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INTRODUCCION:

Como componente del ciclo del acido citrico, el acido L-malico (L-malato) se encuentra en todos los
organismos vivos. Su determinacidn cuantitativa es especialmente importante en la fabricacidn de vino,
cerveza, pan, productos hortofruticolas, asi como en cosméticos y productos farmacéuticos. Es uno de
los acidos frutales mds importantes y tiene la mayor concentracién de todos los acidos del vino. En la
industria vinicola, el nivel de acido L-malico se controla, junto con el acido L-lactico, durante la
fermentaciéon malolactica. El acido L-malico tiene muchas aplicaciones como conservante alimentario
(E296) y potenciador del sabor, por ejemplo en la fabricacién de bebidas bajas en calorias.

PRINCIPIO:

La deteccidn del acido L-malico requiere dos reacciones enzimaticas. En la primera reaccion catalizada
por L-malato deshidrogenasa (L-MDH), el acido L-malico es oxidado a oxaloacetato por nicotinamida-
adenina dinucledtido (NAD*) (1).
(L-MDH)
(1) Acido L-mélico + NAD* <+——> oxaloacetato + NADH + H*

Sin embargo, dado que el equilibrio de la reaccién (1) esta firmemente a favor del acido L-malico y del
NAD+, se requiere otra reaccidn para "atrapar" el producto de NADH, y esto se consigue mediante la
conversion de oxaloacetato en L-aspartato y 2-oxoglutarato, en presencia de un gran exceso de L-
glutamato, por glutamato-oxaloacetato transaminasa (GOT) (2).

(GOT)
(2) Oxaloacetato + L-glutamato — L-aspartato + 2-oxoglutarato

La cantidad de NADH formada en la reaccidn anterior es estequiométrica con la cantidad de acido L-
malico. NADPH se mide por el aumento de la absorbancia a 340 nm.

ESPECIFICIDAD, SENSIBILIDAD Y LINEALIDAD:

e El ensayo es especifico para acido L-malico

e Ellimite de deteccién (LOD) es de 0,002 g/L, y el limite de cuantificacion (LOQ) es de 0,006 g/L
(utilizando un volumen de muestra de 0,1 mL).

e Elintervalo de medicidn recomendado se sitia entre 0,02 y 1,0 g/L (utilizando un volumen de
muestra de 0,1mL). Esto corresponde a de 2 a 100 pg de acido L-malico por ensayo.

INTERFERENCIAS:

No se han identificado compuestos interferentes.

SEGURIDAD:

Deben respetarse las medidas de seguridad generales que se aplican a todas las sustancias quimicas. Tras
su uso, los reactivos pueden eliminarse con los residuos de laboratorio.

NOTA: Para obtener mas informacidn sobre el rendimiento de este producto, consulte el informe de
validacién asociado disponible en el sitio web de Megazyme. Para mas informacion sobre el uso y
manipulacidn seguros de este producto, consulte la FDS asociada disponible en el sitio web de Megazyme.




CONTENIDO DEL KIT:

Kit adecuado para formato manual y automatizado. Los reactivos son suficientes para realizar 50 ensayos
en formato manual o 500 ensayos en formato autoanalizador. El kit contiene:

Reactivo 1 (2 x 50 mL): L-Glutamato
Contiene azida sddica (0,05 % w/v) como conservante. Listo para usar.
Conservar a 4 °C. Consulte la fecha de caducidad en cada etiqueta.

Reactivo 2 (2 x 12,5 mL): NAD, L-MDH, GOT
Contiene azida sddica (0,05 % w/v) como conservante. Listo para usar.
Conservar a 4 °C. Consulte la fecha de caducidad en cada etiqueta.

Estandar (5 mL); Solucién estandar de Acido L-malico (1 g/L).
Contiene azida sddica (0,05 % w/v) como conservante. Listo para usar.
Conservar a 4 °C. Consulte la fecha de caducidad en cada etiqueta.

NOTA: La solucidn estandar de acido L-malico solo se ensaya cuando existan dudas sobre la precisién del
espectrofotdmetro utilizado o cuando se sospeche que la inhibicion esta siendo causada por sustancias
presentes en la muestra. La concentracion de acido L-malico se determina directamente a partir del

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE REACTIVO:

Llevar todos los reactivos a temperatura ambiente (20 - 25 °C) antes de su uso.

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO MANUAL:

Longitud de onda: 340 nm

Cubeta: Camino éptico de 1 cm (vidrio o plastico)
Temperatura: 20-37°C
Volumen final: 2,60 mL

Solucion de muestra: 2 - 100 pg de acido L-mdlico por cubeta
Blanco de espectrofotémetro: utilizar una cubeta vacia o con agua destilada

Pipeta en cubetas Blanco Muestra
Reactivo 1 2,0 mL 2,0mL
Muestra - 0,1mL
Agua destilada 0,1mL -

Mezclar*, incubar durante ~ 3 minutos a 20 - 37 °C, a continuacion, leer las
absorbancias (A,).
Anadir el reactivo 2 como se indica a continuacion:

Reactivo 2 0,5 mL 0,5mL

Mezclar*, incubar durante ~ 5 minutos a 20 -37°C, a continuacion, leer las

absorbancias (A;). **

* por aspiracion con la punta de pipeta utilizada para dispensar el liquido o por inversion suave tras sellar la cubeta
con un tapdn de cubeta o Parafilm®.
** Puede ser necesario comprobar si la reaccion se ha completado continuando la lectura de las absorbancias a




intervalos de 1 minuto. Si la reaccién no se ha completado, continuar midiendo las absorbancias hasta que los
valores medidos permanezcan iguales o aumenten constantemente durante 1 min. Si esta tasa de incremento es
mayor para la muestra que para el blanco, extrapolar las absorbancias (muestra y blanco) al momento de la adicion
del reactivo 2.

NOTA: El valor del blanco de reactivo debe determinarse una vez para cada serie y restarse de cada
resultado de la muestra.

CALCULO:

NOTA: Estos célculos pueden simplificarse utilizando la herramienta MegaCalc™, que se puede descargar

desde la pdgina del producto.

1. Calculo del factor de dilucién (df)

Determinar el factor de dilucién (df) de las densidades épticas debido al volumen de reactivo.

df = (Volumen de muestra [mL] + Volumen de R1 [mL])

Volumen total de la reaccion [mL]
A continuacidn, segun el procedimiento de ensayo manual de acido L-malico:

df = 0,1+2,0 = 0,808
2,6

2. Calculo de la diferencia de absorbancia AAscido L-mailico

AAécido L-malico = (AZ - df X Al )muestra - (AZ - df X Al) blanco

A continuacidn, segun el procedimiento de ensayo manual de acido L-malico:

AAécido L-mélico = (AZ - 0,808 X Al)muestra - (AZ - 0,808 X Al) blanco

NOTA: El aumento o la disminucion del volumen de la muestra dejando los volimenes de reactivo
inalterados requiere un nuevo célculo del factor de dilucidn; si se modifican los volimenes, el
rendimiento puede verse afectado.

3. Calculo del contenido en acido L-malico

La concentracion de acido L-malico puede calcularse del siguiente modo:

C = V x MW X AAscido L-malico [g/L]
exdxv



donde:

\Y = volumen final [mL]

MW = peso molecular de acido L-malico [g/mol].

€ = coeficiente de extincién de NADH a 340 nm [I x mol™* x cm™]
d = camino dptico [cm]

v = volumen de muestra [mL]

A continuacidn, segun el procedimiento de ensayo manual de acido L-malico:

2,6 x 134,09 X AAscido L-malico [g/L]
6300x1,0x0,1

C

0,5534 x AAscido L-malico [g/L]

Si la muestra se ha diluido durante la preparacion, el resultado debe multiplicarse por el factor de
dilucion, F.

4. Calculo del contenido de acido L-malico residual en muestras sélidas o semisdlidas:

Cuando se analizan muestras sélidas y semisélidas que se pesan para la preparacion de la muestra, el
contenido (g/100 g) se calcula a partir de la cantidad pesada de la siguiente manera:

Chcido L-malico [8/L de solucion de muestral x 100 [g/100 g]

PEeSOmuestra [8/L  solucidn de muestra]



PROCEDIMIENTO DE ENSAYO DE AUTOANALIZADOR:

Este kit se ha disefiado para analizadores automaticos de bioquimica y puede adaptarse a la mayoria de los
instrumentos. A continuacion, se presenta un método de muestra (validado en el analizador Awareness
ChemWell®-T).

NOTA: Para cada lote de muestras que se aplique a la determinacién de acido L-malico debe realizarse
simultdneamente una curva de calibracidn utilizando el mismo lote de reactivos.

Parametro Detalles

Longitud de . . .
q 340/405 nm (primario/secundario)
onda

Temperatura 20-37°C

Prueba de punto final con la siguiente secuencia de prueba:
— Afadir reactivo 1 [0,2 mL]
— Afadir muestra o calibrador [0,01 mL]
— Pre-incubar 1-3 min [20 - 37 °C]

Prueba - Medir A;a 340/405 nm

— Anadir reactivo 2 [0,05 mL]

— Incubar 5 min [20 - 37 °C]

- Medir Aza 340/405 nm

— Calcular A, — A; contra curva de calibracidn

Calibrar utilizando 2 - 4 calibradores que oscilen entre 0 - 1,0 g/L.
La curva de calibracién es lineal.

A continuacidn, se muestra un ejemplo de cdmo utilizar el estandar
suministrado con el kit para crear una curva de calibracion:

Calibracion Calibrador 1 0 g/L (usar agua destilada)
Calibrador 2 0,1 g/L (diluir el estandar 10 veces)
Calibrador 3 0,5 g/L (diluir el estandar 2 veces)
Calibrador 4 1,0 g/L (usar el estandar tal como estd)

Realizar todas las diluciones con agua destilada.




PREPARACION DE MUESTRAS

1. Dilucién de muestras

La cantidad de acido L-malico presente en la cubeta debe oscilar entre 0,02 g/Ly 1,0 g/L. Si el valor de AAscido
malico €5 demasiado bajo (por ejemplo, <0,1), pesar mas muestra o disminuir la dilucién. Si el valor de AAscido 1-
malico €5 demasiado alto (por ejemplo, >2,0 en total), aumentar la diluciéon en agua destilada.

Tabla de diluciéon

Concentracion estimada en la L ] Factor de
Dilucién recomendada con agua destilada L
muestra (g/L) dilucion (F)
<1,0 Sin dilucidn 1
1,0-10 1 mL de muestra + 9 mL de agua destilada 10
10-150 1 mL de muestra + 99 mL de agua destilada 100

2. Guia general de preparacion de muestras

e las muestras liquidas, claras, ligeramente coloreadas y aproximadamente neutras, con una
concentracion de hasta 1,0 g/L, pueden utilizarse directamente en el ensayo.

e lLas muestras turbias deben filtrarse o centrifugarse.

e las muestras acidas (pH < 3,0) deben neutralizarse hasta alcanzar aproximadamente un pH de 8,0.

e Las muestras que contengan dioxido de carbono deben desgasificarse mediante agitacion suave o
agitacion con una varilla de vidrio.

e Las muestras solidas deben homogeneizarse, extraerse en agua y filtrarse o centrifugarse si es
necesario.

e Las muestras muy coloreadas deben tratarse afiadiendo 0,2 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP) por 10
mL de muestra en un tubo. Agitar enérgicamente el tubo durante 5 minutos y filtrar con papel de filtro.

e Desproteinizar las muestras utilizando el kit de clarificacion Megazyme Carrez (K-CARREZ).

e Eliminar la grasa utilizando el kit de clarificacion Megazyme Carrez (K-CARREZ).

3. Ejemplos sugeridos de preparacion de muestras

(a) Determinacion de acido L-malico en el vino. Usar un filtro de jeringa de 0,2 micras para clarificar.
Alternativamente, centrifugar una alicuota de vino durante 5 minutos a 15.000 g.

Normalmente, se requiere una dilucion de 3 veces en agua destilada.

(b) Determinacion del acido L-malico en zumos de frutas (por ejemplo, zumo de manzana). Usar un
filtro de jeringa de 0,2 micras para clarificar. Alternativamente, centrifugar una alicuota de zumo
durante 5 minutos a 15.000 g.



(c)

(d)

(e)

Normalmente, se requiere una dilucion de 50 veces en agua destilada.

Determinacion de acido L-malico en la cerveza (por ejemplo, Lager). Eliminar la carbonataciéon agitando
una muestra en un vaso de precipitados durante aproximadamente 60 segundos utilizando una varilla
de vidrio. Pasar a través de un filtro de jeringa de 0,2 micras y utilizar el filtrado claro en el ensayo.
Normalmente, no se requiere dilucion.

Determinacion de acido L-malico en productos de confiteria (por ejemplo, Haribo Tangfastics). Pesar
con precision 4 g de confiteria en una probeta graduada de 100 mLy ajustar a 100 mL con agua destilada.
Afadir el contenido de la probeta a una batidora y batir durante 30 segundos, o hasta que esté
homogéneo. Dejar que se asiente la espuma que se haya formado y el liquido podra utilizarse en el
protocolo de ensayo sin mds tratamiento.

Normalmente, no se requiere dilucion.

Determinacion de acido L-malico en frutas y hortalizas (por ejemplo, brécoli). Homogeneizar las
muestras solidas en una batidora. Pesar 5 g de brdcoli en un vaso de precipitados y extraer con 70 mL de
agua destilada calentada a 60 °C. Transferir cuantitativamente a un matraz aforado de 100 mL. Llenar
hasta la marca con agua, mezclar, filtrar utilizando un filtro de papel y utilizar el filtrado claro en el ensayo.
Normalmente, no se requiere dilucion.

NOTA IMPORTANTE: Los usuarios deben realizar una validacién interna de la matriz antes de su uso
rutinario. Este proceso pondra de relieve las matrices problematicas encontradas. Los anteriores son solo
ejemplos sugeridos de preparacidon de muestras. Si tiene alguna pregunta sobre estas u otras matrices,
pdngase en contacto con su representante de ventas local para obtener asistencia.

SERVICIOS Y ASISTENCIA TECNICA

Pbdngase en contacto con su representante de ventas local si necesita ayuda, sobre todo en relacion con:

Resolucion de problemas

Analisis de datos

Pruebas matriciales adicionales

Asistencia de aplicacion en relaciéon con los analizadores automatizados

Los documentos de apoyo se encuentran en la pagina del producto:
Guia de consulta rapida (Quick Reference Guide) — solamente en inglés
MegaCalc™
Fichas de datos de seguridad (FDS)
Certificados de analisis (COA)
Informe de validacion (Validation report) - solamente en inglés
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Pongase en contacto con nosotros para obtener mas informacion: neogen.com/contact

Sin garantia

La informacion contenida en este protocolo de ensayo es, a nuestro leal saber y entender, veraz y exacta, pero dado que las condiciones de uso
estan fuera de nuestro control, no se ofrece ni se implica ninguna garantia respecto a cualquier recomendacion o sugerencia que pueda hacerse o

que cualquier uso no infrinja ninguna patente. Es responsabilidad del usuario realizar un trabajo interno de validacion de la matriz antes de su uso
rutinario.

© 2024, Neogen Corporation. Todos los derechos reservados.

Neogen, Megazyme, Liquid Ready y MegaCalc son marcas comerciales de Neogen Corporation. Todas las demdas marcas comerciales pertenecen a sus respectivos propietarios.


https://www.neogen.com/en-gb/contact/

	PRINCIPIO:
	INTERFERENCIAS:
	SEGURIDAD:
	CONTENIDO DEL KIT:
	Reactivo 1 (2 x 50 mL):   L-Glutamato
	Contiene azida sódica (0,05 % w/v) como conservante. Listo para usar.
	Conservar a 4  C. Consulte la fecha de caducidad en cada etiqueta.
	Reactivo 2 (2 x 12,5 mL): NAD, L-MDH, GOT
	Contiene azida sódica (0,05 % w/v) como conservante. Listo para usar.
	Conservar a 4  C. Consulte la fecha de caducidad en cada etiqueta.
	Estándar (5 mL);   Solución estándar de Ácido L-málico (1 g/L).
	Contiene azida sódica (0,05 % w/v) como conservante. Listo para usar.
	Conservar a 4  C. Consulte la fecha de caducidad en cada etiqueta.

	PROCEDIMIENTO DE ENSAYO MANUAL:
	CÁLCULO:
	1. Cálculo del factor de dilución (df)
	2. Cálculo de la diferencia de absorbancia Aácido L-málico
	Aácido L-málico =  (A2 – df x A1 )muestra - (A2 – df x A1) blanco
	Aácido L-málico  =  (A2 – 0,808 x A1)muestra - (A2 – 0,808 x A1) blanco
	3. Cálculo del contenido en ácido L-málico
	4. Cálculo del contenido de ácido L-málico residual en muestras sólidas o semisólidas:
	PREPARACIÓN DE MUESTRAS
	1. Dilución de muestras
	3. Ejemplos sugeridos de preparación de muestras
	NOTA IMPORTANTE: Los usuarios deben realizar una validación interna de la matriz antes de su uso rutinario. Este proceso pondrá de relieve las matrices problemáticas encontradas. Los anteriores son solo ejemplos sugeridos de preparación de muestras. S...

	Guía de consulta rápida (Quick Reference Guide) – solamente en inglés
	MegaCalc™
	Fichas de datos de seguridad (FDS)
	Certificados de análisis (COA)
	Informe de validación (Validation report) - solamente en inglés



