Sinalech

SD6002: L-MALIC ACID

ENZIMATICO — MDH/GOT

UTILIDAD DEL TEST

El acido malico, tanto en forma libre como esterificado, se encuentra presente de
forma habitual en frutos en proceso de maduracién y es el responsable del sabor
astringente de la fruta no madura. Su concentracidn se reduce segln se va
completando la maduracién. En el proceso de elaboracién del vino, més del 30% del
4cido malico se transforma mediante un proceso de fermentacién en acido lactico
(fermentacion maloléctica) que contribuye a reducir la acidez inicial del mosto. El
control de los niveles de 4acido malico presentes es necesario para mantener las
caracteristicas de sabor, acidez y astringencia deseadas.

METODO

La malato deshidrogenasa (MDH) cataliza la oxidacién del acido mélico a oxalacetato
con la formacién de NADH.

MDH
L-Malate + NAD* — Oxalacetate + NADH + H+

El oxalacetato es eliminado del medio mediante su transformacién a aspartato por
la accion de la aspartato amino transferasa (AST/GOT).

GOT
Oxalacetate + L-Glutamate — L-Aspartate + a-Ketoglutarate

El aumento de absorbancia a 340 nm asociada a la formacién de NADH es
directamente proporcional a la concentracién de acido malico en la muestra.

CONTENIDO

R1A 2x24 mL Tampodn Gly-Gly 200 mM, pH 9.0

R1B 2x8mL MDH (>3 U/mL), AST (>2 U/m)

R2 1x16mL NAD*

CTRL 1x3mL Control Acido L-Malico 2,50 g/L (2,12 — 2,88 g/L)

PREPARACION DE REACTIVOS

Reactivo de Trabajo 1 (RT1). Vaciar el contenido del vial de R1B dentro de la botella
R1A. Si se desea preparar otros volimenes, mezclar en la proporcién: 3 mL de
Reactivo R1A + 1 mL de Reactivo R1B. Estable 4 meses a 2-82C.

El Reactivo 2 y el Control estan listos para su uso

Descartar si la absorbancia del blanco es superior a 0.500 OD a 340 nm.

MUESTRAS

Para uso con muestras de vino y otras bebidas.

Las muestras deben estar libres de turbidez y particulas. Centrifugar o filtrar en caso
necesario. La presencia de COz introduce inestabilidad en la medida. Muestras que
contengan CO; se deben desgasificar previamente. En muestras con intensidad de
color muy alta, el pigmento puede interferir en la medida: tratar con PVPP (0.1 g por
cada 10 mL) para reducir el nivel de color. Muestras con concentracién superior al
rango de medida deben diluirse acordemente con agua estilada. Multiplicar el
resultado final por el factor de dilucion.

PROCEDIMIENTO

Trate calibradores, controles y muestras como ‘Muestra’. Utilice agua destilada como
‘Blanco’.

Utilice WINECONTROL (cédigo SD2200) o WINECALRTU (cédigo SY2100R) como
calibrador.

Los volumenes referidos pueden ajustarse a otros procedimientos analiticos. La
funcionalidad esperada puede variar si se utilizan razones S:R1:R2 diferentes.

Pipetear en una cubeta:

Reac. Blanco Reac. Muestra
Reactivo RT1 720 pL 720 pL
Agua destilada 9 uL --
Muestra/Patrén - 9uL

Mezclar e incubar durante 1 minuto a 37 2C. Leer la absorbancia a 340 nm (Aa).
Después afiadir a la cubeta:
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Reac. Blanco Reac. Muestra

180 pL ‘ 180 pL

Reactivo 2

Mezclar e incubar durante 10 minutos a 37 2C. Leer la absorbancia a 340 nm (Az).

La concentracidén de 4cido malico se determina como:

(A2 = 0.80xA1)sampte — (A2 — 0.802xA1)blank

L — Malic = X
(A2 — 0.80xA1)standard — (A2 — 0.80xA1)blank

Cg/L

El factor 0.80 se usa para corregir la absorbancia por la dilucién tras afiadir R2. C es
el valor de concentracién indicado en el calibrador para dcido mélico.

APLICACION PARA ANALIZADORES DIONYSOS®

Modelo Dionysos 150 240
Nombre L-MALIC
Método Punto Final A
Direccién Creciente
Onda Principal 340

Onda Secundaria --

Muestra 3

Reactivo 1 240
Reactivo 2 60
Calibracion Linear

Ciclo Blanco [150 | 240] 3-4 3-4
Ciclo Lectura [150 | 240] 20-21 31-32
Unidades g/L
Decimales 0.00

Rango medida 0,05~ 5,20

R1 Lim. Abs 5000

Ratio Dil. Auto. -

Vol. Muestra Dil. Auto -

El procedimiento es lineal hasta 5,20 g/L. Calibrar a un Unico punto con el calibrador
de mayor valor o a varios puntos segun su procedimiento de calidad.

CARACTERISTICAS METROLOGICAS
Limite de Cuantificacién (LoQ): 0.05 g/L
Limite de Linealidad: 5.20 g/L

NOTAS

El uso de una muestra control de forma regular proporciona informacién sobre el
estado de calibracién y posibles deterioros del reactivo. En caso de desviaciones
superiores al 15% sobre el valor diana se aconseja revisar el estado de calibracion de
la prueba.
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