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UV-Test zur Bestimmung von Essigsaure in Lebensmitteln und anderen Probenmaterialien

Test-Kombination fir 50 Bestimmungen
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Nur fiir den Laborgebrauch
Lagerungbei2 - 8 °C

1. Testprinzip

Enzymatische Bestimmung mit Acetat-Kinase (AK), ADP-Hexokinase
(ADP-HK) und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH).

Essigsaure (Acetat) reagiert in Gegenwart von ATP und Acetat-
Kinase (AK) zu Acetylphosphat und ADP. Die gebildete Menge an
ADP ist aquimolar zur Acetatkonzentration und ist der begrenzende
Faktor fir die folgenden Schritte:

Acetat + ATP —— aAk—— Acetylphosphat + ADP

Fir jedes Mol ADP, das in der Reaktion vorhanden ist, wird ein Mol
D-Glucose durch eine ADP-abhangige Hexokinase in D-Glucose-6-
Phosphat und AMP umgewandelt.

ADP + D-Glucose — ADP-HK—— D-Glucose-6-Phosphat + AMP

In Gegenwart von Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH)
reagieren D-Glucose-6-Phosphat ~ und Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid (NAD") zu D-Glucono-5-lacton-6-Phosphat und NADH/H".

D-Glucose-6-Phosphat + NAD* — G6P-DH——>
D-Glucono-6-lacton-6-Phosphat + NADH + H*

NAD wird dabei zu NADH reduziert. Die gebildete NADH-Menge wird
bei 340 nm gemessen.

Da es keine lineare Beziehung zwischen der Essigsaurekonzentration
und der bei 340 nm gemessenen OD gibt, sind dem Test-Kit vier
Kalibratoren beigefligt. Eine Zwei-Punkt-Kalibrierung, wie sie von
einigen Wettbewerbern verwendet wird, fiihrt nicht zu genauen
Ergebnissen Uber den gesamten Kalibrierungsbereich.

2. Reagenzien

2.1. Inhalt & Zusammensetzung

Der Test ist fur eine manuelle und automatisierte Abarbeitung

geeignet. Die Reagenzien reichen bei manueller Abarbeitung fir

50 Bestimmungen. Die Anzahl der Bestimmungen bei automatisierter

Abarbeitung ist um ein Vielfaches erhoht, jedoch Gerate-abhangig.

e Reagenz 1: 2 x 50 ml mit Puffer, NAD, ATP

e Reagenz 2: 2 x 12,5 ml mit Puffer, AK, ADP-HK, G6P-DH

e Kalibrator-Set: 4 x 3,5 ml (20, 100, 300 und 1300 mg/I
Essigsaure)

2.2. Reagenzienvorbereitung

Die Reagenzien sind gebrauchsfertig und miissen vor dem Gebrauch
auf Raumtemperatur (20 - 25 °C) gebracht werden. Komponenten
nicht zwischen Kits verschiedener Chargen austauschen.

2.3. Lagerung & Haltbarkeit

Die Reagenzien sind bei sachgerechter Handhabung auch nach dem
Offnen bei 2 - 8 °C bis zum Monatsende der angegebenen Haltbarkeit
stabil (siehe Etikett). Reagenzien nicht einfrieren.

2.4. Sicherheit & Entsorgung

Die Ublichen VorsichtsmalRnahmen beim Umgang mit Chemikalien
sind zu beachten. Nicht verschlucken sowie Beriihrung mit Haut und
Schleimhauten vermeiden.

Sicherheitshinweise zu den enthaltenen Komponenten sind den
jeweiligen Sicherheitsdatenblattern (SDS) zu entnehmen. Nach
Gebrauch kénnen die Reagenzien mit dem Laborabfall entsorgt und
das Verpackungsmaterial dem Recycling zugefiihrt werden.

3. Probenvorbereitung

e Die Probenvorbereitung fir die manuelle und die automatisierte
Testdurchflhrung ist identisch.

e Die Proben sollten vor der Messung auf Raumtemperatur
gebracht werden.

e Flissige, klare und anndhernd neutrale Probelésungen direkt
bzw. nach Verdinnen mit dest. Wasser auf eine Konzentration
innerhalb des Messbereichs (siehe Leistungsdaten) im Test
einsetzen.

e Tribe Lésungen filtrieren oder zentrifugieren.
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Stark gefarbte Proben gegebenenfalls entfarben.
Kohlensaurehaltige Proben entgasen.

Protein- oder fetthaltige Proben mit Carrez-Reagenzien klaren.
Feste Proben zerkleinern und homogenisieren, geeignete
Probemenge einwiegen und mit Wasser extrahieren.

e Stark fetthaltige Proben in einen Messkolben einwiegen und mit
heilem Wasser extrahieren; Probeldsung zur Fettabscheidung
abkuhlen lassen (z. B. 15 min im Eisbad); Messkolben bis zur
Marke mit Wasser aufflllen, wassrige Lésung vor dem Testen
filtrieren.

4. Testdurchfiihrung

Wellenlange: 340 nm

Temperatur: 20 - 37 °C (wahrend der Messung)
Messung: gegen Luft (ohne Kuvette) oder Wasser
Messbereich: 20 - 1300 mg/I

Reagenzleerwert Probe / Kontrolle

Reagenz 1 2000 pl 2000 pl
Probe / Kontrolle - 100 pl

Dest. Wasser 100 pl -

Mischen, 3 min bei 20 - 37 °C inkubieren. Extinktion E; messen,
dann Zugabe von:

Reagenz 2 500 pl 500 pl

Mischen, 15 min bei 20 - 37 °C inkubieren und Extinktion E;
messen.

Der Reagenzleerwert muss bei jedem Lauf einmalig mitbestimmt und
von jedem Probenergebnis abgezogen werden.

5. Berechnung der Ergebnisse
5.1. Berechnung bei Probel6sungen

5.1.1. Konzentration Essigséure
AE = (Ez- df x E1)prove - (E2 - df X Eq)riw

df: Dilution factor (Reagenzverdiinnungsfaktor)
RLW: Reagenzleerwert

Probenvolumen + R1
df = = 0,808
Testvolumen

Eine Erhéhung des Probenvolumens (bis max. 1000 pl) bei unveranderten Reagenzvolumina
erfordert Umrechnung des Reagenzverdiinnungsfaktors (df). Bei Erhéhung des Volumens
kann es zur Beeinflussung des Testsystems kommen. Generell gilt es dies Matrix-abhangig
zu Uberpriifen.

Die Ermittlung der Kalibrationskurve erfolgt in Excel Uber ein
Polynom 3. Grades. Dabei werden die Sollwerte der Kalibratoren tber
die AE-Werte aufgetragen. Die Konzentration der Proben wird anhand
der Polynomialgleichung ermittelt. Eine Excel-Auswertetabelle ist auf
Anfrage erhaltlich.

Essigsaure [g/L]
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Beispiel einer typischen Kalibrationskurve
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5.2. Berechnung bei Feststoffen

Cessigsaure [9/1 Probeldsung]
Einwaageproe in g/l Probeldsung

GehaItEssigséure [9/1 00 g] = 100

5.3. Kontrollen & Akzeptanzkriterien

Kontroll- oder Referenzproben sollten zur Qualitatskontrolle bei jedem
Lauf mitgefuhrt werden. Hierfir empfehlen wir Enzytec™ Liquid Multi-
Acid Standard low (E8460).

Die Wiederfindung von Enzytec™ Liquid Multi-Acid Standard low
sowie anderen wassrigen Kontrollldsungen sollten innerhalb
100 £ 5 % liegen.

6. Leistungsdaten
6.1. Spezifitiat & Nebenaktivitdten

Die Bestimmung ist spezifisch fir Essigsaure. Fur die Bestimmung
der Nebenaktivititen des Messsystems wurden hochkonzentrierte
organische Saurelésungen (10 g/l) im Essigsaure-Reagenz
gemessen. D-Milchsdure, Fumarsaure, Oxalessigsdure und
Propionsaure weisen keine Nebenaktivitaten auf.

6.2. Interferenzen

Alle getesteten Substanzen wurden in héheren Einzelkonzentrationen
in Gegenwart von 1 g/l Essigsdure getestet und zeigten keine
Interferenzen (fiir Details siehe Validierungsbericht).

6.3. Linearitit, Messbereich & Sensitivitat

Die Linearitat ist bis 1500 mg/l Essigsdure gegeben, wobei der
empfohlene  Messbereich zwischen 20 wund 1300 mg/l
(100 pl Probenvolumen) liegt.

Die Nachweisgrenze (LoD) wurde nach der Methode DIN
32645:2008-11 in gepufferter wassriger Losung fiur ein
Probenvolumen von v = 100 pl ermittelt. Hieraus ergibt sich ein LoD
von 2,2 mg/l. Die Bestimmungsgrenze (LoQ) betragt 3,8 mg/l.

6.4. Kalibration

Die Kalibrationsstabilitat betragt 7 Tage. Die Giiltigkeit der Kalibration
sollte taglich mit einer Kontrollprobe verifiziert werden.

6.5. Automatisierung mittels Pictus 500
6.5.1. Bestimmungsgrenze (LoQ)

P500 Applikation LoQ
High Range 90 mg/l
Basic Range 16 mgl/l

6.5.2. Messbereiche

P500 Applikation Messbereich
High Range bis 6,5 g/l
Basic Range bis 1300 mg/I

6.5.3. Prézision und Richtigkeit
Hier dargestellt sind Daten der Messung einer wassrigen Lésung.

High Range
Zielkonzentration, mg/l 150 1008
Mittelwert, mg/l 153,1 992
SD, mg/l 5,10 10,4
RSD, % 3,3 1,0
Wiederfindung, % 102,1 98,4
Basic Range
Zielkonzentration, mg/l 150 994
Mittelwert, mg/| 152,4 1009
SD, mg/l 1,60 13,4
RSD, % 1,1 1,3
Wiederfindung, % 101,6 100,1
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7. Unterstiitzende Dokumente
Auf Anfrage bieten wir Ihnen folgende Dokumente:

e Enzytec™ Liquid Validierungsberichte

e Enzytec™ Liquid Probenvorbereitungshandbuch

e Enzytec™ Liquid Excel-Auswertevorlagen

e Enzytec™ Liquid Troubleshooting-Handbuch
Sicherheitsdatenblatter (SDS) und Analysenzertifikate (CoA) sind in
digitaler Form unter folgendem Link erhaltlich
https://eifu.r-biopharm.com/

8. Dienstleistungen & technischer Support
Auf Anfrage bieten wir Ihnen folgende Leistungen:
Kundenspezifisches Troubleshooting

Daten- & Ergebnisanalyse

Kunden-Workshops & Webinare
Automatisierung: applikativer Support und technischer Service

9. Haftungsausschluss

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




