Harnstoff/Ammoniak

UV-Test

zur Bestimmung von Harnstoff und Ammoniak in Lebensmitteln
und anderen Probematerialien, sowie zur Bestimmung von
Stickstoff nach Kjeldahl-Aufschluss (s. Pkt. 12.2)

Best. Nr. 10 542 946 035
Test-Combination fir je ca. 25 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)

Harnstoff wird in Gegenwart des Enzyms Urease zu Ammoniak und
Kohlendioxid gespalten (1).

Urease
(1) Harnstoff + HLO —— > 2 NH3 + CO,
Ammoniak setzt 2-Oxoglutarat in Gegenwart von Glutamat-Dehydrogenase
(GIDH) und reduziertem Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NADH) zu
L-Glutamat um, wobei NADH verbraucht wird (2).

GIDH

(2) 2-Oxoglutarat + NADH + NH,* ————> L-Glutamat + NAD" + H,0
Die wéhrend der Reaktion verbrauchte NADH-Menge ist der Ammoniak-
Menge bzw. der halben Harnstoff-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. 60 ml L6sung, zusammengesetzt aus:
Triethanolaminpuffer, pH ca. 8,0; 2-Oxoglutarat, ca. 220 mg

2. Flasche 2 mit ca. 50 Tabletten; jede Tablette enthélt:
NADH, ca. 0,4 mg

3. Flasche 3 mit ca. 0,7 ml Urease-Ldsung, ca. 80 U

4. Flasche 4 mit ca. 1,2 ml Glutamat-Dehydrogenase-Lésung, ca. 1000 U

Herstellung der Losungen

1. Inhalt der Flasche 1 unverdiinnt verwenden.

2. In einem Becherglas oder Reagenzglas je nach Anzahl der Bestimmungen
fur jeden Test (Leerwert und Proben) eine Tablette aus Flasche 2 mit
einem ml Lésung aus Flasche 1 6sen (zur Entnahme der Tabletten aus
Flasche 2 Pinzette benutzen), ergibt Reaktionsgemisch 2.

3. Inhalt der Flasche 3 unverdiinnt verwenden.

4. Inhalt der Flasche 4 unverdiinnt verwenden.

Stabilitat der Reagenzien

Losung 1 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).
Losung 1 vor Gebrauch auf 20-25°C bringen.

Tabletten 2 sind stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).
Reaktionsgemisch 2 ist bei 2-8°C 3 Tage haltbar.
Reaktionsgemisch 2 vor Gebrauch auf 20-25°C bringen.

Der Inhalt der Flasche 3 und 4 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).

Bestimmungsansatz

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

Temperatur: 20-25°C

Testvolumen: 3,040 ml

Messung gegen Luft (im Strahlengang keine Kiivette) oder gegen Wasser
Probeldsung:  0,3-14 ug Harnstoff/Ansatz® oder

0,2-8 ng Ammoniak/Ansatz®

(in 0,100-2,000 ml Probevolumen)

In Klvetten Leerwert Harnstoff Leerwert | Ammoniak
pipettieren Harnstoff Probe Ammoniak Probe
Reaktionsgemisch 2 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml
Probelésung* - 0,100 ml - 0,100 ml
Lésung 3 0,020 ml 0,020 ml - -
bidest. Wasser 2,000 ml 1,900 ml 2,020 mi 1,920 ml

Bei konstanter Extinktionsabnahme von E, wird die Extinktion auf die Zeit
der Zugabe von Losung 4 (GIDH) extrapoliert.

Fir Probe und Leerwert Extinktionsdifferenzen (E;-E;) berechnen. Extink-
tionsdifferenz des Leerwerts von Extinktionsdifferenz der jeweiligen Probe

abziehen.
AE = (E1-Exdprobe (E1-Ex)Leerwert

Man erhalt AEamstoff + Ammoniak(@us Harnstoff-Probe) und

AEAmmoniak (@us Ammoniak-Probe)

Die Differenz dieser Werte ergibt AEy,mgtoft-

Die gemessenen Extinktionsdifferenzen sollten zur Erzielung eines ausreichend
prazisen Ergebnisses in der Regel mindestens 0,100 Extinktionseinheiten

betragen (s. “Hinweis zur Testdurchfiihrung” und “Empfindlichkeit und
Nachweisgrenze”, Pkt.4).

Ist die Extinktionsdifferenz der Proben (AEp,p,e) grosser als 1,000 (gemessen
bei 340, bzw. Hg 334 nm), bzw. 0,500 (gemessen bei Hg 365 nm), so ist die
Konzentration von Harnstoff bzw. Ammoniak in der Probelésung zu hoch.
Die Probelésung ist dann geméss Verdiinnungstabelle zu verdiinnen.

Berechnung

Nach der allgemeinen Berechnungsformel
Konzentration gilt:

fur die Bestimmung der

__ VXMG 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=6,3 [I 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 flr Harnstoff:
3,040 % 60,06
= X AEH toff —
g% 1,00 x 0,100 x 2 x 1000 amnsto!

09129

X Harnstoff
[g Harnstoff/l Probeldsung]

Cc

far Ammoniak
3,040 x 1703 05177
e x 1,00 X 0,100 x 1000 * AEAmmoniak ==

c = x AEAmmoniak

[g Ammoniak/IProbelésung]

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

mischen**, nach ca. 5 min bei 20-25°C Extinktionen der Lésungen messen
(E4). Reaktion starten durch Zugabe von

0,020 ml 0,020 ml I 0,020 ml 0,020 ml

mischen**, Stillstand der Reaktion abwarten (ca. 20 min) und Extinktionen
der Losungen messen (E,).

Falls die Reaktion nach 20 min nicht zum Stillstand gekommen ist, Extink-
tionen weiter in 2 min-Abstdnden messen, bis eine konstante Extinktions-
abnahme pro 2 min erreicht ist.

Lésung 4

W@

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

2 Anstelle von Glaskuvetten sind auch handelstibliche Einwegkivetten geeignet.

3 S. Hinweise zur Testdurchfiihrung

*  Vor der Dosierung der Probelésung Enzymtest-Messpipette bzw. Pipettenspitze der

Kolbenhubpipette mit der Probeldsung vorspdlen.
**  Z. B. mit Rahrspatel oder durch Umschwenken nach Verschliessen z. B. mit Parafilm

(Warenzeichen der American Can Company, Greenwich, Ct., USA)
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Bei der Analyse fester und halbfester Proben, die fiir die Vorbereitung der
Probe eingewagt werden, wird das Analysenergebnis auf die Einwaage
bezogen:

CHamstoff [9/1 Probeldsung]

Gehaltyamstofft = x 100 [g/100 g]

Einwaagep,pe in g/l Probeldsung

Cammoniak [9/1 Probelésung]

Gehaltammoniak = x 100 [g/100 g]

Einwaagep,qpe in g/l Probelésung

1. Hinweise zur Testdurchfiihrung

Im Testansatz muss die Menge an Harnstoff (Ammoniak) zwischen 0,3 pg
und 14 pg (0,2 g und 8 pg) betragen. Zur Erzielung einer ausreichend
hohen Extinktionsdifferenz ist die Probelésung soweit zu verdlinnen, dass
die Konzentration an Harnstoff (Ammoniak) zwischen 0,02 und 0,14 g/I
(0,01 und 0,08 g/1) liegt.

Verdiinnungstabelle

Geschatzte Menge an Verdiinnung Verdiinnungs-
Harnstoff (Ammoniak) im Liter mit Wasser faktor F
<0,14g (<0,08g) - 1
0,14-1,4 g (0,08-0,8 g) 1+ 9 10
1,4-14g (0,8-8,0g) 1+ 99 100

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 Kivette zu pipettierende Probevolumen (v) ist
bis auf 2,000 ml zu erhohen. In diesem Fall ist das Volumen der
hinzuzufligenden 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
berlcksichtigen.

2. Technische Hinweise
2.1 Zum Test nur frisch destilliertes Wasser verwenden.

2.2 In ammoniakfreier Atmosphére arbeiten (Rauchverbot im Labor
beachten).

3. Spezifitat der Bestimmung (Lit. 1)
Die Bestimmung ist spezifisch fiir Harnstoff und Ammoniak.

Bei der Analyse der Reinsubstanzen Harnstoff und Ammoniumsulfat sind
Ergebnisse von ca. 100% zu erwarten.

4. Empfindlichkeit und Nachweisgrenze (Lit. 1.4)

Die geringste Extinktionsdifferenz, die das Verfahren unterscheiden kann,
betrdgt 0,005 Extinktionseinheiten. Das entspricht bei einem maximal
einzusetzenden Probevolumen v = 2,000 ml und Messung bei 340 nm einer
Ammoniak-Konzentration von 0,02 mg/l bzw. einer Harnstoff-Konzentration
von 0,04 mg/I Probelésung (bei v= 0,100 ml entsprechend 0,4 mg Ammoniak/I
bzw. 0,8 mg Harnstoff/I Probeldsung).

Die Nachweisgrenze von 0,08 mg Ammoniak/l bzw. 0,15 mg Harnstoff/I ergibt
sich aus der Extinktionsdifferenz von 0,020 (gemessen bei 340 nm) und dem
maximalen Probevolumen v = 2,000 ml.

5. Linearitat

Linearitt der Bestimmung ist gegeben von ca. 0,2 pg Ammoniak/Ansatz
(0,08 mg Ammoniak/| Probelésung; Probevolumen v = 2,000 ml) und 8 p.g
Ammoniak/Ansatz (0,08 g Ammoniak/l Probelésung; Probevolumen v =
0,100 ml). bzw. von 0,3 g Harnstoff/Ansatz (0,15 mg Harnstoff/| Probe-
I6sung; Probevolumen v = 2,000 ml) bis 14 png Harnstoff/| Ansatz (0,14 g
Harnstoff/l; Probevolumen v = 0,100 ml).

6. Prézision

Ammoniak:

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 =0,100 ml und Messung bei 340 nm einer Ammoniak-Konzentration von ca.
0,4-1 mg/l. (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
Unterschiede ca. 0,004-0,01 g/100 g.)
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In der Literatur sind fir Ammoniak folgende Daten veroffentlicht:

VK=1,6% (Plasma) (Lit. 1.2)
VK =10,88-1,16 % (Ammoniumchlorid-L6sungen) (Lit. 1.3)
VK=10,34 % (Ammoniumchlorid-Lésung)

VK =0,36-0,96 % (Fleischproben) (Lit. 3.2)

Harnstoff:

Bei einer Doppelbestimmung, ausgehend von einer Probeldsung, ist mit
Unterschieden bei den Extinktionsdifferenzen von 0,005 bis 0,015
Extinktionseinheiten zu rechnen. Das entspricht bei einem Probevolumen
v=0,100 ml und Messung bei 340 nm einer Harnstoff-Konzentration von
ca. 0,7-2 mg/l. (Ist bei der Vorbereitung der Probe eine Verdiinnung vorgenom-
men 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. 0,007-0,02 g/100 g.)

In der Literatur sind fur Harnstoff folgende Daten verdffentlicht:

VK=2,7 % (Serum) (Lit. 1,1)
VK= 3% (Serum) (Lit. 1,3)
Analyse von Badewasser: (Lit. 3.7)
x=0,611 mg/l r =0,1854 mg/I s@ =+ 0,066 mg/I
R=0,2145 mg/I s®) =1 0,076 mg/l
x = 2,323 mg/| r =0,1247 mg/I Sm = + 0,044 mg/I
R=10,1883 mg/I S®y == 0,067 mg/I
x = 5,749 mg/| r =0,0707 mg/| Sm = + 0,025 mg/I
R= 10,1707 mg/| S®y =+ 0,060 mg/|

7. Storungen

Bei der in Lebensmitteln durchzufiihrenden Eiweissfallung mit Perchlorséure
entstehen gelegentlich Proteinbruchstiicke, welche in Lésung bleiben und
im alkalischen Puffermilieu allmdhlich Ammoniak bilden kénnen, was zu
Schleichreaktionen fiihrt. Diese Ammoniak-Bildung ist sehr gering und lasst
sich vom Ammoniak-Gehalt der Probe durch Extrapolation der Extinktion E,
auf die Zeit der Zugabe von Losung 4 (GIDH) abgrenzen und berechnen.

Die Ublichen Lebensmittelinhaltsstoffe stéren die Bestimmung von Ammoniak
nicht. Lediglich hohe Konzentrationen von Gerbstoffen in Fruchtséften
kénnen zu einer Verzogerung der GIDH-Reaktion flihren. Daher sollten
Fruchtséfte stets mit PVPP behandelt werden.

Relativ _hohe Konzentrationen von Schwermetallen erschweren durch
Tribungsbildung eine zuverldssige Messung von Ammoniak. In den meisten
Fallen koénnen hohe Metallionen-Konzentrationen als Hydroxide durch
Alkalisieren der Probeldsung entfernt werden (pH > 7,5).

Zu Schwimmbadwasser-Proben zugesetztes Natriumthiosulfat stért den Test
bis zu einer Menge von 1 mg/Ansatz nicht.

8. Erkennen von Stérungen

8.1 Ist die Umsetzung von Harnstoff bzw. Ammoniak nach der unter “Bes-
timmungsansatz* angegebenen Zeit beendet, so kann im allgemeinen auf
einen stérungsfreien Ablauf geschlossen werden.

8.2 Nach Ablauf der Reaktion kann durch Zugabe von Harnstoff und/oder
Ammoniumchlorid, Ammoniumsulfat (qualitativ oder quantitativ) die
Reaktion wieder gestartet werden: Die erneute Anderung der Extinktion
nach Zugabe des Standardmaterials ist ein Beweis fiir den stérungs-
freien Ablauf der Bestimmung.

8.3 Grobe Fehler beim Testansatz und Stérungen der Bestimmung durch
Inhaltsstoffe der Probe konnen 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 Extinktions-
differenzen 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 Testansdtze muss Proportionalitit zwischen
Extinktionsdifferenz und Einwaage gegeben sein.

8.4 Storungen der Bestimmung durch Inhaltsstoffe der Probe konnen
weiterhin durch Mitfiihren eines internen Standards erkannt werden:
Neben Probe-, Leerwert- und Standardansatz wird ein weiterer Ansatz
mit Probe- und Testkontroll-Losung 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. Gefahrlichkeit der Reagenzien

Die Reagenzien zur Bestimmung von Harnstoff und Ammoniak sind keine
geféhrliche 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
Giblichen 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 und annidhernd neutrale Proben direkt, nach
Verdiinnen geméss Verdlinnungstabelle oder mit einem Probevolumen bis
2,000 ml zum Test einsetzen;

triibe Losungen filtrieren;

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

saure Proben mit Natronlauge oder Kalilauge auf ca. pH 7-8 einstellen;
saure und schwach geféarbte Proben mit Kalilauge oder Natronlauge auf
pH 7-8 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
(2,5-5 g/100 ml) behandeln;

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

Protein-haltige Proben mit Perchlorsdure enteiweissen;

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

Emulsionen mit Trichloressigsaure brechen.

Wichtiger Hinweis

Die Carrez-Klarung kann bei der Vorbereitung der Probe zur Harn-
stoff/Ammoniak-Bestimmung wegen zu geringer Wiederfindungsrate
nicht angewendet werden (Adsorption von Harnstoff/Ammoniak).

11. Anwendungsbeispiele

Bestimmung von Ammoniak in Fruchtsiften

10 ml Fruchtsaft (klare, tribe oder gefarbte Séfte) - bei Erhohung des
Probevolumens (v) ggf. neutralisieren und dann mit Wasser auf 20 ml auf-
fullen - mit 0,5-1,0 g angefeuchtetem Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) in
einem Becherglas versetzen und etwa 1 min rithren (Magnetrihrer). Pro-
beldsung filtrieren und zum Test einsetzen.

Im Test lediglich Leerwert “Ammoniak” und “Ammoniak-Probe” messen.

Bestimmung von Harnstoff und Ammoniak in Wasser (Schwimmbad-
Wasser)

Klare Probe zum Test einsetzen. Je nach entsprechender Konzentration
Probelésung entweder verdiinnen (s. Verdiinnungstabelle) oder bis
v = 2,000 ml Probevolumen zum Test einsetzen.

Bestimmung von Harnstoff in Milch
1 ml Milch mit 4 ml Trichloressigsaure (0,3 M) mischen. Niederschlag nach
etwa 5 min abzentrifugieren (3 min, ca. 4000 Upm). 0,100 ml der tberstehen-
den, klaren L6sung zum Test einsetzen.

Bestimmung von Ammoniak in Milch

1 ml Milch mit 4 ml Trichloressigsaure (0,3 M) mischen. Niederschlag nach
etwa 5 min abzentrifugieren. Uberstand dekantieren und mit KOH (10 M)
neutralisieren, (Verdiinnungsfaktor kann wegen der starken Konzentration
der KOH vernachlassigt werden), filtrieren und 1,000 bis 2,000 ml Probe-
I6sung zum Test einsetzen.

Im Test lediglich Leerwert “Ammoniak” und “Ammoniak-Probe” messen.

Bestimmung von Ammoniak in Backwaren

Ca. 10 g zerkleinerte Probe in einen Homogenisierungsbecher genau
einwagen, etwa 20 ml Perchlorsdure (1 M) hinzufiigen und ca. 2 min homo-
genisieren. Weiter verfahren, wie unter ,Fleisch und Fleisch-Erzeugnissen"
angegeben. Zum Test hdchstens 1,000 ml Probeldsung einsetzen.

Im Test lediglich Leerwert “Ammoniak” und “Ammoniak-Probe” messen.
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Bestimmung von Harnstoff und Ammoniak in Fleisch und Fleisch-
Erzeugnissen

Etwa 5 g homogenisierte Probe (aus einer Probemenge von ca. 100 g im
Mischer zerkleinert und gleichméssig gemischt) in einen Homogenis-
ierungsbecher einwégen, ca. 20 ml Perchlorsdure (1 M) hinzufliigen und ca.
2 min homogenisieren. Inhalt mit ca. 40 ml Wasser quantitativ in ein Becher-
glas spulen. Unter Rihren (Magnetriihrer) zuerst mit Kalilauge (5 M) grob,
dann mit Kalilauge (1 M) auf den pH-Wert 70 (< 75) fein einstellen.
Anschliessend den Inhalt mit Wasser quantitativ in einen 100 ml-Messkol-
ben spilen und bis zur Marke auffiillen, wobei darauf zu achten ist, dass die
Fettschicht oberhalb, die wéssrige Schicht an der Marke steht.

Zur Abscheidung des Fettes und zur Ausfallung des Kaliumperchlorat-
Niederschlags 20 min in den Kihlschrank stellen. Anschliessend filtrieren.
Die ersten ml verwerfen. Klare, ggf leicht triibe Losung, ggf. nach
Verdiinnen geméss Verdiinnungstabelle, zum Test einsetzen.

Gehaltsberechnung von Harnstoff und Ammoniak nach der allgemeinen
Berechnungsformel, wobei noch jeweils mit dem Volumen-Verdrdngungs-
faktor K= 0,98 zu multiplizieren ist.

12. Weitere Anwendungsmaoglichkeiten

Die Methode ist auch anwendbar bei der Untersuchung von Diingemitteln,
Pharmaka, Kosmetika, Papier (s. Lit. 2.1) und in der Forschung bei der
Analytik biologischer Proben. Zu Probenahme, Behandlung und Stabilitat
der Probe siehe Lit. 1.1-1.4.

Beispiele:

12.1 Bestimmung von Harnstoff und Ammoniak in Diingemitteln

Etwa 10 g Probe zerkleinern und griindlich mischen. Ca. 100 mg
des homogenen Materials in ein 100 ml - Becherglas genau einwégen und
mit 50 bis 60 ml Wasser versetzen. Mit verdiinnter Salzsaure (1 M) oder - bei
sauren Diingemitteln - mit verdiinnter Natronlauge (1 M) pH-Wert von 7-8
einstellen. Auf einem beheizbaren Magnetrihrer etwa 10 min auf 60-70°C
erwarmen. Abkihlen, quantitativ in einen 100 ml - Messkolben tberfiihren
und mit Wasser bis zur Marke auffiillen. Losung mischen und ggf. filtrieren.
Zum Test 0,100 ml der klaren Lésung - ggf. vorher verdiinnen - einsetzen.

12.2 Bestimmung von Stickstoff nach Kjeldahl-Aufschluss

Die Bestimmung von Gesamt-Stickstoff kann (ber die Ammoniak-
Bestimmung in einer nach der Kjeldahl-Methode mineralisierten Probe
erfolgen. Hierzu sind in (blicher Weise die Proben nass zu veraschen
(Schwefelsdure) und der hierbei aus Stickstoff gebildete Ammoniumanteil
nach vorliegender Vorschrift zu bestimmen.

Ca. 2 g der zerkleinerten und homogenisierten Probe in einen 100 ml-
Kjeldahl-Kolben genau einwégen, 20 ml Schwefelsédure (D = 1,84g/ml) und
etwa 30 mg Katalysator-Gemisch (z. B. nach Wieninger) oder eine Kjeldahl-
Tablette hinzufligen, ca. 2-3 Stunden erhitzen, bis die Probe aufgeschlossen
ist (gelbliche oder blau-griine Lésung). Probe abkdihlen lassen und vorsichtig
(Schutzbrille) quantitativ in ein mit ca. 600 ml eisgeklhltem Wasser gefiilltes
Becherglas tberfiihren. Hierbei stéandig rithren (Magnetrihrer, Eisbad). Mit
etwa 60 ml Kalilauge (10 M) neutralisieren (pH 6-8). Die neutralisierte
Lésung quantitativ in einen 1 | - Messkolben tberfiihren, mit Wasser bis zur
Marke auffilllen und mischen. Die Mischung ggf. filtrieren (manchmal
erforderlich nach Aufschluss mit Kjeldahl-Tabletten); die ersten ml verwer-
fen. Lésung ggf. verdiinnen und zum Test einsetzen.

Berechnung:
Stickstoffgehalt der Probe (in %) =
AE xV x MG x 100 AE x 3,040 x 14,01 x 100

g x d xvx 1000 x Einwaage [g] = €% 1,00 x 0,100 x 1000 x Einwaage [g]

12.3 Bestimmung von Harnstoff und Ammoniak in Fermentations-
proben und Zellkulturmedien

Analysenprobe, ggf. nach Zentrifugation, zum Abstoppen enzymatischer

Vorgange 15 min in Wasserbad (80°C) stellen und anschliessend zentrifugieren.

Uberstand, ggf. geméss Verdiinnungstabelle verdiinnt, zur Bestimmung

einsetzen. (Alternativ kann auch eine Enteiweissung mit Perchlorsdure

erfolgen. Siehe die oben beschriebenen Anwendungsbeispiele.)

Gallertartige Agar-Medien mit Wasser homogenisieren und wie oben be-
schrieben weiter behandeln.
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Harnstoff-Testkontroll-Losung

Die Testkontroll-L6sung dient zur Kontrolle fur die enzymatische Bestim-
mung von Harnstoff in Lebensmitteln und anderen Probematerialien.

Reagenzien
Harnstoff, p.A.
Herstellung der Testkontroll-Lésung

140 mg Harnstoff auf 0,1 mg genau einwégen und im Messkolben mit bi-
dest. Wasser auf 1000 ml auffiillen und griindlich mischen.

Testkontroll-Lésung vor Gebrauch frisch herstellen. Ggf. kann die Testkon-
troll-Lésung portionsweise eingefroren werden.

Anwendung:

1. Zusatz der Testkontroll-Lésung zum Testansatz:

Die Testkontroll-Lésung wird anstelle der Probelésung zur Bestimmung
eingesetzt.

(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-Losung zum Probeansatz gegeben. Nach Ablauf
der Reaktion (ca. 20 min) wird die Extinktion E; gemessen. Aus der Differenz
(Ex-E3) 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
gemass Pkt. 1 ermittelt wurde.
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3. Interner Standard:

Zur Priifung 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 Kivetten Leerwert Probe Standard Probe +
pipettieren Standard
Reaktionsgemisch 2 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml
Probelésung - 0,100 ml - 0,050 ml
Testkontroll-Losung - - 0,100 ml 0,050 ml
Lésung 3 0,020 ml 0,020 ml 0,020 ml 0,020 ml
bidest. Wasser 2,000 ml 1,900 ml 1,900 ml 1,900 ml

mischen, nach ca. 5 min Extinktionen der Losungen 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 x AEPr«::be + Standard ~ AE
AEStandard

Probe

Wiederfindung = X 100 [%]



