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Eine enzymatische Citronensidure-Bestimmung

(Vorliufige Mitteilung)

K. Mayer und G. Pause, Eidg. Versuchsanstalt Widenswil

Enzymatische Verfahren besitzen den Vorzug, eine rasche und sichere Be-
stimmung gelegentlich auch von solchen Substanzen zu erméglichen, welche sich
mit Hilfe konventionell-chemischer Methoden nur unsicher oder unter groflerem
Arbeitsaufwand erfassen lassen. Eine Vorbehandlung der Proben ist im Falle von
eiweilarmem Untersuchungsmaterial — z. B. der hier besonders interessierenden
Weine und Fruchtsifte — nicht notwendig; die Analysen lassen sich ferner ohne
weiteres an groferen Serien, z. B. 10 Proben, durchfithren, wodurch der Arbeits-
aufwand je Probe klein bleibt. So haben wir in den letzten Jahren bei Getranke-
und Girsubstratuntersuchungen mit enzymatischen L-Apfelsdure- und Glycerin-
(vgl. [1] und [2]), des 6fteren auch mit Restglucose- und L-Milchsdurebestim-
mungen vorziigliche Erfahrungen gemacht.

Eine weitere in Weinen und Fruchtsiften vorkommende, nur mit verhaltnis-
miflig aufwendiger Methodik quantitativ nachzuweisende Verbindung ist die Ci-
tronensaure. Die genaue Erfassung der Citronensiure ist bei Fruchtsiften und
Weinen — bei letzteren in Zusammenhang mit dem biologischen Siureabbau —
hin und wieder erwiinscht, ebenso im Falle von Girversuchen, wo beispielsweise
das gebrauchliche, an sich bequeme papierchromatographische Verfahren zu
wenig genaue Werte ergibt.

Vor kurzem erhielten wir von einem deutschen Unternehmen®*, welches in
den letzten Jahren bereits zahlreiche fiir analytische Zwecke geeignete Ferment-
praparate auf den Markt brachte, ein Muster des neuen Enzyms Citrat-Lyase.
Die damit anhand verschiedener Messungen erhaltenen Resultate befriedigten auf
Anhieb, so dafl das Verfahren nachstehend kurz besprochen werden soll.

Prinzip
(nach Gruber und Moellering [3])

Das Enzym Citrat-Lyase, gewonnen aus Bakterien der Gattung Aerobacter
aerogenes, katalysiert die Reaktion

Citronensiure == Oxalessigsdure + Essigsaure.
Das Reaktionsprodukt Oxalessigsiure wird mittels Malat-Dehydrogenase

durch DPNH (reduziertes Diphophopyridinnucleotid) hydriert, eine Reaktion,

* Herrn Dr. H. U. Bergmeyer, Firma C. F. Boehringer & Soéhne GmbH, Biochemische
Abteilung, Tutzing (Obb., Deutschland) danken wir fiir das uns iiberlassene Citrat-Lyase-
Muster auch an dieser Stelle bestens.
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die sich nach dem klassischen Prinzip des «optischen Tests» nach Warburg im
Spektrophotometer bei einer Wellenlinge von z. B. 340 my. quantitativ erfassen
liflt. Die durch DPNH-Oxydation bewirkte Extinktionsabnahme ist somit ein
Maf} fiir die in der Probe vorliegende Citratmenge. Enthilt die Citrat-Lyase
Oxalacetat-Decarboxylase, entsteht neben Oxalacetat auch Pyruvat. Sicherheits-
halber setzt man daher als Indikatorenzym neben Malatdehydrogenase (MDH)
auch Lactat-Dehydrogenase (LDH) ein. Fiir die Wirkung der Citrat-Lyase sind
Zink-ITonen notwendig.

Reagenzien und Losungen

Alle Losungen mit Glas-destilliertem Wasser herstellen.
Triaethanolamin-Puffer (0,1 M, pH = 7,6):
4,65 g Triaethanolamin-HCI werden in ca. 200 ml Wasser gelost, mit 4,5 ml
2N NaOH auf pH 7,6 eingestellt und mit Wasser ad 250 ml aufgefiillt.
DPNH (ca. 0,01 M):
10 mg DPNH-Nas in 1 ml Wasser 16sen.
Zinkchlorid (ca. 0,03 M):
40 mg Zinkchlorid (trocken) mit 10 ml Wasser und 0,1 ml 2 N HCI [6sen.
Lactat-Dehydrogenase (LDH) *.
Malat-Dehydrogenase (MDH) *.
Citrat-Lyase: 10 mg Protein/ml 0,01 M Tridthanolamin-Puffer,; enthaltend 4 mg
ZnCly/ml.

Haltbarkeit der Losungen:

Die DPNH-Losung kann 3 Wochen bei 0 ° C (nicht unterhalb 0° C) aufbe-
wahrt werden; die Enzym-Suspensionen sind bei 0 °© C mehrere Monate haltbar.

Citronensdure 1afdt sich in Wein und Fruchtsiften ohne Vorbehandlung (Ent-
eiweiflung) des Untersuchungsmaterials nachweisen. Gemiff den Firma-Angaben
verlduft die Reaktion spezifisch; sie wird vor allem durch folgende Verbindungen
nicht gestort: Isocitronen-, Cis-Aconit-, Bernstein-, Fumar-, a-Ketoglutar-, L-Glu-
tamin-, Wein-, Apfel-, Essig- und Ascorbinsiure, Glucose, Fructose, Aethanol,
Salizyl- und Benzoesdure.

Bestimmungsansatz:
o

Meflwellenlinge: 340 my,, Schichtdicke: 1 cm, Mefivolumen: 3,0 ml.

Die Bestimmung erfolgt in Raumtemperatur.

Die optische Dichte der Flussigkeit in der Bezugskiivette wird durch DPNH-
Zusatz der jeweiligen Probe angepafit, so dafl die Messung im optimalen, d. h.
moglichst auseinandergezogenen Bereich der Spektrophotometer-Skala erfolgt.

* Die Enzyme Lactat-Dehydrogenase und Malat-Dehydrogenase — beides Produkte
der Firma Boehringer & Sohne GmbH, Mannheim — sind in der Schweiz erhiltlich bei
Firma Laevosan AG, Postfach, 8034 Ziirich.



Nacheinander werden in die Kiivette pipettiert:

2,70 ml Puffer, 0,06 ml DPNH-Losung, 0,01 ml Zinkchlorid-Losung, 0,02 bis
0,2 ml Probe, dest. Wasser ad 2,97 ml.

Mit unten abgeflachtem Kunststoffstab mischen, Extinktion E, ablesen, weiter ein-
mischen:

0,01 ml LDH-Suspension.
0,01 ml MDH-Suspension.

In der Probe vorhandenes Pyruvat und Oxalacetat reagiert innerhalb ca. 3 Min.
und kann gegebenenfalls getrennt bestimmt werden (E.). Hierauf weiter ein-
mischen:

0,01 ml CL-Suspension.
Citronensdure reagiert innerhalb von 3—5 Min. zum Endwert Es.
Es ergibt sich: Es — Es = AEcjt.

Als notwendig erwiesen sich in unserem Fall Blindwert-Bestimmungen mit 0,2
dest. Wasser anstelle von Probe; der A E-Wert fiir Citronensiure wird um den
erhaltenen Blindwert korrigiert.

Berechnung

E-V
A1—: wmole/ml Probe,
grd v

Allgemein ist

wobei: Extinktionskoeffizient von DPNH = 6,22 cm®/p.Mol fiir . = 340 my.
Kiivettenschichtdicke, hier 1 cm
Testvolumen, hier 3 ml

= Volumen der eingesetzten Probe, hier 0,2 ml

€
d
v
3

Unter Voraussetzung eines bereits um den Blindwert korrigierten A E-Wertes
fiir Citrat ergibt sich somit (Molekulargewicht von Citronensiure: 192,1):

AEqir. - 3+ 192,1
6,22 - 10° v

0,092

mg Citronensdaure/ml Probe =

= AECitr. :

Eine Uberpriifung der Methode an wisserigen Citronensdureldsungen
(CeHsO7 - H2O, Merck, 1 Stunde bei 105 © C getrocknet), zwei sdureabgebauten
Weinen und einem Traubensaft ergab nachstehende Ergebnisse.
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Tabelle 1

Enzymatische Citronensaunrebestimmung an wdsserigen Citratlosungen

mg Citronensaure/l H:0
50 100 250 40;)
E, 0,473 0,330 0,536 0,893
Eg 0,383 0,145 0,014 0,030
A Eg 0,090 0,185 0,522 0,863
+ Bl. w. 0,1081 0,2172 0,5401 0,881
mg/1 50,0 100,5 250,2 408,1
Tabelle 2

Enzymatische Citronensdurebestimmungen an zwei siureabgebauten Weinen una
einem Traubensaft, je ohne und mit zugesetzter Citronensdure

Weifwein Rotwein Traubensaft
" (R&duschling 1965) (Clevner 1965) (weild)
+ 100 mg + 100 mg + 100 mg
Citronen- Citronen- Citronen-
sdure/l gaure/l sdure/l
E, 0,392 0,408 0,760 C,740 0,434 0,601%*
E; 0,385 0,187 0,282 0,045 0,111 0,068
A Eg 0,007 0,221 0,478 0,695 0,323 0,533
+ Bl w 0,0392 0,2532 0,5102 0,7272 0,3552 0,5652
mg/1 18,1 117,2 236,3 336,8 164,5 261,7
Diff. (mg/1) — 99,1 — 100,5 —_ 97,2

(Blindwerte: 1 — 0,018, 2 = 0,032)
(* = O.D.g40 my,-Startwert durch DPNH-Zugabe hohergestellt)

Zur Veranschaulichung des Reaktionsablaufs wurde die Extinktionsabnahme
im Falle der Konzentration 100 mg Citrat/l Wasser mit Schreibgerit (Beckman
recorder) aufgezeichnet. In der nachstehend wiedergegebenen Abbildung bezeich-
nen LDH + MDH und CL die Zeitpunkte der betreffenden Enzym-Zugaben.

Wie obige Angaben zeigen, lieflen sich die in Wasser, Wein und Traubensaft
vorgelegten Citratmengen sehr genau wiederfinden. Der giinstige Bereich liegt
dabei zwischen 50 und 300 mg Citronensiure/l; hohere Konzentrationen werden
zweckmaflig entsprechend verdiinnt. Gemafl unseren bis jetzt gemachten, aller-
dings noch beschrinkten Erfahrungen scheint sich die beschriebene Methode zu
bewihren. Uber weitere bei der Anwendung dieser enzymatischen Citronensiure-
bestimmung an Weinen und Fruchsiften erhaltene Ergebnisse werden wir in
Kiirze berichten.
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Abbildung 1
Verlauf der enzymatischen DPNH-Oxydation mit 100 mg Citronensdurell
(0,2 ml Probemenge)
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Zusammenfassung

Eine einfache, nur kleine Probemengen bendtigende enzymatisch-photometrische Ci-
tronensiurebestimmung wird anhand wisseriger Citronensdureldsungen sowie in Wein
und Traubensaft tiberpriift. Die sehr spezifische Methode gestattet, an 0,2 ml Analysen-
fliissigkeit Konzentrationen von 50—300 mg Citronensiure/l genau zu erfassen; bei ho-
heren Konzentrationen werden entsprechend verdiinnte bzw. kleinere Probevolumen ein-
gesetzt.

Résumeé

Description d’une méthode de dosage enzymatique-spectrométrique de I’acide citrique.
Cette méthode est simple, trés spécifique, exacte et ne requiert que de petites quantités
(0,2 ml) de substance; elle a été essayée avec succés sur des solutions aqueuses d’acide
citrique ainsi que sur deux vins et un jus de raisin, avec et sans addition d’acide citrique.

Summary

Description of a method for the determination of citric acid in wine and grape juice,
based on the use of an enzyme and of spectrophotometry. This method is simple, spe-
cific, accurate and requires only small quantities (0,2 ml) of wine or juice.
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