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Enzymatische Bestimmung von Essigsaure in Lebensmitteln und anderen Probenmaterialien

2x50 mlR1 und 2 x 12,5 ml R2 (50 Tests)

Art. Nr. E8226

Seitel/1

Nur fur den Laborgebrauch
Lagerung bei 2 - 8 °C

Testprinzip

Enzymatische Bestimmung mit Acetat-Kinase (AK), ADP-Hexokinase
(ADP-HKP) und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH).
NADH wird gebildet und bei 340 nm gemessen:

Acetat + ATP —— AK—— Acetylphosphat + ADP

ADP + D-Glucose — ADP-HKP —— D-Glucose-6-phosphate + AMP

D-Glucose-6-phosphat + NAD* — G6P-DH —>
6-Phosphoglucono-d-lacton + NADH + H*

Reagenzien

Die Reagenzien sind gebrauchsfertig.

Reagenz 1: zwei Flaschen = 50 ml (Puffer, NAD)

Reagenz 2: zwei Flaschen = 12,5 ml (AK, ADP-HKP, G6P-DH)
Kalibrator-Set: 4 Flaschen je = 3,5 ml (0,02 - 1,3 g/l Essigséure)

Die Reagenzien sind bei 2 - 8 °C bis zum Monatsende der Haltbarkeit
stabil (siehe Etikett). Reagenzien nicht einfrieren. Reagenzien vor
dem Gebrauch auf Raumtemperatur (20 - 25 °C) bringen.

Die Ublichen VorsichtsmaRnahmen beim Umgang mit Chemikalien
sollten beachtet werden. Nicht verschlucken! Bertihrung mit Haut und
Schleimhauten vermeiden.

Dieses Kit kann gesundheitsgefahrdende Substanzen enthalten.
Sicherheitshinweise zu den enthaltenen Komponenten entnehmen
Sie bitte den Sicherheitsdatenblattern (MSDS) auf unserer
Internetseite (www.r-biopharm.de). Nach Gebrauch die Reagenzien
mit dem Laborabfall entsorgen. Das Verpackungsmaterial kann dem
Recycling zugefuhrt werden.

Probenvorbereitung

e Kilare, farblose und pH-neutrale Probelésungen direkt, bzw. nach

Verdinnen in den angegebenen Messbereich (siehe

Leistungsdaten) einsetzen

Trabe Losungen filtrieren oder zentrifugieren

Kohlensaurehaltige Proben entgasen

Protein- und fetthaltige Proben mit Carrez-Reagenzien klaren

Feste und halbfeste Proben zerkleinern und homogenisieren

und mit Wasser extrahieren; filtrieren oder zentrifugieren, oder

bei Bedarf Carrez-Klarung anwenden

e  Stark fetthaltige Proben in einen Messkolben (mind. 50 ml)
einwiegen und mit heilem Wasser extrahieren; Probelésung zur
Fettabscheidung abkihlen lassen (z. B. 15 min im Eisbad);
Messkolben bis zur Marke mit Wasser auffillen, Fettschicht
entfernen und wéassrige Lésung vor dem Testen filtrieren

e  Stark alkalische oder stark saure Proben mit KOH / NaOH bzw.
HCI auf ca. pH 8 einstellen

Test Durchfiihrung

Wellenlange: 340 nm

Schichtdicke: lcm

Temperatur: 20-25°C/37°C

Messung: Gegen Luft oder Wasser

Probe: 0,02 bis 1,3 g/l

Reagenz-Blank Proben /
(RB) Kalibratoren

Probe / Kalibrator - 100 pl
Bidest. Wasser 100 pl -
Reagenz 1 2000 pl 2000 pl

Berechnung der Ergebnisse

Die Konzentrationen der Kalibratoren werden gegen die zugehdrige
Extinktion aufgetragen. Die Ermittlung der Kalibrationskurve erfolgt in
Excel Uber ein Polynom 4. Grades. Dabei werden die Sollwerte der
Kalibratoren tiber die A OD-Werte aufgetragen. Die Konzentration der
Proben wird anhand der Polynomialgleichung oder direkt aus der
Graphik ermittelt.

Eine Excel-Auswertetabelle ist auf Anfrage erhaltlich.

Beispiel mit typischen Extinktionswerten:

Mischen, 1 min bei 37 °C oder 3 min bei 20 - 25 °C inkubieren.
Extinktion E; im Zeittakt messen, dann zugeben:

Reagenz 2 500 pl 500 pl

Mischen, 10 min bei 37°C oder 15 min bei 20 - 25 °C inkubieren.

Extinktion E, im Zeittakt messen (keine Endpunktbestimmung).

Der Reagenzblank muss bei jedem Lauf einmal durchgefiihrt werden,
und von jedem Probenergebnis abgezogen werden.
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Essigsaure E, . A OD

(a/l) (minus Blank)
Kalibrator 1 0,02 0,288 0,077
Kalibrator 2 0,1 0,534 0,323
Kalibrator 3 0,3 0,940 0,729
Kalibrator 4 1,3 1,871 1,660

Berechnung bei Feststoffen:

Cavayt [g/]
Gehaltaay [g/100 g] = m x 100

Leistungsdaten

Spezifitat

Die Bestimmung ist spezifisch fur Essigséaure. Interferenzen wurden
fur Ascorbinséure bis 1,0 g/l, fur Citronenséure bis 2,5 g/l und fur
Weinséure bis 3,5 g/l vermessen und kodnnen ausgeschlossen
werden. Interferenzen wurden fir Glycerol bis 25 g/l und fir Sulfit
(SO2) bis 1 g/l vermessen und kdnnen ausgeschlossen werden.

Messbereich

Der empfohlene Messbereich liegt zwischen 0,02 bis 1,3 g/l, um einen
A E=1,5(E) zu gewahrleisten. Wird dieser Bereich Uberschritten,
sollten die Proben auf eine Konzentration innerhalb des Messbereichs
mit Bidest. Wasser. verdiinnt werden. Der Verdinnungsfaktor ist bei
der Berechnung zu bericksichtigen.

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

- LoD = 2,5 mg/l

- LoQ =4,5mgl/l

Kalibration und Automatisierung

Die Kalibrationsstabilitat betragt 7 Tage.
Applikationen fur Automaten sind auf Anfrage erhéltlich.

Haftungsausschluss

Diese Angaben entsprechen dem heutigen Stand unserer Kenntnisse
und sollen Uber unsere Produkte und deren
Anwendungsmadglichkeiten 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 fur die standardisierte
Qualitat der Reagenzien. Defekte Produkte werden ersetzt. Fir
dariiber hinaus gehende direkte, indirekte Schaden oder sonstige
Kosten im Zusammenhang mit der Nutzung der Produkte haftet R-
Biopharm nicht.
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