\/\/INTESSENTIAL

TESTE ENZIMATICO PARA DETERMINACAO DE ACIDO L-
MALICO EM MOSTO DE UVA E VINHO

PRODUTO
Produto no. 4A160, para 30 testes, somente para uso in vitro.

CONTEUDO
O kit inclui os seguintes reagentes:
N.° do Reagente Preparagao Quantidade Estabilidade
reagente
1 Buffer (tampao) | Nao requer 33 mL Todos os reagentes (conforme
— fornecido) sdo estaveis por 24
2 NAD gdb(;:o;:sgl’: dr;ﬂ;de 6.6 mL meses a 4°C ou até a data de
m%sture até dissolver ’ validade do kit, o que ocorrer
- primeiro. O Reagente 2 (NAD)
3 GOT Agite suavemente por | 0.4 mL é estavel por 1 ano a 4°C ou 2
inverséo antes de usar
anos a -20°C uma ve
4 MDH Agite suavemente por | 0.4 mL dissolvido ou zl:té a\ijazta de
_ inversao antes de usar validade do kit, o que ocorrer
5 Padrao Nao requer 3.3mL primeiro.

O prazo de validade dos reagentes 1 e 2 pode ser estendido colocando aliquotas em um freezer.
N&o congele os reagentes 3 e 4.

Nao armazenar os reagentes na temperatura recomendada reduzira sua vida util.

Para a concentragdo do Padrao, consulte o rétulo do frasco.

Recomendacdes de segurancga

= Use 6culos de segurancga

= Reagente 1 é levemente corrosivo

= Na&o ingerir Buffer (tamp&o) ou Padrao, pois eles contém azida de sdédio como estabilizador
PROCEDIMENTO

Parametros operacionais

Comprimento de onda 340 nm

Cubeta 1 cm, quartzo, silica, metacrilato ou poliestireno
Temperatura 20 — 25°C

Volume final da cubeta 2,22 mL

Zero contra o ar, sem a cubeta no feixe de luz

PREPARAGAO DA AMOSTRA

As amostras devem ser diluidas com agua destilada para garantir que a concentragéo na solugéo nao
seja maior que 0,4 g/L. Para amostras com menos de 2 g/L de acido L-malico, uma diluicdo de 1 em 5
é suficiente. Como um guia geral, uma diluicdo adicional é necessaria se a leitura de absorbancia em
Az for maior que 1 unidade de absorbancia.

Vinhos tintos ndo diluidos ou amostras de suco nao diluido altamente coloridas exigirao descoloragéo.
Para descolorir, adicione aproximadamente 0,1 g de PVPP a 5 mL de amostra em um tubo de ensaio.
Agite bem por cerca de 1 minuto. A clarificagdo é obtida por sedimentacéo, centrifugagao ou filtragem
através de papel de filtro Whatman No. 1.
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ANALISE DA AMOSTRA
a. Pipete os seguintes volumes dos reagentes nas cubetas:

Reagente Branco ' Padriao Amostra

1. Buffer (tamp&o) 1.00 mL (1000 yL) | 1.00 mL (1000 yL) | 1.00 mL (1000 uL)
Agua destilada 1.00 mL (1000 yL) | 0.90 mL (900 uL) 0.90 mL (900 pL)

2. NAD 0.20 mL (200 plL) 0.20 mL (200 pL) 0.20 mL (200 plL)

3. GOT 0.01 mL (10 L) 0.01 mL (10 yL) 0.01 mL (10 L)
Amostra ou Padréo 0.10 mL (100 pL) 0.10 mL (100 pL)

b. Misture bem por inversao e leia as absorbancias, A1 apés 3 minutos.

c. Pipete o seguinte reagente nas cubetas:

0.01 mL (10uL) 0.01 mL (10uL) 0.01 mL (10pL)

d Misture bem por inverséo e leia as absorbancias, Az, apés 10 minutos.
CALcuLOS*

1. Calcule a Absorbancia liquida para o Branco, Amostra e Padrao:
Absorbancia Liquida, AL = Az — At

2. Calcule a Absorbancia Corrigida (Ac) para o ensaio do Padréo subtraindo a Absorbancia Liquida do
Branco da Absorbancia Liquida do Padrao:

Absorbancia Corrigida do Padrdo, Ac = AL do Padrédo — AL do Branco

3. Calcule a Absorbancia Corrigida (Ac) para as amostras subtraindo a Absorbancia Liquida para o
Branco da Absorbancia Liquida para a amostra:

Absorvancia Corrigida da Amostra, Ac = AL da Amostra — AL do Branco
4. Calcule a quantidade de Acido L-Malico na amostra usando a férmula abaixo:
Acido L-Malico (g/L) = Ac x 0.4725 x Fator de diluigdo

* Uma planilha de calculo esta disponivel para download em
https://www.vintessential.com.au/resources/calculation-worksheets/

5. Precisao (onde x é a concentragao de acido L-malico na amostra em g/L):
Repetibilidade r = 0,03 + 0,034x Reprodutibilidade R = 0,05 + 0,071x
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