Enzytec™ D-3-Hydroxybuttersaure

Version 1 /2021-05-06

Enzymatische UV-Bestimmung von D-3-Hydroxybuttersdure in Lebensmitteln und anderen Probenmaterialien
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Nur fir den Laborgebrauch
Lagerung bei2-8 °C

Testprinzip

Die R-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase (R-HB-DH) katalysiert die
Oxidation von D-3-Hydroxybutyrat zu Acetoacetat bei gleichzeitiger
Reduktion von NAD zu NADH, die bei 340 nm gemessen wird:

D-3-Hydroxybutyrat + NAD* —— R-HB-DH —— Acetat + NADH

Reagenzien

#1: R1-Puffer (Good-Puffer, pH> 7,5): 2 Flaschchen mit je ~50 ml
#2: R2-NAD (NAD > 250 mol/l): 10 Flaschchen mit je ~10 ml
#3: R3-R3-HB-DH (3-HB-DH >50 KU/I, Aktivatoren, Stabilisatoren):
1 Flaschchen mit ~20 ml (gebrauchsfertig)
#4: R4-QC (R-Hydroxybutyrat 500 mg/l, NaN3 < 0,1%):
1 Flaschchen mit ~5 ml

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

Die Ublichen VorsichtsmaRnahmen beim Umgang mit Chemikalien
sollten beachtet werden. Nicht verschlucken! Berihrung mit Haut und
Schleimh&uten vermeiden.

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

Herstellen der Arbeitslosungen

Ein Flaschchen R2-NAD mit 10 ml R1-Puffer auflésen. Gleichmafig
mischen bis sich der Inhalt aufgeldst hat. Vermeiden Sie die Bildung
von Schaum. Bringen Sie das Reagenz vor Gebrauch auf
Raumtemperatur. Nach Gebrauch sofort verschlieRen.

Stabilitdt der Arbeitsldsungen: 7 Tage bei 2 - 8 °C.

Probenvorbereitung

. Flissige, klare und nahezu neutrale Proben direkt oder nach
Verdinnung in den jeweiligen Messbereich verwenden (siehe
Testdurchfiihrung)

. Tribe Loésungen filtrieren oder zentrifugieren

. Falls notig, allgemein Probenvorbereitungsmethoden flr
enzymatische Analysen verwenden (bspw. Wasserextraktion,
Carrez-Klarung, Deproteinisierung mit Sauren, etc.)

Testdurchfiihrung

Wellenlange: 340 nm

Schichtdicke: 1 cm (Glas, Kunststoff)

Temperatur: 37 °C

Methode: End-Punkt

Linearitat: bis zu 800 mg/I

Reagenzienleerwert Probe

Reagenz R2-NAD 3000 pl 3000 pl
Probe / Standard - 50 pl
Dest. Wasser 50 pl -

Mit einem Spatel mischen und fiir ca. 3 min bei 37 °C inkubieren.
Extinktion E1 ablesen, dann zugeben:

R3 (-HB-DH 500 pl 500 ul

Mit einem Spatel mischen, genau 15 min bei 37 °C inkubieren und
Extinktion E2 ablesen. Exakt weitere 5 min warten und Extinktion
Es ablesen.
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Berechnung der Ergebnisse
Option 1: nach Lambert-Beer'schem Gesetz

Berechnen Sie die Extinktionsdifferenz  (AE) fir den

Reagenzienleerwert und fiir die Proben:

- AE=(E2-dfxE1) — 3(E3—-E2)
df (dilution factor) = Reagenzverdunnungsfaktor, der sich fir die
Extinktion durch das im Test zugegebene Reagenzvolumen ergibt:
df = (Probenvolumen + R1) / (Probenvolumen + R1 + R2)

= 3050/ 3550 = 0.859

— Die Differenz Es — E: stellt die Schleichreaktion dar und wird von
der Gesamtreaktion, die wahrend den ersten 15 Minuten
gemessen wird, subtrahiert.

Ziehen Sie den Reagenzienleerwert von jeder Probe ab und
berechnen Sie die Konzentration.

AE R-Hydroxybuttersaure = AE Probe — AE Reagenzienleerwert

c=(VxMW x AE)/ (¢ xd x v x 1000) [g/I]

c =(3,550 x 104,1 x AA) / (6.3 x 1,00 x 0,050 x 1000)

c=1,1732 x AE [g/l] (bei 340 nm)
Diese Methode ermdglicht es, den Standard (Flasche 4) als
Qualitatskontrolle statt als Kalibrator zu verwenden.

Option 2: mittels Kalibrierkurve

Berechnen Sie AEsandard flr jeden Kalibrierpunkt und AEprobe flr jede
Probe. Erstellen Sie die Kalibrierkurve unter Verwendung der
Konzentration und des AEstandard jedes Kalibrierpunktes.

Die Kalibrierkurve muss bei einem Wechsel des Kits, der Chargen
oder des Kalibrators wiederholt werden. Lesen Sie AEpwbe flir jede
Probe auf der Kalibrierkurve ab und geben Sie die Konzentration an.

Weitere Berechnungen:

Falls die Probe verdinnt wurde, multiplizieren Sie das Ergebnis mit
dem entsprechenden Verdiinnungsfaktor.

Berechnung bei Feststoffen nach der Extraktion mit Wasser:
Gehalt [g/100g] = ——CSA 400

Ei NWaageextraktion [g/l]

Leistungsdaten

1. Es wurden keine Interferenzen identifiziert.

2. Linearitat: Die Linearitat ist bis 800 mg/l gegeben. Fir hdhere
Konzentrationen: Verdiunnen Sie die Probe mit destilliertem
Wasser, wiederholen Sie den Test und multiplizieren das
Ergebnis mit dem Verdiinnungsfaktor.

3. Sensitivitat (LoD): Die Nachweisgrenze, die sich statistisch von
Null unterscheidet, liegt bei 0,6 mg/l.

4. Applikationen fir Auto-Analysegerate sind auf Anfrage erhaltlich.
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Haftungsausschluss

Diese Angaben entsprechen dem heutigen Stand unserer Kenntnisse
und sollen Uber unsere Produkte und deren
Anwendungsmdglichkeiten informieren. Sie haben somit nicht die
Bedeutung, bestimmte Eigenschaften der Produkte oder deren
Eignung fiir einen konkreten Einsatzzweck zuzusichern. R-Biopharm
Ubernimmt keine Gewahrleistung, aufler fur die standardisierte
Qualitdt der Reagenzien. Defekte Produkte werden ersetzt. Fir
darliber hinaus gehende direkte, indirekte Schaden oder sonstige
Kosten im Zusammenhang mit der Nutzung der Produkte haftet
R-Biopharm nicht.



