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Nur fir den Laborgebrauch
Lagerung bei 2 -8 °C

Dieser Test wurde fur die folgenden Matrices validiert: Volleipulver,
Eigelb, Mayonnaise, Eierlikér, Wurst, Fleischwaren und Butter.
Detaillierte Ergebnisse und weitere Informationen zu den
Validierungsdaten finden Sie im Validierungsbericht.

Eine empfohlene Probenvorbereitung fir Nudeln und eine alternative
Probenextraktion fir Eierlikér wurden getestet und sind auf Anfrage
erhéltlich. Andere Lebensmittel oder Probenmaterialien kénnen
getestet und missen vom Anwender validiert werden.

1. Testprinzip

Cholesterin wird durch das Enzym Cholesterinoxidase (ChOx) zu
Cholest-4-en-3-on oxidiert:

Cholesterin + O, — chox — Cholest-4-en-3-on + H,O,

Das Enzym Peroxidase (POD) katalysiert die nachfolgende Reaktion:
2 H,0; + 4-Aminoantipyrin + Phenol —pob — Chinonimin + 4 H,O
Die Konzentration des entstehenden Chinonimin-Farbstoffes ist der
Menge an Cholesterin aquivalent und wird aufgrund seiner Absorption
im sichtbaren Bereich bei 492 nm gemessen. Fir die

Ergebnisberechnung wird ein chinonimin-spezifischer Extinktions-
koeffizient verwendet.

Um unspezifische Effekte der Probenmatrix zu beruicksichtigen, wird
zuséatzlich ein Matrix- bzw. Probenleerwert durchgefihrt, in dem die
Cholesterinoxidase in Reagenz 1 Blank nicht enthalten ist.

2. Reagenzien
2.1. Inhalt & Zusammensetzung

Der Test ist fur eine manuelle und automatisierte Abarbeitung
geeignet. Die Reagenzien reichen bei manueller Abarbeitung fir
55 Bestimmungen. Die Anzahl der Bestimmungen bei automatisierter
Abarbeitung ist um ein Vielfaches erhoht, jedoch gerateabhangig.

(1) Reagenz 1 Blank 1x116 ml Puffer

(2) Reagenz 1 Sample 1 x 116 ml Puffer, Cholesterinoxidase
(3) Reagenz 2 4 x 14,5 ml Puffer, 4-Aminoantipyrin,
Peroxidase

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 zur aufgedruckten Haltbarkeit stabil (siehe
Etikett). Reagenzien nicht einfrieren.

Achtung: Reagenz 2 beinhaltet das lichtempfindliche Reagenz
4-Aminoantipyrin  und sollte wahrend der Testdurchfiihrung
weitestgehend und bei Lagerung stets vor Licht geschiitzt werden.

Der Puffer darf nicht Gber 45 °C erhitzt werden, da sonst irreversible
Tribungen auftreten kénnen.

2.4. Sicherheit & Entsorgung

Das Produkt/der Test ist ausschlieBlich zur Anwendung im Rahmen
der Zweckbestimmung geeignet. Die Gebrauchsanweisung ist strikt
zu befolgen.

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.
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3. Probenvorbereitung

3.1. Zusatzliche Materialien, Reagenzien und Geréte

Fir die Probenvorbereitung werden =zusatzlich die folgenden
Materialien, Reagenzien und Gerate bendtigt:

Kaliumhydroxid zur Herstellung einer wassrigen 10 M KOH
Methanol zur Herstellung einer methanolischen 1 M KOH
2-Propanol (Isopropanol)

Salzsaure zur Herstellung einer 8 M HCI-Lésung
Calciumchlorid-Dihydrat

Glasperlen (0,25 - 0,5 mm; z.B. Carl Roth, Art. Nr. A553.1,
Karlsruhe, Germany)

Rundkolben (50 ml)

Ruckflusskuhler (passend fur 50-ml-Kolben)

Heizmanschette bzw. Laborheizpilz fiir 50-ml-Kolben
Geriffelter oder gefalteter Papierfilter

Spritzenfilter Polyethersulfon (PES), 0,22 um

Messkolben (25 ml, 50 ml, 100 ml)

Zentrifugenréhrchen

Spektralphotometer fiir 4-ml-Kivetten (eingestellt auf 492 nm)
Acryl-Einwegkuvetten (4 ml)
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Allgemeine Probenvorbereitung

o Halbfeste und pastése Proben ausreichend homogenisieren;
feste Proben vollstandig zerkleinern und quantitativ sieben
(Maschenweite < 0,2 mm).

e Die Extraktion des Cholesterins aus der Probenmatrix erfolgt
durch alkalische Hydrolyse: Kochen unter Rickfluss mit
methanolischer Kalilauge und 2-Propanol (siehe 3.1 Zusatzliche
Materialien, Reagenzien und Gerite).

e Hierfir muss eine 1 M methanolische Kalilauge téglich frisch
angesetzt werden, da handelslbliche methanolische Kalilauge
meist Stabilisatoren enthalten, die die Cholesterin-Oxidase
inhibieren kénnen. Hierfir wird eine wassrige 10 M KOH mit dem
9-fachen Volumen an Methanol (p.a.) verdiinnt.

e Fettsduren koénnen durch Ansduern der Probe in der Kalte
entfernt werden.

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

3.3. Bestimmung von Cholesterin in Volleipulver, Eigelb,
Mayonnaise und Eierlikér

e 110,059 Glasperlen und 0,25 g + 0,01 g Probe in einen 50 ml
Rundkolben einwiegen.
e 20 ml 1 M methanolische KOH und 10 ml 2-Propanol zuftigen.
e Ansatz zum Sieden bringen und anschlieBend 30 min unter
Rihren am Ruckflusskihler unter Sieden erhitzen.
¢ Uberstehende Lésung in einen 50 ml Messkolben geben und auf
unter 80 °C (Siedetemperatur 2-Propanol) abkuhlen lassen.
e Zugabe in folgender Reihenfolge:
(1) 6 ml 2-Propanol,
(2) 2 ml 8 M HCI sowie
(3) 1 g Calciumchlorid-Dihydrat
Eine vollstandige Abklihlung kann nach dieser Zugabe erfolgen.
e Messkolben mit 2-Propanol bis zur Marke auffiillen, wenn die
Probe 20 °C bzw. Eichtemperatur des Messkolbens erreicht hat.
e Mischen und fiir 20 min bei 2 - 8 °C abkuhlen lassen (z.B. auf Eis).
e Ldsung durch einen Faltenfilter filtrieren und klare Ldsung im Test
einsetzen.
Steht die Probe langer, kann es zu weiteren Fallungen der
Fettsduren kommen. Die Probe muss dann ggf. erneut filtriert
werden. Alternativ einen SpritzenvorsatZzfilter verwenden.

Fir reine Pflanzendle wird ebenfalls die oben beschriebene
Extraktionsmethode empfohlen, um deren Gehalt an Phytosterinen zu
charakterisieren.
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3.4. Bestimmung von Cholesterin in Wurst-, Fleischwaren und
Butter

1+ 0,05 g Glasperlen in einen 50 ml Rundkolben einwiegen.

0,25 g der Fleischprobe oder 0,125 g Butter hinzugeben.

10 ml 1 M methanolische KOH zufiigen.

Ansatz zum Sieden bringen und anschlieBend 25 min unter

Ruhren am Ruckflusskiihler unter Sieden erhitzen.

¢ Uberstehende Lésung in einen 25 ml Messkolben geben und auf
unter 80 °C (Siedetemperatur 2-Propanol) abkihlen lassen.

e Rickstand zweimal mit je 6 ml 2-Propanol zum Sieden bringen
und anschlieend und unter Rihren am Ruickflusskiihler erhitzen.

e L3dsung in einen 25 ml Messkolben Uberfiihren und 1 ml 8 M HCI
zugeben.

e Messkolben mit 2-Propanol bis zur Marke auffiillen, wenn die
Probe 20 °C bzw. Eichtemperatur des Messkolbens erreicht hat.

e Mischen und Lésung durch einen Faltenfilter filtrieren und 200 pl

der klaren Losung im Test einsetzen (Reagenzverdiinnungs-

faktor df beachten! 2> 5.1.1. Gesamtkonzentration Cholesterin).

3.5. Weitere Hinweise

e Die Probenextrakte sollten mdéglichst klar und ohne Ausfallungen
sein. 2-Isoproanol kann bei langerer Einwirkzeit Acrylatkivetten
triben und/oder schadigen. Dadurch kann es im unteren Teil der
Kuvette zu Tribungen kommen. Eine langere Standzeit (z.B. in
Geraten) ist dementsprechend zu vermeiden.

e Die Kiivettentriibbung sollte bei der Messung nicht im
Strahlengang liegen, da sonst eine zu hohe Absorption
gemessen wird.

e Auf Siedeverziige achten/vermeiden!

e Es zeigte sich, dass die Wiederfindung von Cholesterin in
Probelésungen deutlich verbessert werden kann, wenn diese
Uber Nacht bei 4 °C stehen und am Folgetag vermessen werden.

4. Testdurchfiihrung

Wellenlange: 492 nm
Kuvetten: 1 cm Schichtdicke
Temperatur: 37 °C (wahrend der Messung)

Messbereich: 20 - 900 mg/l

Probenleerwert Probe / Kontrolle

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

Mischen, fir 3 min bei 37 °C inkubieren. Extinktion E; bei
492 nm messen, dann Zugabe von:

Reagenz 2 500 pl 500 pl

Mischen, das Ende der Reaktion abwarten (10 min bei 37 °C) und
Extinktion E; messen.

Der Probenleerwert muss fiir jede Probe mitbestimmt und vom
jeweiligen Probenergebnis abgezogen werden.

Liegt die Messtemperatur unterhalb von 37 °C, kann dies bei
Cholesterin-Konzentrationen unter 100 mg/l zu einer etwa
10 % geringeren Probenwiederfindung fiihren.

4.1. Wichtige Hinweise zur Testdurchfiihrung

Bei der Testdurchfihrung wird kein Reagenzleerwert, sondern ein
Probenleerwert unter Verwendung des Reagenz 1 Blank (ohne
Cholesterinoxidase) mitgefiihrt. D.h. je Bestimmung werden zwei
Kuvetten bendtigt, in die jeweils 100 pl Probe gegeben werden.

e Probenleerwert und Probe missen im selben Lauf und unter
gleichen Bedingungen gemessen werden.

e Fur die Zugabe von Reagenz 1 Blank, Reagenz 1 Sample und
Reagenz 2 wird die Verwendung einer Multistepper-Pipette
empfohlen. Verwenden Sie fir jede Komponente eine separate
Spitze.
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e Verwenden Sie fir jeden Probenextrakt (und die
Kontrollldsungen) separate Spitzen, um Kreuzkontaminationen
zu vermeiden,; spllen Sie die Spitze vor dem Pipettieren.

e Das Reagenz darf nur geschwenkt und nicht geschuttelt werden,
da es sonst zu einer verstarkten Schaumbildung kommen kann.
Es ist darauf zu achten, dass der Strahlengang nicht durch den
Schaum geht, da es sonst zu Lichtstreuungen kommen kann und
ggf. eine zu hohe Absorption gemessen wird.

e Reagenz 2 enthalt einen lichtempfindlichen Farbstoff und sollte
erst unmittelbar vor Zugabe aufgezogen und zlgig pipettiert
werden. Das Photometer ist unmittelbar nach der Zugabe von
Reagenz 2 zu schlief3en.

5. Berechnung der Ergebnisse
5.1. Berechnung bei Probelésungen

5.1.1. Gesamtkonzentration Cholesterin

AE Cholesterin = (EZ - E1 x df) Probe oder Kontrolle — (EZ - E1 x df) PLW

df: Dilution factor (Reagenzverdiinnungsfaktor)
PLW: Probenleerwert

Probenvolumen + Volumen R1
df 100, = Testvolumen = 0,808

Der angegebene df-Wert von 0,808 gilt fiir eine Basisapplikation von 100 pl. Eine Erh6hung
des Probenvolumens (siehe Validierungsbericht) bei unveranderten Reagenzvolumina
erfordert die Umrechnung des Reagenzverdiinnungsfaktors (df).

Bei Erhéhung des Volumens kann es zur Beeinflussung des Testsystems kommen. Generell
gilt es dies Matrix-abhangig zu (berprifen. Der Probenleerwert ist dem veranderten
Probenvolumen anzupassen.

Die Berechnung der Cholesterin-Konzentration erfolgt mit Hilfe des
Lambert-Beer'schen Gesetzes:

(V x MG x AE)

Exdxvrioon) - MOAB X AEXF

Cc Cholesterin [9"] =

Wurde der Probenextrakt vor der Messung verdiinnt, muss dieses Ergebnis mit dem
Vorverdiinnungsfaktor F multipliziert werden.

V: Testvolumen (Basisapplikation) [ml] =2,600

MG:  Molekulargewicht [g/mol] = 386,65

d: Schichtdicke [cm] =1,00

Vi Probevolumen (Basisapplikation) [ml] =0,100

€ Extinktionskoeffizient Chinonimin [L/mmol x cm] =6,1 (bei 492 nm)

5.2. Berechnung bei Feststoffen

Bei der Analyse fester und halbfester Proben, die fur die Vorbereitung
der Probe eingewogen werden, wird das Analysenergebnis auf die
Einwaage bezogen:

C cholesterin [@/] Probelésung]

Gehalt croestern [9/100 g1 = Einwaage proe in g/l Probeldsung

x 100

5.3. Kontrollen & Akzeptanzkriterien

Kontroll- oder Referenzproben sollten zur Qualitatskontrolle bei jedem
Lauf mitgefiihrt werden. Die Wiederfindung von Kontrolllésungen
sollte innerhalb 100+5 % liegen. Wir empfehlen dazu die
Verwendung von Referenzmaterialien oder Standardlésungen, wie
zum Beispiel:

e NIST SRM 1845a Volleipulver
e NIST SRM 1546a Fleischhomogenat

Durch die Unléslichkeit in Wasser, wird Cholesterin zur Herstellung
von Kontroll- oder Referenzproben eingewogen und in gewiinschter
Konzentration in 2-Propanol geldst.

Die Eigenschaften des Losungsmittels missen bei der Handhabung
beriicksichtigt werden (z.B. gutes Benetzen der Pipettenspitze,
Verwendung einer Direktverdrangerpipette).
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6. Leistungsdaten

6.1. Spezifitiat & Nebenaktivitdten

Die Cholesterin-Oxidase oxidiert Cholesterin und andere Sterine, bei
denen sich die Hydroxylgruppe am Kohlenstoffatom 3 in -Stellung
befindet (auBer Lanosterin). Daher reagieren auch Phytosterine, wie
Stigmasterin, (3-Sitosterin, Campesterin und Delta-5-Avenasterin zu
fast 100 %. Dies muss bei der Berechnung des Eigehaltes von “Ei-
haltigen Lebensmitteln” beriicksichtigt werden.

Bei der Analyse von tierischen Fetten empfiehlt die Internationale
Union fur Reine und Angewandte Chemie (IUPAC) die Berechnung
der Ergebnisse als Cholesterin (Molmasse 386,64 g/mol), bei der
Analyse pflanzlicher Fette die Berechnung als B-Sitosterin (Molmasse
414,69 g/mol).

6.2. Interferenzen

Sulfit, Ascorbinsaure, Nitrat, Nitrit und Oxalsaure storen nicht bis zu
einer Konzentration von 1 g/l.

6.3. Linearitit, Messbereich & Sensitivitat

Die Linearitat ist bis zu 900 mg/l Cholesterin gegeben, wobei der
empfohlene Messbereich zwischen 20 und 900 mg/l liegt
(Probenvolumen 100 pl).

Die Nachweisgrenze (LoD) wurde nach der Methode DIN
32645:2008-11 in 2-Propanol bestimmt. Daraus ergibt sich eine LoD
von 4 mgl/l respektive 2 mg/l Cholesterin fir ein Probenvolumen von
100 pl bzw. 500 pl. Die Bestimmungsgrenze (LoQ) wurde anhand
eines Prazisionsprofils bestimmt und bestatigt eine Konzentration von
20 mgl/I respektive 5 mg/l fir 100 pl bzw. 500 pl Probenvolumen.

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. Grenzen dieser Methode

Die Testergebnisse kénnen in Abhangigkeit von der Probenmatrix,
der individuellen Testdurchfihrung und der Laborumgebung
variieren. Die Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen hangen von
der jeweiligen Probenmatrix und dem Extraktionsverfahren ab.
Detaillierte Ergebnisse und weitere Informationen entnehmen Sie
bitte dem aktuellen Validierungsbericht.

Fir den vorliegenden Enzymtest konnten aufgrund der groRen Anzahl
von Lebensmitteln und anderen Probenmaterialien nur angegebene,
beispielhafte Matrices validiert werden.

Bei der Analyse einer nicht-validierten Matrix wird empfohlen, die
erzielten Ergebnisse durch Dotierexperimente zu verifizieren. Falls
erforderlich, muss eine geeignete Probenvorbereitung fir die
betreffende Probenmatrix erarbeitet und ggf. validiert werden.

R-Biopharm AG, An der neuen Bergstralle 17, 64297 Darmstadt, Germany, www.r-biopharm.com FblOthfm'

Art. Nr. E8320

Seite 3/3

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

Daten- & Ergebnisanalyse

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

10. 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, auller 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.




