D-3-Hydroxybuttersaure

Farb-Test
zur Bestimmung von D-3-Hydroxybuttersédure in Lebensmitteln
und anderen Probematerialien

Best. Nr. 10 907 979 035
Test-Combination fiir 3 x ca. 12 Bestimmungen

BOEHRINGER MANNHEIM / R-BIOPHARM
Enzymatische BioAnalytik / Lebensmittelanalytik

Nur zur Verwendung in der Lebensmittelhygiene. Lagern bei 2-8°C

Methoden-Empfehlungen und standardisierte Verfahren siehe unter Literatur (2)

Prinzip (Lit. 1)

D-3-Hydroxybuttersdure (D-3-Hydroxybutyrat) wird durch Nicotinamid-
adenin-dinucleotid (NAD) in Gegenwart des Enzyms 3-Hydroxybutyrat-
Dehydrogenase (3-HBDH) zu Acetessigséure (Acetoacetat) oxidiert (1).
+ 3-HBDH n

(1) D-3-Hydroxybutyrat + NAD®™ ————> Acetoacetat + NADH + H
Das hierbei entstehende NADH setzt Jodnitrotetrazoliumchlorid (INT) in
Gegenwart von Diaphorase zu einem Formazan um, welches im sichtbaren
Bereich im Maximum bei 492 nm gemessen wird (2).

+ Diaphorase "
(2) NADH + INT+H —— > NAD™ + Formazan
Das Gleichgewicht der Reaktion (1) wird durch Abfangen des gebildeten
NADH durch INT (2) quantitativ auf die Seite von Acetoacetat verschoben.

Die Test-Combination enthélt

1. Flasche 1 mit ca. 25 ml Lésung, zusammengesetzt aus:
Kaliumphosphat/Triethanolamin-Puffer, pH ca. 8,6; Polidocanol.

2. Drei Flaschen 2 mit je ca. 35 mg Lyophilisat, zusammengesetzt aus:
Diaphorase, ca. 4 U; NAD, ca. 28 mg

3. Flasche 3 mit Jodnitrotetrazoliumchlorid-L6sung, ca. 2,5 ml

4. Flasche 4 mit ca. 1,8 ml 3-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase-Suspension,
ca.27U

Herstellung der Losungen

1. Inhalt der Flasche 1 unverdiinnt verwenden.

2. Inhalt einer Flasche 2 mit 2,5 ml bidest. Wasser 6sen.
3. Inhalt der Flasche 3 mit 6 ml bidest. Wasser verdiinnen.
4. Inhalt der Flasche 4 unverdiinnt verwenden.

Stabilitat der Reagenzien

Losung 1 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).
Losung 1 vor Gebrauch auf 20-25°C bringen.

Der Inhalt der Flaschen 2 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).
Losung 2 ist bei 2-8°C 1 Woche haltbar.
Losung 2 vor Gebrauch auf 20-25°C bringen.

Der Inhalt der Flasche 3 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).
Losung 3 ist im Dunkeln gelagert bei 2-8°C 3 Monate, bei 20-25°C
1 Monat haltbar.
Losung 3 vor Gebrauch auf 20-25°C bringen.

Der Inhalt der Flasche 4 ist stabil bei 2-8°C (s. Packungsetikett).

Bestimmungsansatz

Wellenlénge: (Hg) 492 nm
Glaskiivette': 1,00 cm Schichtdicke
Temperatur: 20-25°C

Testvolumen: 3,050 ml

Messung gegen Luft (im Strahlengang keine Kivette) gegen Wasser
oder Leerwert

04-12 pg D-3-Hydroxybuttersaure/Testansatz? (in  0,100-
2,000 ml Probevolumen)

Probeldsung:

1 Anstelle von Glaskuvetten sind auch handelsibliche Einwegkiivetten geeignet.

Siehe Hinweise zur Testdurchfiihrung

3 Bei Serienanalysen kénnen die Lésungen 1, 2 und 3 in geeignetem Umfang gemischt
werden. Von dieser Reagenzienmischung (bei 20-25°C im Dunkeln etwa 1 Stunde stabil)
1,000 ml zum Test einsetzen.

4 INT ist lichtempfindlich. Nach Zugabe von Lésung 3 diirfen die Kiivetten nicht im
Licht stehen.
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In Kuivetten pipettieren Leerwert Probe

Losung 13 0,600 ml 0,600 ml
Losung 22 0,200 ml 0,200 ml
Losung 3> 4 0,200 ml 0,200 ml
Probelésung* - 0,100 ml
bidest. Wasser 2.000 ml 1,900 ml

mischen,* nach 2 min Extinktionen der Losungen messen (E;). Messung
nach 2 min wiederholen.

Wenn eine Extinktionsédnderung von grdsser als 0,010 beobachtet wird,
muss die Probe entsprechend Punkt 7.2 (Entfernung reduzierender Verbin-
dungen) vorbehandelt werden. Wird jedoch eine Extinktionsdnderung von
kleiner als 0,010 beobachtet, so ist eine Vorbehandlung der Probe entspre-
chend Punkt 72 nicht erforderlich, wenn die Reaktion unmittelbar nach der
letzten Extinktionsmessung gestartet wird durch Zugabe von

Suspension 4 0,050 ml 0,050 ml

mischen,* genau 20 min nach Zugabe von Suspension 4 Extinktionen der
Losungen messen (Ep). Nach weiteren genau 10 min Ablesung der

Extinktionen wiederholen (E3).

* Vor der Dosierung der Probelésung Enzymtest-Messpipette bzw. Pipettenspitze der
Kolbenhubpipette mit der Probeldsung vorspiilen.

** Z.B. mit Rihrspatel oder durch Umschwenken nach Verschliessen z.B. mit Parafiim
(Warenzeichen der American Can Company, Greenwich, Ct., USA)

Extinktionsdifferenz des Leerwertes:

AELeerwert = (EZ'E1)Leerwert -2x (ES'EZ)Leerwen
Extinktionsdifferenz der Probe:

AEprone = (E2-E1dprobe - 2 X (E3-Ex)probe
Extinktionsdifferenz des Leerwerts von Extinktionsdifferenz der Probe abzie-

hen.
AE = AEpope- AE| eerwert

Zur Beschleunigung der Messung und Vereinfachung der Berechnung kann
bei geringerer Genauigkeit des Ergebnisses auf die Messung von Ej verzichtet
werden. In diesem Fall sind fiir Leerwert und Probe die Extinktionsdifferenzen
(E,-E;) zu berechnen.

Extinktionsdifferenz des Leerwerts von Extinktionsdifferenz der Probe abzie-
hen.

AE = (E2-E1Dprobe- (E2-Ei)Leerwert
Die gemessene Extinktionsdifferenz sollte zur Erzielung eines ausreichend
prézisen Ergebnisses in der Regel mindestens 0,100 Extinktionseinheiten
betragen (s. “Hinweise zur Testdurchfiihrung” und “Empfindlichkeit und
Nachweisgrenze”, Pkt. 4).

Berechnung

Nach der allgemeinen Berechnungsformel
Konzentration gilt:

V x MG

fir die Bestimmung der

=____  — ___xAE[g/l
e xd xvx 1000 o/
V  =Testvolumen [ml]
v = Probevolumen [ml]

MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz [g/mol]
d = Schichtdicke [cm]
¢ = Extinktionskoeffizient von Formazan bei 492 nm:
=19,9 [I x mmol™! x cm™]
Hieraus ergibt sich fiir D-3-Hydroxybuttersaure
_ 3,050 x 104,1
€= 19,9 x 1,00 x 0,100 x 1000

x AE =0,1596 x AE [g D-3-Hydroxybut-
tersaure /I
Probeldsung]

Ist bei der Vorbereitung der Probe eine Verdiinnung vorgenommen worden,
muss das Ergebnis mit dem Verdiinnungsfaktor F multipliziert werden.
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Bei der Analyse fester und halbfester Proben, die fiir die Vorbereitung der

Probe eingewagt werden, wird das Analysenergebnis auf die Einwaage

bezogen:

CD-3-Hydroxybuttersaure [9/1 Probelésung]
Einwaagep;qpe in g/I Probelésung

GehaltD—B-Hydmxybunerséure = x 1000 [g/1000 g]

1. Hinweise zur Testdurchfiihrung

Im Testansatz muss die Menge an D-3-Hydroxybuttersdure zwischen 0,4 j.g
und 12 pg betragen. Zur Erzielung einer ausreichend hohen Extinktions-
differenz ist die Probeldsung soweit zu verdiinnen, dass die D-3-Hydroxy-
buttersdure-Konzentration max. 0, 12 g/l betréagt.

Verdiinnungstabelle

Geschatzte Menge an Verdiinnung Verdiinnungs-
D-3-Hydroxybuttersdure im Liter mit Wasser faktor F
<0.12g - 1
0.12-1.2g 1+ 9 10
1.2-12g 1+ 99 100
>12¢g 1+ 999 1000

Ist die gemessene Extinktionsdifferenz (AE) zu klein (z.B. < 0,100), so ist die
Probelésung erneut herzustellen (héhere Einwaage oder weniger starke
Verdiinnung), oder das in die Kivette zu pipettierende Probevolumen (v) ist
bis zu 2,000 ml zu erhohen. In diesem Fall ist das Volumen der hinzu-
zufligenden Wassermenge entsprechend zu verringern, so dass in den
Ansétzen fur Probe und Leerwert das gleiche Testvolumen vorliegt. Das
gednderte Probevolumen v ist in der Berechnungsformel entsprechend
einzusetzen.

2. Technische Hinweise

2.1 Bei Serienanalysen koénnen die Losungen 1, 2 und 3 vorgemischt
werden. Die Mischung ist im Dunkeln aufbewahrt bei 20-25°C ca.
1 Stunde stabil. Zur Bestimmung 1,000 ml des Reagenziengemischs
zum Test einsetzen.

2.2 Nach Zugabe von INT (Lésung 3 oder Reagenziengemisch) ist das
Reaktionssystem lichtempfindlich (Tages- und Kunstlicht). Die Inkuba-
tion muss im Dunkeln erfolgen:

a) Bei Inkubation im Photometer Kiivettenraum des Photometers und
Lichtweg schliessen.
b) Kiivetten mit lichtundurchldssigem Deckel abdecken oder in einem
verschliessbaren Schrank aufbewahren.
2.3 Bei der Analytik von Voll-Ei und Voll-Ei-Pulver hat sich die Carrez-
Klarung bewahrt (s. Lit. 2.1). Die Probelésung kann auch zur
Bestimmung von Bernsteinsdure und L-Milchséure verwendet werden.

2.4 Die Berechnung der Ergebnisse erfolgt tiblicherweise als D-3-Hydroxy-
buttersdure (Molmasse 104,1).

2.5 Freie Hydroxybuttersaure kann nicht zur Herstellung vonTestkontroll-Lésun-
gen verwendet werden, da diese nur teilweise umgesetzt wird. Das
kénnte wie bei der Milchsaure auf die (teilweise) Bildung von Estern
zuriickzuftihren sein. Zur Herstellung von Testkontroll-Lésungen wird
die Verwendung z.B. von Natrium-D,L-3-hydroxybutyrat empfohlen.

3. Spezifitat der Bestimmung (Lit. 1)
Die Bestimmung ist spezifisch fiir D-3-Hydroxybutyrat.

Bei der Analyse von Reinsubstanz Mono-Natrium-D,L-hydroxybutyrat
(Molmasse 126,1) ist mit Ergebnissen von ca. 50% zu rechnen. (Es wird
enzymatisch nur die D-Form gemessen.)

4. Empfindlichkeit und Nachweisgrenze

Die geringste Extinktionsdifferenz, die das Verfahren unterscheiden kann,
betrdgt 0,005 Extinktionseinheiten. Das entspricht bei einem maximal
einzusetzenden Probevolumen v = 2,000 ml einer D-3-Hydroxybutterséure-
Konzentration von 0,04 mg/I Probelésung (bei v= 0,100 ml entsprechend
0,8 mg/I Probelésung).

Die Nachweisgrenze von 0,2 mg D-3-Hydroxybutterséure/| ergibt sich aus der
Extinktionsdifferenz von 0,020 und dem maximalen Probevolumen v = 2,000 ml.

5. Linearitat

Linearitdt der Bestimmung ist gegeben von 0,4 g D-3-Hydroxybutterséure/
Ansatz (0,2 mg D-3-Hydroxybuttersdure/l Probelésung; Probevolumen
v = 2,000 ml) bis 12 ng D-3-Hydroxybuttersdure/Ansatz (0,12 g D-3-Hydroxy-
butterséure/I; Probevolumen v = 0,100 ml).
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6. Prazision

Bei einer Doppelbestimmung, ausgehend von einer Probeldsung, ist mit
Unterschieden bei den Extinktionsdifferenzen von 0,005 bis 0,010 Extinktion-
seinheiten zu rechnen. Das entspricht bei einem Probevolumen v = 0,100 ml
einer Konzentration von ca. 0,8-1,5 mg D-3-Hydroxybutterséure/I. (Ist bei der
Vorbereitung der Probe eine Verdiinnung vorgenommen worden, ist mit dem
Verdiinnungsfaktor F zu multiplizieren. Bei einer Einwaage von 1 g Probe/
100 ml = 10 g/l sind die zu erwartenden Unterschiede ca. 0,01- 0,015 g/100 g.)
In der Literatur sind folgende Daten veréffentlicht:

Trockenei-Pulver:
x =4 mg/kg 30mg/kg  sp
41 mg/kg  sr

+ 1,1 mg/kg
* 1,5 mg/kg

r
R (Lit. 2.1

7. Storungen

7.1 Test-Combinationen, die nach Ablauf der Haltbarkeitsfrist gebraucht
werden, oder Reagenzienmischungen aus Diaphorase, NAD und INT, die
vor ihrer Verwendung Gber eine Stunde bei 20-25°C aufbewahrt wurden
(siehed), verursachen eine verzdgerte Reaktion bzw. fiihren zu einer
“Schleichreaktion”, die durch Extrapolation von E, bei der Berechnung zu
beriicksichtigen ist.

7.2 Hohe Konzentrationen an reduzierenden Substanzen, z.B. L-Ascorbinsédure
oder schweflige Saure, stéren den Test, da sie mit INT reagieren. Diese
Stérung wird durch Vorbehandlung der Probe mit H,0, eliminiert:

Probe in einen 50 ml-Messkolben einwdgen oder einpipettieren, wenn
erforderlich nach Verdiinnung. Mit Wasser auf ca. 40 ml auffillen, 0,5
ml KOH (2 M) und 0,01 ml H,0, (30%, w/v) zugeben und 10 min bei ca.
70°C inkubieren. Mit H,SO, (1 M) auf pH 7-8 einstellen und Losung auf
20-25°C abkihlen. Messkolben mit Wasser bis zur Marke auffullen,
mischen, filtrieren und Filtrat zum Test einsetzen.

8. Erkennen von Stérungen

Ist die Umsetzung von D-3-Hydroxybuttersdure nach der unter
"Bestimmungsansatz” angegebenen Zeit beendet, so kann im allgemeinen
auf einen stdrungsfreien Ablauf geschlossen werden.

8.2 Nach Ablauf der Reaktion kann durch Zugabe von D,L-3-Hydroxybutyrat,
mono-Natrium-Salz, (qualitativ oder quantitativ) die Reaktion wieder
gestartet werden: Die erneute Anderung der Extinktion nach Zugabe
des Standardmaterials ist ein Beweis fiir den stérungsfreien Ablauf der
Bestimmung.
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8.3 Grobe Fehler beim Testansatz und Stérungen der Bestimmung durch
Inhaltsstoffe der Probe konnen auch erkannt werden, wenn aus einer
Probeldsung eine Doppelbestimmung mit verschiedenen Probevolumina
(z.B. 0,100 ml und 0,200 ml) ausgefiihrt wird: Die gemessenen Extinktions-
differenzen missen den eingesetzten Probevolumina proportional sein.

Bei der Analytik fester Proben wird die Einwagung verschiedener Mengen
(zB. 1 g und 2 g) in 100 ml-Messkolben empfohlen. Bei gleichen
Probevolumina flir die Testansdtze muss Proportionalitdt zwischen
Extinktionsdifferenz und Einwaage gegeben sein.

8.4 Storungen der Bestimmung durch Inhaltsstoffe der Probe kénnen weiter-
hin durch Mitfiihren eines internen Standards erkannt werden: Neben
Probe-, Leerwert- und Standardansatz wird ein weiterer Ansatz mit
Probe- und Testkontroll-Losung analysiert. Aus den ermittelten
Extinktionsdifferenzen wird die Wiederfindung berechnet.

8.5 Verluste wahrend der Vorbereitung der Probe kénnen durch Wieder-
findungsversuche erkannt werden: Die Probe wird mit und ohne
zugesetztem Standardmaterial vorbereitet und anschliessend gemessen.
Der Zusatz muss (innerhalb des Analysenfehlers) quantitativ wieder-
gefunden werden.

9. Geféahrlichkeit der Reagenzien

Die Reagenzien zur Bestimmung von D-3-Hydroxybuttersédure sind keine
gefahrlichen Stoffe oder Zubereitungen im Sinne der Gefahrstoff-
verordnung, des Chemikaliengesetzes oder der EG-Richtlinie 67/548/EWG
und deren Anderungs- und Anpassungsrichtlinien. Die beim Umgang mit
Chemikalien ublichen Vorsichtsmassnahmen sollten jedoch beachtet
werden.

Nach Gebrauch kénnen die Reagenzien unter Beachtung der ortlichen
Vorschriften zum Abwasser gegeben werden. Das Verpackungsmaterial
kann dem Recycling zugefiihrt werden.



10. Aligemeine Hinweise zur Vorbereitung der Proben

Fliissige, klare, farblose und annidhernd neutrale Proben direkt, nach
Verdiinnen geméss Verdlinnungstabelle oder mit einem Probevolumen bis
2,000 ml zum Test einsetzen;

triibe Losungen filtrieren;

Kohlenséure-haltige Proben (z.B. durch Filtration) entgasen;

saure Proben mit Kalilauge oder Natronlauge auf ca. pH 7-8 einstellen;
feste und halbfeste Proben zerkleinern oder homogenisieren, mit Wasser
extrahieren bzw. 16sen, wenn nétig filtrieren;
Protein-haltige Proben mit Carrez-Reagenzien
Perchlorséure enteiweissen;

Fett-haltige Proben mit heissem Wasser extrahieren (Extraktionstempera-
tur Uber dem Schmelzpunkt des jeweiligen Fettes), zur Abscheidung des
Fettes abkiihlen lassen, Messkolben bis zur Marke auffllen, 15 min in Eis-
bad stellen; alternativ nach Extraktion mit heissem Wasser mit Carrez-
Reagenzien kléren.

Carrez-Klarung:

Geeignete Probemenge in einen 100 ml-Messkolben genau einwégen, ca.
60 ml bidest. Wasser hinzuftigen. Fllissige Probe in einen 100 ml-Messkol-
ben, der ca. 60 ml bidest. Wasser enthélt, pipettieren. Anschliessend 5 ml
Carrez-I-Losung (Kalium-hexacyanoferrat(ll) (Ferrocyanid) 85 mM = 3,60 g
K4[Fe(CN)g] x 3 H,0/100 ml) und 5 ml Carrez-ll-L6sung (Zinksulfat,
250 mM = 7,20 g ZnSO, x 7 H,0/100 ml) sorgféltig dosieren. Mit Natron-
lauge (0,1 M; z.B. 10 ml) pH 75-8,5 einstellen. Nach jeder Zugabe mischen,
Messkolben mit Wasser bis zur Marke auffillen, mischen und filtrieren.

Zur Vorbereitung der Probe von Ei und Ei-Produkten s. Pkt. 11
(Anwendungsbeispiele). Hinweis: In der Routine-Analytik hat sich
die Carrez-Klarung (mit “konzentrierten Carrez-Lésungen”)
bewihrt. Das Verfahren wurde im Rahmen der Standardisierung von
Methoden in Deutschland nach § 64. Lebensmittel- und Bedarfs-
gegenstinde-Gesetz (LMBG) veroffentlicht. Die aus der Carrez-
Klarung erhaltene Probel6sung kann auch zur Bestimmung von Bern-
steinsaure und L-Milchséaure verwendet werden.

klaren oder mit

11. Anwendungsbeispiele

Bestimmung von D-3-Hydroxybuttersaure in Vollei

a) Vorbereitung der Probe mit Carrez-Klédrung (Lit. 2.1)

Ca. 5 g homogenisiertes Vollei in einen 25 ml-Messkolben genau einwégen,
10 ml bidest. Wasser und 1 Tropfen n-Octanol zugeben, mischen und
15 min in siedendem Wasserbad erhitzen. Kolben auf 20-25°C abkiihlen,
der Reihe nach zugeben und nach jeder Zugabe kraftig schwenken: 1 ml
konzentrierte Carrez-I-Lésung (15,0 g Kaliumhexacyanoferrat(l), K,[Fe(CN)g]
x 3 Hy0/100 ml), 1 ml konzentrierte Carrez-lI-Lésung (30,0 g Zinksulfat,
ZnS0O, x 7 H,0/100 ml). Mit NaOH (0,1 M) bis zur Marke auffiillen, mischen
und mit Faltenfilter und Glastrichter filtrieren. Filtrat zum Test einsetzen (v
= 0,100 ml bei angebriitetem Ei und v = 1,000 ml bei Frischei).

Die Konzentration der Probe in der Probeldsung (Cpyope) betragt ca. 5 g/25 ml,
entsprechend ca. 200 g/Liter.

Wiederfindungsversuch

Zur Absicherung der Messungen koénnen Wiederfindungsversuche
durchgefiihrt werden. Hierfir wird eine Lésung von D,L-3-Hydroxybutyrat,
Mono-Natriumsalz hergestellt: 0,4 g/100 ml im Falle von angebriitetem Ei (v=
0,100 ml) bzw. 0,4 g/l im Falle von Frischei (v= 1,000 ml).

1,000 ml dieser L6sung wird dem homogenisierten Vollei bei der Vorbereit-
ung der Probe mit Carrez-Klarung zugesetzt. Das zuzusetzende Wasser-
volumen ist entsprechend zu reduzieren (9 ml statt 10 ml).

b) Vorbereitung der Probe mit Perchlorsédure-Enteiweissung

20 g (a) homogenisiertes Vollei in ein 100 ml-Becherglas genau einwagen.
20 ml (b) Perchlorsdure-Losung (hergestellt aus 40 Volumenanteilen
Perchlorséaure (60%, w/v) und 60 Volumenanteilen bidest. Wasser) zugeben,
ca. 5 min mit Ultra-Turrax homogenisieren und anschliessend filtrieren.
10 ml Filtrat (d) mit KOH, 30% (w/v) (zur Feineinstellung KOH, 1 M,
verwenden) am pH-Meter auf pH 8,4 (78-8,6) einstellen. Die zur pH-
Einstellung benétigten Volumina (e) messen. Lésung 15 min in Eisbad
stellen und kalt filtrieren. Das auf 20-25°C gebrachte klare Filtrat zum Test
einsetzen (v = 0,100 ml bei angebriitetem Ei).

Zur Berechnung des Gehalts an D-3-Hydroxybuttersaure in Vollei nach der
unter “Berechnung” angegebenen Formel wird die Einwaage der Probe in
der Probeldsung benétigt. Diese berechnet sich nach:

a x 1000 x d
(b+ax0.75) x (d+€)

Einwaagep;pe = [o/1
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Hierbei sind:

a: Einwaage Vollei in g

1000: Umrechnungsfaktor g in mg

d: Volumen Filtrat in ml

b: Volumen Perchlorsdure in ml

0,75: Wasseranteil des Volleis in (%;w/w)/100
e: Verbrauch an KOH in ml

(Die Dichte des Probe-eigenen Wassers bei 20-25°C ist praktisch gleich 1 g/ml
und kann bei der Berechnung unber(cksichtigt bleiben.)

Wiederfindungsversuch

Zur Absicherung der Messungen koénnen Wiederfindungsversuche
durchgefiihrt werden. Hierfir wird eine Lésung von D,L-3-Hydroxybutyrat,
Mono-Natriumsalz hergestellt: 0,4 g/100 ml im Falle von angebriitetem Ei (v =
0,100 ml), bzw. 0,4 g/l im Falle von Frischei (v= 1,000 ml).

2,000 ml dieser Losung werden dem homogenisierten Vollei bei der
Vorbereitung der Probe mit Perchlorsdure-Enteiweissung zugesetzt. Das
zuzusetzende Perchlorsdure-Volumen ist entsprechend zu reduzieren
(18 ml statt 20 ml) oder das geénderte Volumen ist bei der Berechnung zu
beriicksichtigen.

Stérungen

Es kann gelegentlich nach der Perchlorsédure-Enteiweissung vorkommen,
dass kein Stillstand der Extinktion E; beobachtet wird. In diesem Fall ist ein
Probeleerwert anzusetzen (Testansatz wie “Probe”, jedoch ohne Suspension
4). Die Extinktionsdifferenz (Eo-E1)propeleerwert iSt VON AE abzuziehen.

c) Extraktion der koagulierten Eimasse

Inhalt eines Eies 5 min homogenisieren. 2 g Homogenat auf 1 mg genau in
einen 100 ml-Erlenmeyer-Kolben einwagen, Kolben mit Uhrglas abdecken
und zur Inaktivierung Ei-eigener Enzyme 45 min in ein Wasserbad von 85°C
stellen. Kolben auf 20-25°C abkihlen und koagulierte Eimasse vom Kolben-
boden I6sen, 8 ml dest. Wasser hinzufiigen und 10 min mit Magnetriihrer
kraftig riihren. Durch Faltenfilter filtrieren und leicht triibes Filtrat zum Test
einsetzen (mit v = 0,100 ml bei angebriitetem Ei und v = 1,000 ml bei Frischei).

Erhéhtes Probevolumen (v = 1,000 ml) bei der Berechnung beriicksichtigen.

Die gemessene Extinktionsdifferenz (AE) sollte 0,400 nicht tGberschreiten, da
sonst zu niedrige Werte erhalten werden.

Zur Berechnung des Gehalts an D-3-Hydroxybuttersdure in Ei (in g/1000 g) ist
der Messwert (g/I Probelésung) mit dem Faktor F = 4,08 zu multiplizieren.
Dieser Faktor ergibt sich aus Wiederfindungsversuchen unter
Beriicksichtigung des zur Vorbereitung der Probe zugesetzten Wassers (8,0 ml)
und des aus dem Eimaterial extrahierbaren freien Wasseranteils (0,16 ml)
bezogen auf 2 g Ei; F= (8,0 + 0,16) : 2,0.

Bestimmung von D-3-Hydroxybuttersaure in Eiprodukten

Flissige Eimasse (homogenes Vollei, Vollei mit Kochsalz, Eigelb, Eiklar) auf
20-25°C bringen und mit Rihrstab sorgféltig mischen. Vom Gemisch 2 g in
einen 100 ml-Erlenmeyer-Kolben einwagen und weiter wie oben bei “Vollei”
angegeben verfahren.

Bestimmung von D-3-Hydroxybuttersaure in Vollei-Pulver (Lit. 2.1)
Ca. 1 g Vollei-Pulver in einen 25 ml-Messkolben genau einwégen, 12 ml bi-
dest. Wasser und 1 Tropfen n-Octanol hinzufiigen, mischen und 15 min im
Wasserbad (ca. 100°C) erhitzen. Messkolben auf 20-25°C abkihlen, der
Reihe nach zugeben und nach jeder Zugabe kréftig schwenken: 1 ml
konzentrierte Carrez-I-Lésung (15,0 g Kaliumhexacyanoferrat(ll), K,[Fe(CN)g] x
3 H,0/100 ml), 1 ml konzentrierte Carrez-1I-L6sung (30,0 g Zinksulfat, ZnSO,, x
7 H,0/100 ml). Mit NaOH (1 M) pH auf ca. 8-9 einstellen, mit bidest. Wasser
Messkolben bis zur Marke auffillen, mischen und mit Faltenfilter und Glas-
trichter filtrieren. 0,100-2,000 ml Filtrat zum Test einsetzen. Geandertes
Probevolumen bei der Berechnung beriicksichtigen.

Bestimmung von D-3-Hydroxybuttersaure in proteinhaltigen Proben
15 g bzw. 15 ml homogene Probe mit 15 ml Perchlorsdure (1 M) 10 min im
Homogenisator (oder Ultra-Turrax-Gerét) homogenisieren, zentrifugieren,
Uberstand dekantieren. Uberstand durch Zugabe von festem KHCO,
neutralisieren (pH 7-8); ggf. zur Vermeidung von Schaumbildung 1 Tropfen
n-Octanol zugeben. Zur quantitativen Fallung des gebildeten Kalium-
perchlorats 20 min in Eisbad oder Kihlschrank stellen, anschliessend filtrieren.
Filtrat auf 20-25°C bringen und zum Test einsetzen, ggf. gem. Verdiinnungs-
tabelle verdiinnen.

Bei der Berechnung ist der Wassergehalt der Probe zu beriicksichtigen.

12. Weitere Anwendungsmadglichkeiten

Die Methode ist auch anwendbar in der Forschung bei der Analytik
biologischer Proben. Zu Probenahme, Behandlung und Stabilitat der Probe
siehe Lit. 1.2-1.3.
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D-3-Hydroxybuttersaure-Testkontroll-Losung

Die Testkontroll-Losung dient zur Kontrolle fiir die enzymatische Bestim-
mung von D-3-Hydroxybuttersaure in Lebensmitteln und anderen Probemate-
rialien.

Reagenzien
D,L-3-Hydroxybuttersdure, mono-Natrium-Salz, p.A.

Herstellung der Testkontroll-Lésung

30 mg mono-Natrium-D,L-3-Hydroxybutyrat auf 0,1 mg genau einwégen
und im Messkolben mit bidest. Wasser auf 100 ml auffillen und griindlich
mischen (entspricht ca. 0,12 g D-3-Hydroxybutterséure/I).

Lésung vor Gebrauch frisch herstellen. Ggf. kann die Losung portionsweise
eingefroren werden.

Anwendung:

1. Zusatz der D,L-3-Hydroxybutterséure-Testkontroll-Lésung zum Testansatz:

Die Testkontroll-L6sung wird anstelle der Probelésung zur Bestimmung
eingesetzt. (Bei Berechnung der Hydroxybuttersdure-Konzentration der Test-
kontroll-Lésung ist zu beriicksichtigen, dass bei der enzymatischen
Bestimmung nur die D-Form gemessen wird.)

(Die Messung der Testkontroll-Lésung ist nicht erforderlich zur Berechnung
von Ergebnissen.)

2. “Quantitativer Nachstart”:

Nach Ablauf der Reaktion mit Probelésung und Messung von E; werden
0,050 ml der Testkontroll-Ldsung zum Probeansatz gegeben. Nach Ablauf
der Reaktion (ca. 30 min) wird die Extinktion E, gemessen. Aus der Differenz
(E4-E3) wird nach der allgemeinen Berechnungsformel die Konzentration
berechnet. Hierbei ist das gednderte Gesamtvolumen zu beriicksichtigen.
Wegen der Verdiinnung des Testansatzes durch die Zugabe der Testkon-
troll-Lésung weicht das Ergebnis geringfligig von dem Ergebnis ab, das gemass
Pkt. 1 ermittelt wurde.
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3. Interner Standard:

Zur Prifung auf richtige und stérungsfreie Durchfiihrung der Bestimmung
(keine groben Fehler bei Testansatz; Probe ist frei von Hemmsubstanzen)
kann die Testkontroll-Lésung als interner Standard verwendet werden:

In Kiivetten Leerwert Probe Standard Probe +
pipettieren Standard
Losung 1 0,600 ml 0,600 ml 0,600 ml 0,600 ml
Lésung 2 0,200 ml 0,200 ml 0,200 ml 0.200 ml
Lésung 3 0,200 ml 0,200 ml 0,200 ml 0,200 ml
bidest. Wasser 2,000 ml 1,900 ml 1,900 ml 1,900 ml
Probelésung - 0,100 ml - 0,050 ml
Testkontroll-Lsg. - - 0.100 ml 0,050 ml
mischen, nach ca. 2 min Extinktionen der Lésungen messen (E;). Weiter
verfahren wie im Arbeitsschema bei “Bestimmungsansatz” angegeben. Die
entsprechenden Fussnoten und “Hinweise zur Testdurchfiihrung” sind zu
beachten.

Die Wiederfindung des Standards berechnet sich nach:

2% AEProbe + Standard ~ AEProbe
AEStandard

4. Wiederfindungsversuch mit Originalproben:

Zur Absicherung der Messung einschliesslich Vorbereitung der Probe kon-

nen Wiederfindungsversuche durchgefiihrt werden. Hierfiir wird entweder

die oben genannte Testkontroll-Ldsung verwendet oder aber eine Testkon-

troll-Lésung mit einer geeigneten Konzentration.

Die Originalprobe wird mit und ohne Zusatz von D-3-Hydroxybuttersédure

gemessen, wobei der Zusatz an D-3-Hydroxybuttersdure entsprechen soll

« derin der Originalprobe erwarteten D-3-Hydroxybuttersdure-Menge, oder

« der Menge, die z.B. geméss Standards oder sonstiger Regelungen in der
Originalprobe enthalten sein darf.

Wiederfindung = x 100 [%]
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