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UV-Test zur Bestimmung von D-threo-Isocitronensaure und deren Ester in Lebensmitteln und anderen Probenmaterialien Nur fiir den Laborgebrauch

Test-Kombination fiir 50 Bestimmungen

Lagerungbei2 -8 °C

1. Testprinzip

In Gegenwart des Enzyms Isocitrat-Dehydrogenase (IC-DH) wird
D-threo-Isocitronensaure (D-threo-Isocitrat) durch Nicotinsaureamid-
Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADP) zu Oxoglutarat umgewandelt:

D-Isocitrat + NADP* — ic-bH — 2-Oxoglutarat + CO, + NADPH + H*

NADP wird dabei zu NADPH reduziert. Die bei dieser Reaktion
gebildete Menge NADPH ist der umgesetzten Menge an
D-threo-Isocitronensaure aquivalent und wird bei 340 nm vermessen.

Gebundene D-Isocitronensaure wird nach alkalischer Hydrolyse nach
demselben Prinzip bestimmt.

D-Isocitronensaureester + H,O — pH 9-10 — D-Isocitrat + Alkohol
D-Isocitronensaurelacton + H,O — pH 9-10 — D-Isocitrat

2. Reagenzien

Der Test ist fur eine manuelle und automatisierte Abarbeitung
geeignet. Die Reagenzien reichen bei manueller Abarbeitung fur
50 Bestimmungen. Die Anzahl der Bestimmungen bei automatisierter
Abarbeitung ist um ein Vielfaches erhoht, jedoch gerateabhangig.

e Reagenz 1: 2 x 50 ml mit Puffer, NADP

e Reagenz 2: 2 x 12,5 ml mit Puffer, IC-DH

e Assay Kontrolle: 1 x 2,0 ml mit D-threo-Isocitronensaure (0,05 g/l)

2.1. Reagenzienvorbereitung

Die Reagenzien sind gebrauchsfertig und miissen vor dem Gebrauch
auf Raumtemperatur (20 - 25 °C) gebracht werden. Komponenten
nicht zwischen Kits verschiedener Chargen austauschen.

2.2. Lagerung & Haltbarkeit

Die Reagenzien sind bei sachgerechter Handhabung auch nach dem
Offnen bei 2 - 8 °C bis zum Monatsende der angegebenen Haltbarkeit
stabil (siehe Etikett). Reagenzien nicht einfrieren.

2.3. Sicherheit & Entsorgung

Die Ublichen VorsichtsmalRnahmen beim Umgang mit Chemikalien
sind zu beachten. Nicht verschlucken sowie Beriihrung mit Haut und
Schleimhauten vermeiden.

Sicherheitshinweise zu den enthaltenen Komponenten sind den
jeweiligen Sicherheitsdatenblattern (SDS) zu entnehmen. Nach
Gebrauch kdnnen die Reagenzien mit dem Laborabfall entsorgt und
das Verpackungsmaterial dem Recycling zugefiihrt werden.

3. Probenvorbereitung

e Die Probenvorbereitung fur die manuelle und die automatisierte
Testdurchflihrung ist identisch.

e Die Proben sollten vor der Messung auf Raumtemperatur
gebracht werden.

e FlUssige, klare und annahernd neutrale Probelésungen direkt
bzw. nach Verdinnen mit dest. Wasser auf eine Konzentration
innerhalb des Messbereichs (siehe Leistungsdaten) im Test
einsetzen.

e Tribe Losungen filtrieren oder zentrifugieren.

e Kohlensaurehaltige Proben entgasen.

3.1. Bestimmung der freien D-threo-Isocitronenséure

Stark gefarbte Safte, die unverdinnt eingesetzt werden: 25 ml Probe
mit 2 M NaOH auf pH 7 - 7,5 neutralisieren, auf 50 ml auffillen,
0,5 g PVPP zusetzen, anschlielend filtrieren oder zentrifugieren.

3.2. Bestimmung von Gesamt-D-Isocitronensédure nach
Wallrauch & Greiner

Die Bestimmung der D-Isocitronensdure und deren Ester in Saften

und Nektaren kann auch gemafR der Methode nach Wallrauch und

Greiner vorteilhaft ausgeflihrt werden. Fir zuverlassige Messungen

ist die Anwendung einer geeigneten Aktivkohle-Qualitat erforderlich.
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Reagenzien:
e Aceton, p. a.
Ammoniak-Lésung, 25 %, p. a.
Bariumchlorid, BaCl, x 2 H,0, p. a.
Natriumsulfat, p. a.
Aktivkohle
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Tris
Ethylendiamintetraacetat, EDTA-NayH, x 2 H,O

Herstellung der Lésungen:

e Bariumchlorid-L6sung: 30 g BaCl, x 2 H,O mit bidest. Wasser
I6sen und auf 100 ml auffillen.

o Natriumsulfat-Lésung: 71 g Na,SO, mit bidest. Wasser I6sen
und auf 1 | auffiillen.

e Tris-Pufferlésung, pH 7,0: 2,42 g Tris und 35 mg EDTA mit
80 ml bidest. Wasser |6sen, mit Salzsaure (1 M) auf pH 7,0
einstellen und mit bidest. Wasser auf 100 ml auffillen.

Durchfiihrung der Bestimmung (Fallungsmethode):

Im 100 ml Zentrifugenglas 10 ml Probelésung, ggf. nach
Neutralisation, mit 5 ml Natronlauge (4 M) 10 min lang stehen lassen.
AnschlieBend nacheinander 5 ml Salzsaure (4 M), 2 ml Ammoniak-
Lésung (25 %), 3 ml BaCly-Lésung und 20 ml Aceton zugeben.
Grindlich durchmischen und 10 min stehen lassen. Mischung 5 min
zentrifugieren. Uberstehende Fliissigkeit vorsichtig dekantieren,
20 ml Na;SO,-Lésung zum Niederschlag geben und Niederschlag im
Zentrifugenglas mit einem Glasstab verrihren. Im siedenden
Wasserbad 10 min lang unter haufigem Ruhren erhitzen. Nach
Abkuhlen Inhalt des Zentrifugenglases quantitativ in einen 50 ml
Messkolben Uberspulen und mit Tris-Pufferlésung bis zur Marke
aufflllen. Inhalt des Messkolbens in einem Erlenmeyerkolben, in den
vorher 1 g Aktivkohle eingewogen wurde, fillen und mischen,
anschlieRend 5 min stehen lassen und filtrieren. Farblose, klare
Lésung mit v = 1,000 ml zum Test einsetzen. Geandertes
Probevolumen ,v* in der Berechnungsformel entsprechend
beriicksichtigen.

3.3. Vereinfachte Aufarbeitungsmethode zur Bestimmung von
Gesamt-D-Isocitronenséure und deren Ester in Séften und
Nektaren:

. 2,5 ml Probe + 1,25 ml 2 M NaOH, mischen, 10 min bei
Raumtemperatur stehen lassen.

e AnschlieBend 2,5 ml einer Tris-HCI-L6sung (2 M HCI-Lésung
und 4 M Tris-Puffer-Lésung, pH 7,5, 1:1 mischen) zugeben und
mischen.

. 5 min bei 4000 U/min (entspricht ca. 3450 x g) zentrifugieren.

. 100 pl des klaren Uberstands im Test verwenden (Hinweis: bei
der Auswertung den  Verdunnungsfaktor von 2,5
berticksichtigen!).

4. Testdurchfiihrung

Wellenlange: 340 nm

Temperatur: 20 - 37 °C (wahrend der Messung)
Messung: gegen Luft (ohne Kiivette) oder Wasser
Messbereich: 6 - 1500 mg/l

Reagenzleerwert Probe / Kontrolle

Reagenz 1 2000 pl 2000 pl
Probe / Kontrolle - 100 pl
Dest. Wasser 100 pl -

Mischen, 3 min bei 20 - 37 °C inkubieren.
Extinktion E4 messen, dann Zugabe von:

Reagenz 2 500 pl 500 pl

Mischen, 15 min bei 20 - 37 °C inkubieren und Extinktion E,
messen.

Der Reagenzleerwert muss bei jedem Lauf einmalig mitbestimmt und
von jedem Probenergebnis abgezogen werden.
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5. Berechnung der Ergebnisse
5.1. Berechnung bei Probelésungen
5.1.1. Gesamtkonzentration D-threo-Isocitronenséure

AE = (Ez-df X E1)probe - (E2 - df X Eq)rw

df: Dilution factor (Reagenzverdiinnungsfaktor)
RLW: Reagenzleerwert

Probenvolumen + R1
df = = 0,808
Testvolumen

Eine Erhéhung des Probenvolumens (bis max. 1000 pl) bei unveranderten Reagenzvolumina
erfordert Umrechnung des Reagenzverdiinnungsfaktors (df). Bei Erhéhung des Volumens
kann es zur Beeinflussung des Testsystems kommen. Generell gilt es dies Matrix-abhangig
zu Uberpriifen.

c (g = WXMEXAE) 2929 x AE
D-threo-Isocitrat 9 (8 % d XV X 1000) - ’
V: Testvolumen Basisapplikation [ml] =2,600
MG:  Molekulargewicht [g/mol] =192,13
d: Schichtdicke [cm] =1,00
' Probevolumen [ml] =0,100
€ Extinktionskoeffizient NADH [I/mmol x cm] =6,3 (bei 340 nm)

5.2. Berechnung bei Feststoffen

Co-threo-socitrat [9/] Probenlésung]

Einwaageprone [g/l Probenlésung] x 100

GehaItD-threo-lsocitrat [9/1 00 g] =

5.3. Kontrollen & Akzeptanzkriterien

Kontroll- oder Referenzproben sollten zur Qualitatskontrolle bei jedem
Lauf mitgefuhrt werden. Hierfir empfehlen wir die beiliegende
D-threo-Isocitronensaure Assay Kontrolle.

Die Wiederfindung der Assay Kontrolle sollte innerhalb 100 + 5 %
liegen.

6. Leistungsdaten

6.1. Spezifitdt, Nebenaktivititen, Interferenzen

Der Test ist spezifisch fur D-threo-Isocitronensaure und zeigt keine
Nebenaktivitdten oder Interferenzen mit anderen relevanten Sauren.
SO; stért bei Konzentrationen von unter 50 mg/l.

6.2. Linearitit, Messbereich & Sensitivitat

Linearitat ist bis 1900 mg/l D-threo-Isocitrat gegeben. Wird der
empfohlene Messbereich von 6 bis 1500 mg/I (100 uyl Probenvolumen)
Uberschritten, sollten die Proben mit dest. Wasser auf eine
Konzentration innerhalb des Messbereichs verdinnt werden.
Der Verdlinnungsfaktor ist bei der Berechnung zu bertcksichtigen.

Die untere Nachweisgrenze (LoD) und die Quantifizierungsgrenze
(LoQ) wurden nach der Methode DIN 32645:2008-11 in gepufferter
wassriger Losung ermittelt:

e Probenvolumen v =100 pl: LoD = 1,0 mg/l
LoQ = 6,0 mg/l

e Probenvolumen v = 1000 pl: LoD = 0,15 mg/l
LoQ = 0,40 mgl/l
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7. Unterstiitzende Dokumente
Auf Anfrage bieten wir Ihnen folgende Dokumente:

e Enzytec™ Liquid Validierungsberichte

e Enzytec™ Liquid Probenvorbereitungshandbuch

e Enzytec™ Liquid Excel-Auswertevorlagen

e Enzytec™ Liquid Troubleshooting-Handbuch
Sicherheitsdatenblatter (SDS) und Analysenzertifikate (CoA) sind in
digitaler Form unter folgendem Link erhaltlich
https://eifu.r-biopharm.com/

8. Dienstleistungen & technischer Support
Auf Anfrage bieten wir Ihnen folgende Leistungen:
Kundenspezifisches Troubleshooting

Daten- & Ergebnisanalyse

Kunden-Workshops & Webinare
Automatisierung: applikativer Support und technischer Service

9. Haftungsausschluss

Diese Angaben entsprechen dem heutigen Stand unserer Kenntnisse
und sollen Uber unsere Produkte und deren
Anwendungsmoglichkeiten informieren. Sie haben somit nicht die
Bedeutung, bestimmte Eigenschaften der Produkte oder deren
Eignung fir einen konkreten Einsatzzweck zuzusichern. R-Biopharm
Ubernimmt keine Gewahrleistung, auRer fir die standardisierte
Qualitédt der Reagenzien. Defekte Produkte werden ersetzt. Fur
daruber hinaus gehende direkte, indirekte Schaden oder sonstige
Kosten im Zusammenhang mit der Nutzung der Produkte haftet
R-Biopharm nicht.




