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Détermination de la teneur en acide citrique des fromages fondus; méthode enzymatique

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm legt ein enzymatisches Verfahren zur Bestim-
mung des Citronenséure- und Citratgehaltes in Schmelzkédse
fest. Das Verfahren ist bei Schmelzkdse und Schmelzkése-
Zubereitungen anwendbar.

2 Begriff

Unter dem Citronensauregehalt wird der nach dieser Norm
bestimmte Gehalt an Citronensaure und Citraten, berechnet
als wasserfreie Citronenséure, verstanden. Er wird in g/100 g
der Probe angegeben.

3 Kurzbeschreibung

In dem von Fett und EiweiB befreiten waBrigen Extrakt der
Probe wird Citronenséure durch das Enzym Citrat-Lyase (CL)
zu Oxalessigsdure und Essigsdure gespalten. In Gegenwart
der Enzyme Malat-Dehydrogenase (MDH) und Lactat-Dehy-
drogenase (LDH) werden Oxalessigsdure und ihr mogliches
Decarboxylierungsprodukt (Brenztraubensaure) durch
reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NADH) zu
L-Apfelsdure bzw. L-Milchs&dure reduziert. Die Menge des bei
diesen Reaktionen verbrauchten NADH wird durch Messung
des Extinktionsabfalls in der Probelésung bei 340 nm
(Hg 334 nm, Hg 365 nm) bestimmt und ist der vorhandenen
Citronensaure bzw. Citraten proportional. Die in einer Kiivette
ablaufenden Reaktionen laufen nach folgendem Reaktions-
schema ab:

Citronenséaure el Oxalessigsaure + Essigsdure )
Oxalessigsaure — Brenztraubensaure + CO, 2)
Oxalessigséure + NADH + H* ——— | Apfelséure + NAD* (3)
Brenztrauben- LDH

saure + NADH + H* —— L-Miichsdure + NAD* 4

4 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, sind analysenreine Che-
mikalien zu verwenden. Das fiir die Probelésung verwendete
Wasser muB mindestens die Reinheit von destilliertem
Wasser haben. Zur Herstellung der Enzymldésung und der
Coenzymlosung ist frisch bidestilliertes Wasser zu ver-
wenden.

4.1 Glycylglycin-Pufferlésung, pH = 7,8

7,13 g Glycylglycin werden in etwa 70 ml bidestilliertem
Wasser gelost und mit etwa 15 ml der Natronlauge nach
Abschnitt 4.5 auf einen pH-Wert von 7,8 eingestellt. Es werden
10 ml Zinkchlorid-Lésung (80 mg ZnCl,/100 ml) hinzugefiigt
und anschlieBend mit bidestillietem Wasser auf 100 ml
aufgefiillt. Die Pufferidsung ist bei 4 °C 4 Wochen lang haltbar.
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4.2 Reduzierte Nicotinamid-adenin-
dinucleotid(NADH)-L6sung

30 mg NADH (#-NADH-Dinatriumsalz, amorphes Pulver,
w >98%1)) und 60 mg Natriumhydrogencarbonat werden in
6 ml bidestilliertem Wasser geltst. Diese Ldsung ist bei 4 °C
4 Wochen lang haltbar.

4.3 Malat-Dehydrogenase/Lactat-
Dehydrogenase(MDH/LDH)-Suspension

MDH aus Schweineherz (EC 1.1.1.37); Kiristallsuspension,
5 mg/ml in Ammoniumsuifat-Lésung (Konzentration
3,2 mol/l), 1200 U/mg (= 20 kat/kg)2) und LDH aus Kanin-
chenmuskel (EC 1.1.1.27); Kiristalisuspension, 5 mg/ml
in  Ammoniumsulfat-Lésung (Konzentration 3,2 mol/l),
550U/mg (=9,2 kat/kg)"’). 0,1 ml MDH-Suspension und 0,5 ml
LDH-Suspension werden mit 0,4 ml Ammoniumsulfat-Lésung
(Konzentration 3,2 mol/l) gemischt. Die Suspension ist bei
4 °C 1 Jahr lang haltbar.

4.4 Citrat-Lyase(CL)-Losung

Aus Aerobacter aerogenes (EC 4.1.3.6); 0,25 U/mg Lyophilisat
(= 4,2 mkat/kg?2). 168 mg Lyophilisat werden mit 1 ml eis-
kaltem bidestilliertem Wasser geldst. Die Losung ist bei 4 °C
1 Woche, eingefroren (- 20 °C) 4 Wochen lang haltbar.

Anmerkung: Es befinden sich Fertig-Reagenzien im Handel,
bei deren Verwendung die Arbeitsvorschrift der
Praparate-Hersteller zu berticksichtigen ist.

4.5 Natronlauge
8 g Natriumhydroxid, NaOH, werden in 100 ml Wasser gelost.

5 Geréate

Beider Verwendung von MeBgeréaten sind die eichrechtlichen
Vorschriften zu beachten.

1) Massenanteil

2) Die Enzymaktivitat wird zur Zeit noch in Internationalen
Einheiten (U) angegeben. 1U ist die Enzymaktivitat, die bei
einer Temperatur von 25 °C unter optimalen Bedingungen
eine Substratmenge von 1 pmol Substrat je min umsetzt.

Die von der IUB (International Union of Biochemistry) und
der IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) empfohiene Einheit Katal (kat, mkat, pkat,
nkat usw.) hat sich in der Bundesrepublik Deutschland
noch nicht durchgesetzt. 1 U entspricht zahlenmaBig
=~ 16,7 nkat. Alle Bezeichnungen fiir Enzyme entsprechen
den Empfehlungen der IUB-Commission of Enzymes (CE).

Fortsetzung Seite 2 und 3
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5.1 Analysenwaage

5.2 Spektralphotometer, geeignet zum Messen von
Absorptionen bei 340 nm, mit einer spektralen Bandbreite von
+ 2 nm.

Anmerkung: Es kdnnen auch Spektralphotometer, die eine
Messung bei 365 bzw. 334 nm (Hg-Lampen) gestat-
ten, verwendet werden. Die Extinktionskoeffizienten
fiir NADH (siehe Abschnitt 8) betragen dann 3,4 bzw.
6,18 (1- mmol™ - cm™).

5.3 MeBkiivetten aus Glas oder Kunststoff,
Schichtdicke 1 cm

5.4 Eisbad; Kiihlschrank

5.5 Zerkleinerungsgerit, Homogenisator

5.6 Faitenfilter, Nenndurchmesser 150 mm

5.7 Reagenzglaser, Durchmesser 25 mm, Lange 200 mm
5.8 Becherglas, Nennvolumen 100 ml

5.9 MeBkolben, Nennvolumen 100 ml

5.10 Pipetten, zur enzymatischen Analyse geeignet, Nenn-

volumen 2 ml, 1 ml, 100 ul, 20 pl, z. B. bis auf Nennvolumen

20 pl nach DIN 12 699

Anmerkung: Es kdnnen auch automatische Kolbenhubpipet-
ten verwendet werden mit einem Nennvolumen von
100 pt und 20 pl. Zum Pipettieren der Probenl6sung ist
grundsatzlich eine Enzymtest-MeBpipette zu ver-
wenden.

5.11 Magnetriihrer
5.12 pH-MeBeinrichtung mit Elektroden

6 Probenahme
Nach DIN 10 327

7 Durchfiihrung
7.1 Vorbereitung der Probe

Die Probe wird - je nach Konsistenz - vor der Untersuchung
mit einem Zerkieinerungsgerit (gegebenenfalis Homoge-
nisator) zerkleinert und gut durchgemischt, damit eine
reprasentative Untersuchungsprobe erhalten wird.

7.2 Herstellen der Probelésung

7.2.1 Etwa 2 g derProbe werden auf £ 0,1 mgin ein 100-ml-
Becherglas eingewogen und mit etwa 60 ml heiBem bidestil-
liertem Wasser (etwa 80 bis 90 °C) vermischt.

7.2.2 Die Mischung wird am Magnetriihrer so lange geruhn,
bis die Schmelzkdsemasse homogen verteilt ist (etwa 5 bis
10 min lang).

7.2.3 Nach dem Abkiihlen wird die homogene Mischung in
einen 100-ml-MeBkolben iibergefiihrt, das Becherglas mit
Wasser nachgespiilt; das Waschwasser wird in den MeBkol-
ben gegeben und dieser mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt.

7.2.4 Nach griindlichem Mischen wird der MeBkolben etwa
10 min lang in ein Eisbad oder in einen Kiihlschrank gestelit.

7.2.5 Hiernach wird der inhalt des MeBkolbens durch ein
Faltenfilter in ein Reagenzglas filtriert. Das triibe Filtrat stellt
die Probelésung dar.

7.3 Bestimmung

Die Bestimmung ist bei etwa 20°C durchzufuhren. Das
Absorptionsmaximum von NADH liegt bei 340 nm. Bei
Verwendung eines Spektralphotometers wird nur beim

Absorptionsmaximum gemessen. Bei Verwendung eines
Spektrallinien-Filterphotometers mit  Quecksilberdampf-
lampe wird bei einer Wellenldnge von 365 oder 334 nm
gemessen. Zum Pipettieren der Probeldsung nach Abschnitt
7.2.5 ist grundséatzlich eine Enzymtest-MeBpipette, zum
Pipettieren von Enzym-, Coenzym- und Pufferlésungen sind
Pipetten zur enzymatischen Analyse oder automatische
Kolbenhubpipetten (siehe Abschnitt 5.10) zu verwenden.
Die Mengen der Zugabe der einzelnen Ldsungen bzw.
Suspensionen sowie der Ablauf der Bestimmung ist der
Tabelle zu entnehmen.

Tabelle.
" . . MeB-

In Kiivetten pipettieren Leerwert I6sung
Glycylglycin-Pufferldsung nach
Abschnitt 4.3 1,00 mt | 1,00 ml
NADH-L6sung nach Abschnitt 4.4 | 0,10 ml | 0,10 ml
MDH/LDH-Suspension nach
Abschnitt 4.5 0,02 mt | 0,02 ml
Probelésung nach Abschnitt 7.2.4 - 0,10 ml
Wasser 200ml | 1,90 ml

mischen, nach etwa 5 min Extinktionen der Lésungen
gegen Luft (im Strahlengang keine Kiivette) messen (E,),
dann Reaktion starten durch Zugabe von

CL-Lésung nach Abschnitt 4.6 0,02 ml | 0,02 ml

mischen, nach Ablauf der Reaktion (etwa 10 min) Extink-
tionen der Lésungen unmittelbar nacheinander gegen
Luft messen (E,). Stillstand der Reaktion durch Wieder-
holung der Messung nach einigen Minuten kontrollieren.

Anmerkung: Bei Serien-Analysen ist nur ein Leerwert je Serie

erforderlich. Die Extinktionsabnahme (Ey = Eo)pes-
16sung Sollten zwischen 0,1 und 0,5 (Messung bei
365 nm) bzw. zwischen 0,1 und 0,8 (Messung bei
340 nm, 334 nm) liegen.
Ist die Extinktionsdifferenz zu groB, so muB die
Probel6sung verdiinnt werden. In diesem Fall ist der
Verdiinnungsfaktor (F) bei der Berechnung zu beriick-
sichtigen.

8 Auswertung
Es wird folgende Extinktionsdifferenz berechnet:
AE. = (Ey - E2)Me8lésung —(E1 = E9)Leerwert (5)

Der Citronensauregehalt w, in g/100 g in der Probe wird nach
folgender Zahlenwertgleichung berechnet:

AE.- M.- V; - Va- 100

We = (6)
¢ 8'd‘V2'm

Hierin bedeuten:

AE. Extinktionsdnderung, die durch die Spaltung von
Citronenséure bzw. Oxidation des Spaltproduktes
Oxalessigsaure (Brenztraubensiure) verursacht wurde.

M. Molare Masse der wasserfreien Citronensiure,

M. =192,1 g/mol,

e Molarer Extinktionskoeffizient von NADH bei:

340 nm =63 (I- mmol™". cm™)
Hg 365 nm = 34 - (L- mmol™"- cm™)
Hg 334 nm = 6,18 - (L - mmol™" - cm™)

d  Schichtdicke in cm (in diesem Fall ist d =|j°6‘éument5
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