L-Apfelsiure (L-Malat)
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zur Bestimmung von L-Apfelsdure in Lebensmitteln und
anderen Probematerialien,

Best. Nr. 10 139 068 035
Test-Combination fiir 30 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)

L—Apfelséure (L-Malat) wird durch Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD) in
Gegenwart von L-Malat-Dehydrogenase (L-MDH) zu Oxalacetat oxidiert (1).
,+ L-MDH + "

(1) L-Malat+ NAD™ ——— Oxalacetat + NADH™ + H

Das Gleichgewicht dieser Reaktion liegt auf der Seite von L-Malat. Es
wird durch Abfangen des Oxalacetats mit Hilfe der nachgeschalteten Reak-
tion mit dem Enzym Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) in Gegenwart
von L-Glutamat auf die Seite von Oxalacetat und NADH verschoben (2).

GOT
(2) Oxalacetat + L-Glutamat ———=L-Aspartat + 2-Oxoglutarat

Die wahrend der Reaktion gebildete NADH-Menge ist der L-Apfelsaure-
Menge &quivalent. NADH ist Messgrosse und aufgrund seiner Absorption
bei 334, 340 oder 365 nm zu bestimmen.

Die Test-Combination enthélt

1. Flasche 1 mit ca. 30 ml Losung, zusammengesetzt aus:
Glyceylglycin-Puffer, pH ca. 10,0; L-Glutaminsaure, 440 mg

2. Flasche 2 mit ca. 210 mg NAD-Lyophilisat

3. Flasche 3 mit ca. 0,4 ml Glutamat-Oxalacetat-Transaminase-Suspension,
ca. 160U

4. Flasche 4 mit ca. 0,4 ml L-Malat-Dehydrogenase-Losung, ca. 2400 U

5. Flasche 5 mit L-Apfelsdure-Testkontroll-L6sung zur Testkontrolle (Die
Messung der Testkontroll-Lésung ist nicht erforderlich zur Berechnung
von Ergebnissen.) Testkontroll-L6sung unverdiinnt verwenden. (Verwendbar
bis: siehe Packungsetikett).

Herstellung der Losungen

1. Inhalt der Flaschen 1, 3 und 4 unverdiinnt verwenden.
2. Inhalt der Flasche 2 mit 6 ml bidest. Wasser losen.

Stabilitat der Reagenzien

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

Bestimmungsansatz

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

Temperatur: 20-25°C

Testvolumen: 2,220 ml

Messung gegen Luft (im Strahlengang keine Kiivette) gegen Wasser oder
Leerwert® B
0,5-35 ug L-Apfelsaure/Testansatz* (in 0,100-1,000 ml
Probevolumen)

Probeldsung:

In Kiivetten pipettieren Leerwert Probe

Lésung 1 1,000 ml 1,000 ml
Lésung 2 0,200 ml 0,200 ml
Suspension 3 0,010 ml 0,010 ml
Probelésung* - 0,100 ml
bidest. Wasser 1,000 ml 0,900 ml

mischen**, nach ca. 3 min Extinktionen der Lésungen messen (E;), s.
Hinweise unter Pkt. 10. Reaktion starten durch Zugabe von

Fir Leerwert und Probe Extinktionsdifferenzen (E,-E;) berechnen. Extink-
tionsdifferenz 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 Testdurchfihrung” und “Empfindlichkeit und
Nachweisgrenze”, Pkt. 4).

Berechnung

Nach der allgemeinen Berechnungsformel fiir die Bestimmung der
Konzentration gilt:

V x MG
¢ =— XV AE[g/
exdxvx 1000
V  =Testvolumen [ml]
v = Probevolumen [ml]

MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz [g/mol]
d = Schichtdicke [cm]
¢ = Extinktionskoeffizient von NADH bei:
340 nm =63 [I x mmol”! x cm™]
Hg 365 nm =34 [I x mmol! x cm™]
Hg 334 nm = 6,18 [| x mmol™’! x cm™']

Hieraus ergibt sich fiir L-Apfelsaure:

2,220 x 134,09 27T o
“ex100x 0100 x f000 < AF= T X AR [9LApflsaurePrope.

C

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 eingewagt werden, wird das Analysenergebnis auf die Einwaage
bezogen:

C|-Apfelsaure [9/! Probeldsung]

Gehalty_Apeisaure = Einwaagep,qpe in g/l Probeldsung x 100 [g/100 g]

1. Hinweise zur Testdurchfiihrung

Im Testansatz muss die Menge an L-Apfelsaure zwischen 1 g und 35 ug
(Messung bei 365 nm) bzw. 0,5 g und 20 g (Messung bei 340, 334 nm)
betragen. Zur Erzielung einer ausreichend hohen Extinktionsdifferenz ist die
Probeldésung soweit zu verdiinnen, dass die L-Apfelsdurekonzentration zwi-
schen 0,08 und 0,35 g/l bzw. 0,04 und 0,2 g/l liegt.

Verdiinnungstabelle

Geschétzte Menge an Verdlinnung Verdlinnungs-

L-Apfelsaure im Liter mit Wasser faktor F
Messung bei
340 oder 334 nm 365 nm

<02g <0359 - 1
0,2-204g 0,35-35¢g 1+ 9 10
2,0-20 g 35-35¢ 1+ 99 100
>20g >359g 1+999 1000

Lésung 4 0,010 ml 0,010 ml

mischen**, nach Ablauf der Reaktion (ca. 5-10 min) Extinktionen von Leerwert
und Probe unmittelbar nacheinander messen (E) (s. Pkt. 7).

* Vor der Dosierung der Probelésung Enzymtest-Messpipette bzw. Pipettenspitze der
Kolbenhubpipette mit der Probelésung vorspiilen.

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

1 Das Absorptionsmaximum von NADH liegt bei 340 nm. Bei Verwendung von Spektralpho-
tometern wird im Absorptionsmaximum, bei Verwendung von Spektral-Linienphotometern
mit Hg-Dampflampe wird bei einer Messstrahlung von 365 nm oder 334 nm gemessen.
Anstelle von Glaskuvetten sind ggf. auch handelsiibliche Einwegkuivetten geeignet.

3 Z.B. bei Verwendung eines Zweistrahlphotometers

4 S. Hinweise zur Testdurchfiihrung
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Ist die gemessene Extinktionsdifferenz (AE) zu klein (z.B. <0,100), so ist die
Probeldésung erneut herzustellen (hohere Einwaage oder weniger starke
Verdiinnung), oder das in die Kiivette zu pipettierende Probevolumen (v) ist
bis zu 1,000 ml zu erhéhen. In diesem Fall ist das Volumen der hinzu-
zufiigenden Wassermenge entsprechend zu verringern, so dass in den
Ansédtzen fir Probe und Leerwert das gleiche Testvolumen vorliegt. Das
gednderte Probevolumen v ist in der Berechnungsformel entsprechend zu
beriicksichtigen.
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Technische Hinweise

2.1 Bei der Berechnung ist eindeutig anzugeben, ob die Ergebnisse als
L-Apfelsdure (Molmasse 134,09 g/Mol) oder als L-Malat (Molmasse
132,07 g/Mol) angegeben werden.

2.2 Bei der Beurteilung von Analysenergebnissen ist zu berlicksichtigen,
dass bei der acidimetrischen Bestimmung der “Gesamtséure berechnet
als L-Apfelsédure” Protonen gemessen werden und bei der enzymatischen
Bestimmung das L-Malat-lon. Ein Vergleich der Zahlenwerte ist somit
nicht moglich.

3. Spezifitat der Bestimmung (Lit. 1)

Die Bestimmung ist spezifisch fiir L-Apfelsaure. Das D-Isomer reagiert nicht.
Auch L-Milchsédure, D-Milchsdure, L-Asparaginsdure und Fumarsdure
werden nicht umgesetzt.

L-Apfelsaure-ester reagieren nicht (Lit. 3.3).

Bei der Analyse der Reinsubstanz L-Apfelsiure sind Ergebnisse von ca.
99 % zu erwarten.

4. Empfindlichkeit und Nachweisgrenze (Lit. 1.2)

Die geringste Extinktionsdifferenz, die das Verfahren unterscheiden kann,
betrdgt 0,005 Extinktionseinheiten. Das entspricht bei einem maximal
einzusetzenden Probevolumen v = 1,000 ml und Messung bei 340 nm einer
L-Apfelsdure-Konzentration von 0,25 mg/l Probelésung (bei v = 0,100 ml
entsprechend 2,5 mg/| Probelésung).

Die Nachweisgrenze von 0,5 mg/I ergibt sich aus der Extinktionsdifferenz von
0,010 (gemessen bei 340 nm) und dem maximalen Probevolumen v = 1,000 ml.

5. Linearitat

Linearitat der Bestimmung ist gegeben von 0,5 p.g L-Apfelsdure/Ansatz
(0,5 mg L-Apfelsaure/l Probelésung; Probevolumen v = 1,000 ml) und 35 pg
L-Apfelsdure/Ansatz (0,35 g L-Apfelsdure/l Probeldsung; Probevolumen
v=20,100 ml).

6. Prazision

Bei einer Doppelbestimmung, ausgehend von einer Probeldsung, ist mit
Unterschieden bei den Extinktionsdifferenzen von 0,005 bis 0,010 Extink-
tionseinheiten zu rechnen. Das entspricht bei einem Probevolumen v =
0,100 ml und Messung bei 340 nm einer L-Apfelsdure-Konzentration von ca.
2-5 mg/I. (Ist bei der Vorbereitung der Probe eine Verdiinnung vorgenom-
men worden, ist mit dem Verdiinnungsfaktor F zu multiplizieren. Bei einer
Einwaage von 1 g Probe/100 ml = 10 g/l sind die zu erwartenden Unter-
schiede ca. 0,02-0,05 g/100 g.)

In der Literatur sind folgende Daten verdffentlicht:

x=297 g/ Wein VK=1,8% n =12 (Lit. 1.1, 1.2)

Fruchtsaft: r=0014+ 0,030 x x R =0,032 + 0,070 x x
x = Gehalt an L-Apfelséure in g/I (Lit. 2.6)
Wein: r=0,03+0,034xx; R =005+ 0,071 X x;

x;= Gehalt an L-Apfelsaure in g/I (Lit. 2.10,2.11)

7. Storungen

Spuren von Glutamat-Dehydrogenase (GIDH) in GOT fuihren zu Reagenzien-
abhangigen Schleichreaktionen. Eine Extrapolation der Messwerte bei E, ist
jedoch nicht erforderlich, wenn die Extinktionen von Leerwert und Probe
unmittelbar nacheinander abgelesen werden.

8. Erkennen von Stérungen

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

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

8.3 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 Extink-
tionsdifferenzen 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 Testansédtze muss Proportionalitdt zwischen
Extinktionsdifferenz und Einwaage gegeben sein.
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8.4 Storungen der Bestimmung durch Inhaltsstoffe der Probe kénnen
weiterhin durch Mitfihren eines internen Standards erkannt werden:
Neben Probe-, Leerwert- und Standardansatz wird ein weiterer Ansatz
mit Probe- und Testkontroll-L6sung analysiert. Aus den ermittelten Extink-
tionsdifferenzen wird die Wiederfindung berechnet.

8.5 Verluste wahrend der Vorbereitung der Probe kénnen durch Wiederfin-
dungsversuche erkannt werden: Die Probe wird mit und ohne zugesetz-
tem Standardmaterial vorbereitet und anschliessend gemessen. Der
Zusatz muss (innerhalb des Analysenfehlers) quantitativ wiedergefunden
werden.

9. Gefahrlichkeit der Reagenzien

Die Reagenzien zur Bestimmung von L-Apfelsaure 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 kdnnen die Reagenzien unter Beachtung der ortlichen
Vorschriften zum Abwasser gegeben werden. Das Verpackungsmaterial
kann dem Recycling zugefiihrt werden.

10. Alilgemeine Hinweise zur Vorbereitung der Proben

Fliissige, klare, farblose und leicht gefarbte und anndhernd neutrale
Proben direkt, nach Verdiinnen gemass Verdiinnungstabelle oder mit einem
Probevolumen bis 1,000 ml zum Test einsetzen;

triibe Losungen filtrieren;

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

saure Proben die unverdiinnt zum Test eingesetzt werden, mit Kalilauge
oder Natronlauge auf pH 8-10 einstellen;

saure und schwach gefarbte Proben mit Kalilauge oder Natronlauge auf
pH 8-10 einstellen und ca. 30 min stehen lassen;

“stéirker gefarbte“ Proben (ggf. auf pH 8-10 eingestellt) gegen Probeleerwert
(= Puffer bzw. bidest. Wasser + Probe) messen (Photometer mit Probeleerwert
im Strahlengang auf 0,000 stellen), falls schon vor Zugabe der Lésung 4
(L-MDH) eine Schleichreaktion auftritt;

stark geféarbte Proben, die unverdiinnt oder mit einem héheren Probevolumen
zum Test eingesetzt werden, mit Polyvinylpolypyrrolidon, PVPP (z. B. 1 g/100 ml)
behandeln;

feste und halbfeste Proben zerkleinern oder homogenisieren, mit Wasser
extrahieren bzw. I6sen, wenn nétig filtrieren.

11. Anwendungsbeispiele

Bestimmung von L-i'\pfelséil__lre in Wein

Die Bestimmung der freien L-Apfelsaure in Weiss- oder Rotwein kann direkt
oder nach Verdiinnen gemass Verdiinnungstabelle meist ohne Entfarbung
ausgefihrt werden.

Bestimmung von freier und veresterter L-I'-'\pfelséure in Wein (Lit. 3.3)
Zur Ermittlung des Gehalts an Gesamt-L-Apfelsdure, also der Summe aus
freier und veresterter L-Apfelsdure, wird Weisswein bzw. Rotwein nach
folgender Vorschrift behandelt:

20 ml Wein mit 6 ml Natronlauge (2 M) 30 min lang am Ruckflusskihler
unter Ruhren erhitzen (keinen Ammoniak zur alkalischen Hydrolyse verwenden,
da eine zu hohe Ammoniumionen-Konzentration den Reaktionsablauf
hemmt), auf 20-25°C abkiihlen und mit Schwefelsdure (1 M) neutralisieren
(Indikatorpapier).

Quantitativ in ein 50 mI-Messkoélbchen tberfiihren und mit bidest. Wasser
bis zur Marke auffiillen. Probe in tblicher Weise zum Test einsetzen (ergibt
Gesamtapfelsdure = Summe von freier und veresterter L-Apfelsdure).

Bestimmung von L-Apfelsiure in Fruchtsaft, Konzentraten und Get-
rinken

Klare, fliissige, annéhernd neutrale Proben direkt oder nach Verdinnen mit
bidest. Wasser (Konzentration an L-Apfelsdure etwa 0,04-0,35 g/I) zum Test
einsetzen.

Trabe Séfte filtrieren und soweit verdiinnen, dass die L—Apfelséurekonzen—
tration etwa 0,04 bis 0,35 g/l betragt. Die verdiinnte Lésung kann zum Test
eingesetzt werden, auch wenn diese leicht gefarbt ist.

Nur stark gefarbte Safte miissen vorher entfarbt werden, wenn sie unverdiinnt
zum Test eingesetzt werden. In diesem Fall verfahrt man wie folgt:

10 ml Saft und etwa 0,1 g Polyamidpulver oder Polyvinylpolypyrrolidon
(PVPP) mischen, 1 min rithren und filtrieren. Klare leicht gefarbte Losung
zum Test einsetzen.

Bei Verwendung geférbter Séfte oder von Rotwein als Probematerial, die
unverdiinnt zum_Test eingesetzt werden, kann es gelegentlich vorkommen,
dass durch die Anderung des pH-Wertes (Probe ist sauer, Testmischung hat pH
10) kein Stillstand der Extinktion E; auftritt. In diesen Féllen wird empfohlen,
die Probe vor der Bestimmung auf pH 10 einzustellen und anschliessend ca.

30 min stehenzulassen.



Bestimmung von L-Apfelsiure in Bier

Etwa 5-10 ml Bier filtrieren oder zur Entfernung der Kohlenséure etwa 1 min
lang mit einem Glasstab rithren. Die weitestgehend CO,-freie Bierprobe, ggf.
nach Verdiinnen gemass Verdiinnungstabelle, zum Test einsetzen. Alternativ
Bierprobe durch Zusatz von Atzkali (KOH) oder Atznatron (NaOH) alkalisieren.

Bestimmung von L-Apfelsiure in festen Lebensmitteln

Halbfeste bzw. feste Proben (z.B. Obst- und Gemuseprodukte) zerkleinern
(Morser, Fleischwolf, Homogenisator). Gut gemischte Probe einwégen und
mit Wasser - falls erforderlich auf 60°C erhitzt - extrahieren. Quantitativ in
Messkolben tberflihren und mit Wasser bis zur Marke auffiillen. Filtrieren
und klare Losung zum Test einsetzen. Losung gegebenenfalls, je nach
Gehalt an L-Apfelsdure verdiinnen (s. Verdiinnungstabelle).

12. Weitere Anwendungsmadglichkeiten

Die Methode ist auch in der Forschung bei der Analytik von biologischen
Proben anwendbar.

Angaben zu Probenahme, Behandlung und Stabilitat der Probe s. Gutmann, |.
& Wahlefeld, A. W. (1974) in Methoden der enzymatischen Analyse
(Bergmeyer, H. U, Hrsg) 3. Aufl, Bd. 2, S. 1633-1634, Verlag Chemie,
Weinheim und Lit. 1.2, Seiten 43-44

Die Methode ist ebenfalls anwendbar bei der Analytik von kosmetischen
und pharmazeutischen Erzeugnissen, z. B. Infusionslésungen.
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L-Apfelsiure-Testkontroll-Lésung (Flasche 5)

Konzentration: siehe Flaschenetikett

L—Apfelsz‘iure—TestkontroII—Lt')sung ist eine stabilisierte wéssrige Losung von
L-Apfelséaure. Sie dient als Testkontroll-Lésung fiir die enzymatische Bestim-
mung von L-Apfelsdure in Lebensmitteln und anderen Probematerialien.

Anwendung:

1. Zusatz der L-Apfelséure-Testkontroll-Lésung zum Testansatz:
Die Testkontroll-Lésung wird anstelle der Probelésung zur Bestimmung
eingesetzt.

2. “Quantitativer Nachstart":

Nach Ablauf der Reaktion mit Probelésung und Messung von E, werden
0,050 ml der Testkontroll-Ldsung zum Probeansatz gegeben. Nach Ablauf
der Reaktion (ca. 10 min) wird die Extinktion E; gemessen. Aus der Differenz
(Es-E,) 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 der Angabe des Flaschen-
etiketts ab.

Ebenso verfiigbar:
Test-Combination D-Apfelséure, Best. Nr. 11 215 558 035

2.7 Ministero dell' Agricoltura e delle Foreste (1986) Approvazione dei
R-BIOPHARM AG

An der neuen BergstraRe 17

D-64297 Darmstadt
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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 1 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml
Lésung 2 0,200 ml 0,200 ml 0,200 ml 0,200 ml
Suspension 3 0,010 ml 0,010 ml 0,010 ml 0,010 ml
Probelésung - 0,100 ml - 0,050 ml
Testkontroll-Lsg. - - 0,100 ml 0,050 ml
bidest. Wasser 1,000 ml 0,900 ml 0,900 ml 0,900 ml
mischen, nach ca. 3 min Extinktionen der Lésungen messen (E;). Weiter
verfahren wie im Arbeitsschema bei “Bestimmungsansatz” angegeben. Die
entsprechenden Fussnoten und “Hinweise zur Testdurchfiihrung” sind zu
beachten.
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