 100 ml-Messkolben giessen. Rückstand (Seesand)
2 mal mit je 10 ml Wasser waschen und Waschflüssigkeit in den Messkolben
füllen. Lösung im Messkolben auf 20-25°C abkühlen und mit Wasser bis zur
Marke auffüllen. Zur besseren Abscheidung des Fettanteils 15 min in den
Kühlschrank stellen. Lösung filtrieren, gegebenenfalls bei 3000 U/min
zentrifugieren. Weitgehend klare Lösung zum Test einsetzen, gegebenenfalls
verdünnen (s. Verdünnungstabelle).
Bestimmung von Glycerin in Tabak-Erzeugnissen
Probe gründlich mischen und zerkleinern (Korngrösse max. 0,2 mm). Ca. 1 g
in einen 100 ml-Messkolben genau einwägen. Nach Zugabe von ca. 70 ml
Wasser etwa 1 h bei 20-25°C kräftig rühren (Magnet-Rührer). Mit Wasser bis
zur Marke auffüllen, mischen und filtrieren.
25 ml Filtrat in einen 50 ml-Messkolben pipettieren, anschliessend der Reihe
nach zugeben und nach jeder Zugabe mischen: 5 ml Carrez-I-Lösung
(3,60 g K4[Fe(CN)6] × 3 H2O/100 ml), 5 ml Carrez-II-Lösung (7,20 g ZnSO4 ×
7 H2O/100 ml) und 10 ml NaOH (0,1 M). Mit Wasser bis zur Marke auffüllen,
mischen und filtrieren. Filtrat zur Bestimmung einsetzen (0,100-0,500 ml).

12. Weitere Anwendungsmöglichkeiten
Die Methode ist auch anwendbar bei der Untersuchung von Papier (Lit.2.1),
Kosmetika (Lit. 4.1), Pharmaka (Lit. 4.5, 4.6) und in der Forschung bei der
Analytik biologischer Proben; zu Probenahme, Behandlung und Stabilität der
Probe s. Lit.1.2. 
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12.1. Bestimmung von Glycerin in Kosmetika
Bestimmung von Glycerin in Gesichtswasser (Skin Tonic)
Die Probe soweit verdünnen, dass die Glycerin-Konzentration unter 0,4 g/l
liegt. Unverdünnte oder verdünnte Probe zum Test einsetzen.
Bestimmung von Glycerin in Rasierwasser (Pre Shave, After Shave)
Ist das Rasierwasser mit Wasser mischbar, ohne dass eine Trübung auftritt,
so ist wie bei “Gesichtswasser” zu verfahren. Tritt nach Verdünnen des Ra-
sierwassers mit Wasser eine Trübung auf, so ist diese Trübung mit Polyamid
oder Aktivkohle zu entfernen:
1,0 ml Rasierwasser mit 9,0 ml Wasser versetzen, mischen, 100 mg Polyamid
oder Aktivkohle zugeben, mischen und filtrieren (Verdünnungsfaktor: 10).
Ist die Glycerin-Konzentration im Filtrat geringer als 0,02 g/l, so kann das in
die Küvette zu pipettierende Probevolumen bis zu 2,000 ml erhöht werden.
Die hinzuzufügende Wassermenge ist entsprechend zu reduzieren.
Bestimmung von Glycerin in Hautcreme
Ca. 1g Hautcreme in einen 100 ml-Messkolben genau einwägen, ca. 70 ml
Wasser zugeben und 30 min unter gelegentlichem Umschütteln bei 60°C
stehen lassen bzw. in siedendem Wasserbad mit Magnetrührer kräftig
rühren. Nach Abkühlen auf 20-25°C Messkolben mit Wasser bis zur
Eichmarke auffüllen. Messkolben 15 min in den Kühlschrank oder besser in
ein Eisbad stellen. Lösung filtrieren oder zentrifugieren.
Filtrat oder Überstand gegebenenfalls verdünnen und zum Test einsetzen.
Bestimmung von Glycerin in Zahnpasta
Ca. 1 g Zahnpasta in ein 100 ml-Becherglas genau einwägen, ca. 70 ml
Wasser zugeben und unter Rühren (beheizbarer Magnetrührer) 30 min bei
60°C extrahieren. Suspension in Zentrifugengläser überführen. Nach
Zentrifugation klaren Überstand in 250 ml-Messkolben giessen. Nieder-
schlag mit Wasser in ein Becherglas überspülen und Extraktion ein bis zwei-
mal wiederholen. Messkolben bis zur Marke auffüllen, gegebenenfalls filtri-
eren.
Je nach Glycerin-Konzentration klare Lösung bzw. Filtrat direkt oder nach
Verdünnen mit Wasser zur Bestimmung einsetzen. Ist die Glycerin-
Konzentration in klarer Lösung bzw. Filtrat geringer als 0,02 g/l, so kann das
in die Küvette zu pipettierende Probevolumen bis zu 2,000 ml erhöht werden.
Die hinzuzufügende Wassermenge ist dann entsprechend zu reduzieren.
Alternativ kann auch die Carrez-Klärung zur Vorbereitung der Zahnpasta-
Probe verwendet werden.
Bestimmung von Glycerin in Seife
Ca. 1 g geriebene Seife in ein Becherglas genau einwägen, ca. 50 ml HCl
(0,1 M) zugeben und auf beheizbarem Magnetrührer unter starkem Rühren
bis zum Sieden erhitzen. Wässrige Phase mit Pipette in einen 100 ml-
Messkolben überführen. Extraktion mit ca. 30 ml HCl (0,1 M) wiederholen.
Messkolben auf 20-25°C bringen und mit bidest. Wasser bis zur Marke
auffüllen. Messkolben 15 min in ein Eisbad oder in den Kühlschrank stellen.
Durch ein Faltenfilter filtrieren. Filtrat, je nach erwarteter Glycerin-
Konzentration verdünnt oder unverdünnt zur Bestimmung einsetzen.
Ist die Glycerin-Konzentration geringer als 0,02 g/l, so kann das in die
Küvette zu pipettierende Volumen bis zu 2,000 ml erhöht werden. In diesem
Fall ist das Volumen der hinzuzufügenden Wassermenge entsprechend zu
reduzieren.
12.2 Bestimmung von Glycerin in Fermentationsproben und Zell-

kulturmedien
Analysenprobe, ggf. nach Zentrifugation, zum Abstoppen enzymatischer
Vorgänge 15 min in Wasserbad (80°C) stellen und anschliessend zentrifugieren.
Überstand, ggf. gemäss Verdünnungstabelle verdünnt, zur Bestimmung
einsetzen. (Alternativ kann auch eine Enteiweissung mit Perchlorsäure oder
mittels Carrez-Lösungen erfolgen. Siehe die oben beschriebenen Anwen-
dungsbeispiele.)
Gallertartige Agar-Medien mit Wasser homogenisieren und wie oben be-
schrieben weiterbehandeln.
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Glycerin-Testkontroll-Lösung (Flasche 4)

Konzentration: siehe Flaschenetikett
Glycerin-Testkontroll-Lösung ist eine stabilisierte wässrige Lösung von Gly-
cerin. Sie dient als Testkontroll-Lösung für die enzymatische Bestimmung
von Glycerin in Lebensmitteln und anderen Probematerialien.
Anwendung:
1. Zusatz der Glycerin-Testkontroll-Lösung zum Testansatz:
Die Testkontroll-Lösung wird anstelle der Probelösung zur Bestimmung
eingesetzt.
2. „Quantitativer Nachstart“:
Nach Ablauf der Reaktion mit Probelösung und Messung von E2 werden
0,050 ml der Testkontroll-Lösung zum Probeansatz gegeben. Nach Ablauf
der Reaktion (ca. 15 min) wird die Extinktion E3 gemessen. Aus der Differenz
(E2-E3) wird nach der allgemeinen Berechnungsformel die Konzentration
berechnet. Hierbei ist das geänderte Gesamtvolumen zu berücksichtigen.
Wegen der Verdünnung des Testansatzes durch die Zugabe der Testkon-
troll-Lösung weicht das Ergebnis geringfügig von der Angabe des Flaschen-
etiketts ab.
R-BIOPHARM AG
An der neuen Bergstraße 17
D-64297 Darmstadt
Telefon + 49 61 51 / 81 02-0
Fax + 49 61 51 / 81 02-20
www.r-biopharm.com
3. Interner Standard:
Zur Prüfung auf richtige und störungsfreie Durchführung der Bestimmung
(keine groben Fehler bei Testansatz; Probe ist frei von Hemmsubstanzen)
kann die Testkontroll-Lösung als interner Standard verwendet werden:

Die Wiederfindung des Standards berechnet sich nach:

In Küvetten 
pipettieren

Leerwert Probe Standard Probe +
Standard

Lösung 1
Suspension 2
Probelösung
Testkontroll-Lsg.
bidest. Wasser

1,000 ml
0,010 ml

-
-

2,000 ml

1,000 ml
0,010 ml
0,100 ml

-
1,900 ml

1,000 ml
0,010 ml

-
0,100 ml
1,900 ml

1,000 ml
0,010 ml
0,050 ml
0,050 ml
1,900 ml

mischen, nach ca. 7 min Extinktionen der Lösungen messen (E1). Weiter
verfahren wie im Arbeitsschema bei “Bestimmungsansatz” angegeben. Die
entsprechenden Fussnoten und “Hinweise zur Testdurchführung” sind zu
beachten.

Wiederfindung =
2 × �EProbe + Standard - �EProbe

× 100 [%]�EStandard


