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Determination of alkaline phosphatase activity in milk;
enzymatic method

Détermination de I’activité alcalin phosphatasique dans lait;

méthode enzymatique

1 Zweck und Anwendungsbereich

Diese Norm legt ein enzymatisches Verfahren zur Ermitt-
lung der Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase in Milch
fest. Es ist flir Rohmilch, Konsummilch und rekonstituierte
Milch anwendbar.

2 Begriff
Alkalische Phosphatase-Aktivitét
Unter der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat wird die nach

dem in dieser Norm beschriebenen Verfahren bestimmte
Enzymaktivitat, angegeben in U/L"), verstanden.

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Die Milch wird mit Wasser verdiinnt. Der verdinnten Milch
wird 4-Nitrophenylphosphat zugesetzt. Das in der Milch
enthaltene Enzym Alkalische Phosphatase hydrolysiert
4-Nitrophenylphosphat, wobei 4-Nitrophenol nach folgen-
der Reaktion entsteht:

4-Nitrophenylphosphat + H,O
Alkalische

Phosphat + 4-Nitrophenol
Phosphatase

Die je Zeiteinheit freigesetzte Menge an 4-Nitrophenol ist
der Phosphatase-Aktivitat proportional und kann aufgrund
ihrer gelben Farbe bei einer Wellenldnge von 405 nm
photometrisch gemessen werden.

4 Chemikalien

Es sind analysenreine Chemikalien zu verwenden. Das
verwendete Wasser muB frisch bidestilliert oder von ent-
sprechender Reinheit sein.

41 Pufferlésung, pH =10,2

6,30 g Diethanolamin, w = 85 %?), werden mit 40 ml Was-
ser verdinnt und mit der Salzsdure-Lésung nach Ab-
schnitt 4.3 auf einen pH-Wert von 10,2 eingestellt. 518 mg
MgCl, + 6H,0 werden hinzugefiigt und geldst, der
pH-Wert wird erneut gemessen und, falls erforderlich, auf
10,2 nachgestellt. Die Lésung wird auf 50 ml aufgefiillt
und gemischt.
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4.2 4-Nitrophenylphosphat-Lésung

94,3 mg 4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz-Hexahy-
drat werden in 50 ml der Pufferlésung nach Abschniti 4.1
gelost. Die Losung ist bei Lagerung bei etwa 4°C
1 Woche haltbar.

4.3 Salzséure-Losung, w = 32%3)

4.4 Detergenz-Losung, w = 20%?)
20 g Iso tridecanol-Polyethylenglykoi (8) ®) werden in Was-
ser geldst und auf 100 mt aufgefulit.

5 Geréte und Hilfsmittel
51 Enzymtest-MeBpipetten,

Klasse AS, auf teilweisen Ablauf justiert, nach DIN 12 699,
Nennvolumen 0,2 ml und 3 ml '

5.2 Kolbenhubpipetten, Nennvolumen 1 mi

5.3 MeBkiivetten aus Glas oder Kunststoff,
Schichtdicke 10 mm

') Die Enzymaktivitat wird in dieser Norm in Internationa-
len Einheiten (U) angegeben. 1 U ist die Enzymaktivi-
tat, die unter festgelegten Bedingungen bei einer Tem-
peratur von 25°C (hier: von 37°C) unter optimalen
Bedingungen eine Substratmenge von 1 umol je min
umsetzt.

2) Massenanteil

3) Geeignete Produkte sind im Handel erhaltlich. Aus-
kunft tiber Bezugsquellen erteilt der NormenausschuB
Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL)
im DIN Deutsches Institut fiir Normung e.V, Burggra-
fenstraBe 6, 10787 Berlin; Postanschrift 10772 Berlin.
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5.4 Spektrallinien-Filterphotometer, geeignet fir

Messungen bei 405 nm (Hg-Lampen), ausgestattet mit

einem auf (37  0,5)°C temperierbaren Kivettenhalter.
ANMERKUNG: Es koénnen auch Spektralphoto-
meter, die eine Messung bei 400 bis 420 nm erlau-
ben und eine spektrale Bandbreite von hchstens
+5 nm aufweisen, verwendet werden. Es muB
dann mit einer 4-Nitrophenol-Standardlésung eine
Bezugskurve aufgestelit werden.

5.5 Wasserbad, einstellbar auf (37 £ 0,5)°C

5.6 Magnetrithrgerét oder anderer geeigneter Rihrer

6 Probenahme
Nach DIN 10327

7 Durchfilhrung

71 Vorbereitung der Proben

Kiihi gelagerte Proben werden auf Raumtemperatur
erwarmt und 2 min geriihrt, um eine homogene Mischung
zu erhalten.

Die Probe wird 1:1 (Konsummilch) bzw. 1:20 (Rohmilch)
mit auf 2 bis 8°C vorgekihltem, bidestilliertem Wasser ver-
dinnt. 0,5 ml der jeweils verdinnten Milchprobe werden
mit 1 ml der Detergenz-Losung nach Abschnitt 4.4 ver-
setzt. Die Mischung wird 1 h stehengelassen.

7.2 Blindwert

Eine beliebige Konsummilch wird in einem Reagenzglas
zweimal kurz aufgekocht und auf Raumtemperatur abge-
kiihit. AnschlieBend wird die abgekochte Milch nach
Abschnitt 7.1 vorbereitet und zur Bestimmung nach Ab-
schnitt 7.3 eingesetzt (0,15 mt anstelle der Probenldsung).
Innerhalb einer MeBserie von mehreren Proben sollten
mindestens 2 Blindwert-Messungen ausgefuhrt werden.

7.3 Bestimmung

Tabelle
L s Volumen
In die Kivette pipettieren mi
4-Nitrophenylphosphat-Lésung
nach Abschnitt 4.2 im Wasserbad 3,00
auf 37 °C temperiert

Temperatur in der Kiivette prifen (37 °C + 0,5°C),
Extinktion messen (Wert geht nicht in die Berechnung
ein). Bei konstanter Anzeige (nach etwa 5 min)
Reaktion starten

mit (verdiinnter, gekiarter) Probenldsung 015
nach Abschnitt 7.1 mischen ?

Nach einer Wartezeit von 5 min Extinktionen mehr-
mals im Abstand von jeweils 5 min messen.

Wenn die Extinktionsdifferenzen (AE) zwischen zwei
aufeinanderfolgenden Messungen konstant sind, wird

der Mittelwert fir AE/min berechnet.

Die Extinktionsdnderung solite AE < 0,025/min sein. Ist
AE gréBer, muB die Probenlésung weiter verdiinnt werden.
Der Verdiinnungsfaktor (F) ist bei der Berechnung zu
beriicksichtigen.
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8 Auswertung
8.1 Berechnung

Bei der dieser Bestimmung zugrundeliegenden Reaktion
besteht Proportionalitét zwischen der Extinktionsénderung
je Zeiteinheit und der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat.
Die Berechnung der Aktivitdt eines Enzyms in verdunnter
Lésung nach absorptionsphotometrischen Messungen
basiert auf dem Lambert-Beerschen-Gesetz.

811 Die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase b in U/t
der Probe wird nach folgender Gleichung berechnet:

V, « F+ 1000 - (AEp,/min - AEg/min)
b= (M
[ d- V2

Hierin bedeuten:
\Z Gesamtvolumen der MeBidsung
(siehe Abschnitt 7.3) in ml
(in diesem Fall ist V; = 3,15 ml)
V, zur Herstellung der MeBIGsung
(siehe Abschnitt 7.3) eingesetztes
Volumen an Probenlésung in ml
(in diesem Fall ist V,, = 0,15 ml)
AEp,/min Extinktionsdifferenz je min fiir die Probe
AEg/min Extinktionsdifferenz je min fir den

Blindwert

F Verdiinnungsfaktor (bei Konsummilch:
F = 6; bei Rohmilch: F = 60)

£ Extinktionskoeffizient von 4-Nitrophenol:
bei Hg 405 nm = 18,48 | - mmol™ « cm™

d Schichtdicke der Kiivette in cm

(in diesem Fall ist d = 1 cm)

Wird vom Pipettierschema (sieche Abschnitt 7.3) nicht
abgewichen, so ist

b = (AEp,/min - AEg/min) - F - 1136 )

Das Ergebnis wird auf eine Stelle nach dem Komma
gerundet angegeben.

8.2 Prazision des Verfahrens

Die Prazisionsdaten wurden an lyophilisierten Milchpro-
ben mit Anteilen von 0,5%2) Rohmilch, entsprechend
einer Aktivitit von 17 U/l und 2% Rohmilch, entspre-
chend einer Aktivitat von 67 U/t ermittelt.

8.2.1 Wiederholgrenze
Ermittelt bei 17 U/L: r=5 U/L; Sy = 1,6 U/l
Ermittelt bei 67 U/L: r =7 U/L; Sy =25 U/l

8.2.2 Vergleichgrenze
Ermittelt bei 17 U/L: R =13 U/L; Sy = 4,7 U/l
Ermittelt bei 67 U/L: R =17 U/\; S(g) = 6,0 U/L

9 Untersuchungsbericht
Im Untersuchungsbericht sind unter Hinweis auf diese
Norm mindestens anzugeben:

a) Art, Herkunft und Bezeichnung der Probe

b) Artund Datum der Probenahme

¢) Alkalische Phosphatase-Aktivitatin U/t

d) Eingangs- und Untersuchungsdatum

e) Begriindung, falls von dieser Norm abgewichen
worden ist.

2) Massenanteil
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