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Bestimmung des Gehaltes an L- und D-Milchsaure

(L- und D-Lactat) in Milch und Milchprodukten
Enzymatisches Verfahren
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10 335

Determination of L- and D-lactic acid (L- and D-lactat) content of milk and milk products;

enzymatic method

Ersatz fiir Ausgabe 06.77

Détermination de la teneur en L- et D-acide lactique (L- et D-lactate) dans le lait et les

produits laitiers; méthode enzymatique

Zusammenhang mit der von der International Organization for Standardization (ISO) herausgegebenen Internationalen Norm

ISO 8069 - 1986 siehe Erlduterungen

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm legt ein enzymatisches Verfahren zur Bestim-
mung des Gehaltes an L- und D-Milchsaure (L- und D-Lactat)
in Milch und Milchprodukten fest.

2 Begriff

Unter dem Gehalt an L- und D-Milchs&ure (L- und D-Lactat)
wird der nach dem in dieser Norm beschriebenen Verfahren
getrennt nach L- und D-Form bestimmte Gehalt von Gesamt-
L- und Gesamt-D-Lactat verstanden. Er wird als Gehalt an
L- und D-Milchséure in mg je 100 g der Probe angegeben.

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

In dem von Fett und EiweiB befreiten waBrigen Extrakt der
Probe wird Milchsaure (L- und D-Form) durch Nicotinamid-
adenin-dinucleotid (NAD) in Gegenwart der Enzyme L-Lac-
tat-Dehydrogenase (L-LDH) und D-Lactat-Dehydrogenase
(D-LDH) zu Brenztraubensaure (Pyruvat) oxidiert. Die Menge
der bei diesen Reaktionen gebildeten reduzierten Form des
Nicotinamid-adenin-dinucleotids (NADH) wird durch Mes-
sung des Extinktionsanstiegs der Probeltsung bei 340 nm
(Hg 334 nm, Hg 365 nm) bestimmt und ist der vorhandenen L-
Milchsdure bzw. D-Milchsdure proportional. Das Gleich-
gewicht dieser Reaktionen liegt weitgehend auf der Seite von
Milchséaure. Es wird durch Abfangen der Brenztraubenséiure
mit Hilfe der Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) in
Gegenwart von Glutaminsaure und bei pH = 10 auf die Seite
von Brenztraubensdure und NADH verschoben.

Die in einer Kiivette ablaufenden Reaktionen laufen nach
folgendem Reaktionsschema ab:

L-LDH

a) L-Lactat + NAD* —— Pyruvat + NADH + H* 4]

D-LDH
b) D-Lactat + NAD* == Pyruvat + NADH + H* ©

Pyruvat + L-Glutamat % L-Alanin + a-Ketoglutarat (3)
p

Die Enzyme L-Lactat-Dehydrogenase und D-Lactat-Dehy-
drogenase sind stereospezifisch, so daB die beidenisomeren
Milchséduren nebeneinander bestimmt werden konnen.

4 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, sind analysenreine Chemi-
kalien zu verwenden. Das fiir die Probeldsung verwendete

Wasser muB mindestens die Reinheit von destilliertem Was-
ser aufweisen. Zur Herstellung der Coenzymldsungen ist
frisch bidestilliertes Wasser zu verwenden.

4.1 Kaliumhexancyanoferrat(ll)-L&sung

15 g Kaliumhexacyanoferrat(ll), K4[Fe(CN)g] - 3H20, werden
mit Wasser zu 100 ml geldst.

4.2 Zinksuifat-Lésung

30 g Zinksulfat, ZnSO, - H,0, werden mit Wasser zu 100 ml
gelost.

4.3 Natronlauge

8 g Natriumhydroxid, NaOH, werden mit Wasser zu 100 ml
gelost.

4.4 Glycylglycin-Pufferldsung, pH = 10

4,75 g Glycylglycin und 0,88 g L-Glutaminsaure werden mit
etwa 50 ml bidestilliertem Wasser gelost. Mit der Natronlauge
nach Abschnitt 4.3 wird der pH-Wert von 10,0 eingestellt. Die
Losung wird quantitativ in einen 100-mi-MeBzylinder liberge-
fiihrt und mit bidestilliertem Wasser auf 60 ml aufgefiillt.

Die Losung ist bei 4 °C 3 Monate haltbar.

4.5 Nicotinamid-adenin-dinucleotid-Losung, (NAD)

210 mg NAD (8-NAD - H,0, lyophilisierte freie Séure,
w > 98%")) werden mit 6 ml bidestilliertem Wasser geltst.
Die Losung ist bei 4 °C 4 Wochen haltbar.

4.6 Glutamat-Pyruvat-Transaminase-
Suspension, (GPT)

aus Schweineherz (EC 2.6.1.2); Kristallsuspension, 10 mg/ml
in Ammoniumsulfat-Lésung (Konzentration 3,2 mol/l),
80 U/mg (=~ 1333 mkat/kg)?).

Die Suspension ist bei 4 °C 1 Jahr haltbar.

1y Massenanteil

2) Die Enzymaktivitat wird zur Zeit noch in Internationalen
Einheiten (U) angegeben. 1 U ist die Enzymaktivitit, 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 Che-
mistry) empfohlene Einheit Katal (kat, mkat, pkat, nkat
usw.) hat sich in der Bundesrepublik Deutschland noch
nicht durchgesetzt. 1 U entspricht zahlenméBig =~ 16,7
nkat. Alle Bezeichnungen fiir Enzyme entsprechen den
Empfehlungen der IUB-Commission of Enzymes (CE).
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4.7 L-Lactat-Dehydrogenase-Losung, (L.-LDH)

aus Schweinemuskel (EC 1.1.1.27); 10 mg/ml in Glycerin/Was-
ser-Mischung (Massenkonzentration 50 g/100 ml), etwa 550
U/mg (= 9170 mkat/kg) 2).

Die Loésung ist bei 4 °C 1 Jahr haltbar.

4.8 D-Lactat-Dehydrogenase-Suspension, (D-LDH)

aus Lactobacillus leichmannii (EC 1.1.1.28); 5 mg/ml in Ammo-

niumsulfat-Losung (Konzentration 3,2 mol/l), 330 U/mg

(=~ 5000 mkat/kg) 2).

Die Suspension ist bei 4 °C 1 Jahr haltbar.

Anmerkung: Es befinden sich Fertig-Reagenzien im Handel,
bei deren Verwendung die Arbeitsvorschrift der Her-
steller zu beriicksichtigen ist.

5 Gerate

Beider Verwendung von MeBgeraten sind eichrechtliche Vor-
schriften zu beachten.

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 Spektrallinien-Filterphotometer,
die eine Messung bei 365 bzw. 334 nm (Hg-Lampen)
gestatten, verwendet werden. Die Extinktionskoeffi-
zienten fiir NADH (siehe Abschnitt 8.1) betragen dann
34 bzw. 6,18 (1 - mmol™' - cm™).

5.3 MeBkiivetten aus Glas oder Kunststoff, Schicht-
dicke 10 mm

5.4 Eisbad; Kiihlschrank
5.5 Faltenfilter, Nenndurchmesser 150 mm
5.6 Reagenzgléser, Durchmesser 25 mm, Lange 250 mm

5.7 Becherglas oder Erlenmeyerkolben, Nennvoiumen
100 ml

5.8 MeBkolben, Nennvolumen 100 ml

5.9 Pipetten, zur enzymatischen Analyse geeignet, Nenn-

volumen 2 ml, 1 ml, 200 pl, 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
200 pl, 50 pl und 20 pl. Zum Pipettieren der Probeld-
sung ist grundsatzlich eine Enzymtest-MeBpipette zu
verwenden.

5.10 MeBzylinder, Nennvolumen 100 ml
5.11 pH-MeBeinrichtung mit Elektroden

5.12 Magnetriihrer

6 Probenahme
Nach DIN 10 327

7 Durchfiihrung

Wiéhrend der Durchfiihrung der Untersuchung muB jegliche
Verunreinigung der Probe, insbesondere durch Speichel und
Schweif, da die Hautoberflache Milchsaure enthalt, vermie-
den werden. Pipettenspitzen diirfen nicht mit den Handen
berihrt werden.

7.1 Vorbereiten der Proben

7.1.1 Milch
Die Milchprobe wird sorgféaltig durchgemischt.

7.1.2 Saure Milcherzeugnisse

Kihl gelagerte Proben werden auf Raumtemperatur
(20 £ 2) °C gebracht. Die Packung wird unmittelbar vor dem
Wdégen gedffnet und die Probe sorgféltig durchgemischt.
AnschlieBend wird die Bestimmung unverziiglich durchge-
fiihrt.

7.1.3 Milchpulver

Das Pulver wird auf Raumtemperatur (20 * 2) °C gebracht.
Nach dem Offnen der Packung wird der gesamte Inhalt mog-
lichst schnell mit einem Glasstab oder einem geeigneten
Mischgerat gemischt. AnschlieBend wird die Einwaage fur die
Bestimmung unverziiglich durchgefiihrt.

7.1.4 Andere Milchprodukte

Andere Milchprodukte werden nach ihrem Charakter in
Anlehnung an eines der vorgenannten Produkte vorbereitet.

7.2 Herstellen der Probelosung

7.2.1 FEtwa

~ § g der nach Abschnitt 7.1.1 vorbereiteten Probe (entspre-
chend etwa 0,1 g L- und D-Milchséure je 100 g Milch) oder

— 2 gdernach Abschnitt 7.1.2 vorbereiteten Probe (entspre-
chend z. B. etwa 0,6 g L-Milchsdure und etwa 0,3 g D-Milch-
séure je 100 g Joghurt) oder

- 5 g der nach Abschnitt 7.1.3 vorbereiteten Probe (entspre-
chend z. B. etwa 0,10 g L-Milchsdure und etwa 0,005 g
D-Milchsaure je 100 g Magermilchpuliver)

werden moglichst schnell in einen vorgewagten 100-ml-
Erlenmeyerkolben mit einer Pipette oder unter Verwendung
eines Porzellanloffels oder - spatels eingewogen und mit
etwa 50 ml heiBem Wasser (etwa 60 °C) vermischt. Der Erlen-
meyerkolben wird verschlossen und 15 min geschiittelt oder
am Magnetrihrer geriihrt.

7.2.2 Nach dem Abkiihlen werden nacheinander 5,0 mi
Kaliumhexacyanoferrat(ll)-Losung und 5,0 ml Zinksulfat-
Losung hinzugegeben. Nach jeder Zugabe wird kréftig
geschiittelt.

Anmerkung: Wahlweise kann anstelle des Schittelns mit
dem Magnetriihrer nach Abschnitt 5.12 geriihrt wer-
den.

7.2.3 AnschlieBend wird die Mischung mit der Natronlauge
nach Abschnitt 4.3 auf einen pH-Wert zwischen 7,0 und 7,5
eingestellt. '

7.2.4 Die Mischung wird in einen 100-ml-MeBkolben quanti-
tativ ibergespiilt. AnschlieBend wird der MeBkolben mit Was-
ser aufgefilit.

7.2.5 Der MeBkolben wird etwa 15 min in ein Eisbad oder in
einen Kihlschrank gestellt.

7.2.6 Hiernach wird der Inhalt des MeBkolbens durch ein
Faltenfilter filtriert. Falls erforderlich, wird nochmals filtriert,
bis sich ein klares Filtrat ergibt. Das klare Filtrat wird als Pro-
beldsung zur Bestimmung nach Abschnitt 7.3 weiter verwen-
det. Die Probeldosung sollte unverziiglich nach ihrer Herstel-
lung zur Bestimmung nach Abschnitt 7.3 eingesetzt werden.

Anmerkung: Schwache Triibungen stéren die Bestimmungen
in der Regel nicht.

2) Siehe Seite 1
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