ARBEIDSBESKRIVELSE
Institutt for husdyr —og akvakulturvitenskap, UMB

Metodenavn:D-L -laktat i blod og vomsaft IHA-nr..ARB-1161

1. Innledning
L-laktat er ofte sluttproduktet i metabolismen(stoffskiftet) til alle levende organismer.
D-laktat blir dannet av mikro-organismer, og pavisning av D-laktat indikerer en
mikrobeaktivitet.

2. Utstyr
Sentrifugerar
Finnpi pette m/spisser
Pasteurpipette
Wortexmixer
TT-reor
Engangskyvetter(Plastibrand Cat.no 7590 15 1,5ml halvmikro)forhandler Kebo tlf.2290003
Spektrofotometer, Shimadzu UV-1201

3. Arbeidsbeskrivelse

A. Provemateriae
Vomsaft som er konservert med pH ca 2-2,5 majusterestil pH 8-10 med 5M og 0,5M
NaOH eller KOH. Dette gjeres pa fglgende mate:
Pipetter 2,5ml (med pH ca 2,5 v/romtemperatur) vomsaft i et sentrifugerer. Tilsett 5 draper
Kresolphthalin (0,02 % i etanol, pH 8,2-9,8). Ca 0,55ml 5M NaOH eller KOH tilsettes
farst, videre tilsettes 0,5M NaOH/K OH drdpevis til fargeomslag (redt). Fyll op til 5ml-
merket pa raret med dobbeltdestillert vann.Fortynningen er da 1:1.Vanligvis trenger man
ikke fortynne noe utover dette.Man ber ha 3-5ml vomsaft.
Blod tas pa vacuteiner tilsatt heparin, og sentrifugeresi 10min v/3000rpm og pipeteres
av. Pravene kan frysesi -20 °C fram til analysering.

B. Reagenser
Til analysen av D-L-laktat kjgpes kit (ca 25 tester) fra Boehringer Mannheim Cat.no.
1112821. Kitet bestilles fra Food Diagnostik A.S.
Kitet bestér av
1. Buffer 30ml,glycylglycine buffer pH=10.0,L-glutamic acid,440mg stabilisert
2. NAD,210mg, lypohilisate
3. Glutamate-pyruvate transaminase 0,7ml ca 1100U
4. D-laktat dehydrogenase 0,7ml ca 3800U
5. L-laktat dehydrogenase 0,7ml ca 3800U
6. D-laktat standard |@sning(brukes ufortynnet)
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7. L-laktat standard I@sning (brukes ufortynnet)

Preparering av reagenser
Bruk lgsning 1,3,4,09 5 ufortynnet

Tilsett 6ml dobbeltdestillert vann til flaske 2

Stabilitet av reagensene
Innholdet i flaske 1,3,4 og 5 er stabile til holdbarhetsdato ved +4 °C
Buffer (1) bar hatemperatur 20-25° C far bruk.

Innholdet i flaske 2 er stabilt til holdbarhetsdato nér det ikke er opplest. Nar det er I@st kan

det lagresved +4 °C i 3 uker eller 2mnd.ved -20 °C.

4. Utfarelse

Det finnes ogsa en metode med spektrofotometisk avlesning pa Cobas Mira S.
Shimadzu spektrofotometer stér pa ernaaingslabben i 1 etg. Start apparatet etter manual

Som

Ligger ved siden av. La det varmes opp ca 10-15 min fer bruk.
Balgelengde: 340nm

Cuvette: 1cm

Temperatur: 20-25° C
Sluttvolum: 2,240ml D-laktat

2,260ml L-laktat

Sett opp etter falgende skjema:
Pipetter i TT- |Blank Standard D- |StandardL- |[Preovel Prove 2
ror laktat laktat osv...
Lasning 1 1,0ml 1,0ml 1,0ml 1,0ml 1,0ml
L gsning 2 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2ml
Suspengon 3 |0,02ml 0,02ml 0,02ml 0,02ml 0,02ml
Prove = |-memmeemmem e [ e 0,1ml 0,1ml
St. D-laktat | ------------- O e R e
St. L-laktat | ------m-mmem [ e (N I R
Dobb.dest.vann| 1,0ml 0,9ml 0,9ml 0,9ml 0,9ml

Mix og les av absorbansen etter ca 5min.(A;) pablank, standarer og prevene. Start reaksjonen

ved atilsette lgsning 4.

[Lgsning4  |0,02ml | 0,02ml | 0,02ml | 0,02ml | 0,02ml |

Mix og les av absorbansen etter ca 30min (A,) pa blank, standarer og prever. Tilsett |gsning

5.

Lgsning 5 0,02ml 0,02ml 0,02ml 0,02ml 0,02ml
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Mix og les av absorbansen etter ca 30min. (Az) pablank,standarer og prever. Finn
absorbanse-

differansen(A,-A;) for blank, standarer og praver. Trekk fraabs.diff. av blank fra abs.diff.av
standarer og praver.Det er Ap.axtat

Finn abs.diff. (As-Ay) for blank, standarer og prever. Trekk fraabs.diff. av blank fra abs.diff. av
standarer og praver.Det er A\ jaea

Utregning

c=vH
D*v*1000 * A(g/l)
V= dluttvolum
Vv prgvevolum
M,=molekylvekt = 90,1 bade for D og L-laktat
D =lydengde=1cm
= extinction koefficient NADH ved 340 nm =6,3

dvs. Konsentrasjonen for D-laktat:

C=224*90,1
6,3*1,0*0,1*1000 * A g/l

og for L-laktat

C=_226*90,1 *Adgl
6,3*1,0*0,1* 1000
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