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TESTE ENZIMATICO PARA DETERMINACAO DE ACIDO
ACETICO EM MOSTO DE UVA E VINHO

PRODUTO
Produto no. 4A105, para 100 testes, somente para uso in vitro.

CONTEUDO
O kit inclui os seguintes reagentes:
N.° do Reagente Preparacao Quantidade Estabilidade
reagente
1 Buffer (tamp&o)  N&o requer 2x53 mL 18 meses a 4°C
2 Coenzimas N&o requer 22 mL 18 meses a 4°C
(ATP/CoA/NAD)
3 CS/MDH Agite suavemente antes 4 4 18 meses a 4°C
de usar
4 ACS g\glte suavemente antes 2,2mL 18 meses a 4°C
e usar
5 Padréao N&o requer 3.3 mL 18 meses a 4°C

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 Padrdo, consulte o rétulo do frasco.

RECOMENDAGCOES DE SEGURANCA
= Use 6culos de seguranga
= Reagente 1 é levemente corrosivo
= Nao ingerir Buffer (tampé&o) ou Padréo, pois eles contém azida de sédio 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 3,23 mL

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

PREPARACAO DA AMOSTRA

As amostras devem ser diluidas com agua destilada para garantir que a concentragédo na solugao néo
seja maior que 0,25 g/L. Para a maioria das amostras, uma diluicdo de 1 em 5 deve ser suficiente.
Idealmente, as leituras da absorbancia A3 ndo devem ser maiores que 1,20 unidades de absorbancia.

Vinhos tintos ndo diluidos ou amostras de suco néo diluido e altamente coloridas requerem
descoloragao.

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 clarificagéo € obtida por decantagao 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 Padréo Amostra

1. Buffer (tamp&o)
Agua destilada

2. Coenzimas
Amostra ou Padrao

1.00 mL (1000 pL)
2.00 mL (2000 pL)
0.20 mL (200 pL)

1.00 mL (1000 pL)
1.90 mL (1900 pL)
0.20 mL (200 pL)
0.10 mL (100 pL)

1.00 mL (1000 pL)
1.90 mL (1900 pL)
0.20 mL (200 pL)
0.10 mL (100 pL)

b. Misture bem por inverséao e leia as absorbancias, A1.
c. Pipete o seguinte reagente nas cubetas:

3. CS/MDH 0.01 mL (10pL) 0.01 mL (10pL)

0.01 mL (10pL)

d Misture bem por inversao e leia as absorbancias, Az, apos 3 minutos.

4.ACS 0.02 mL (20pL) 0.02 mL (20pL)

0.02 mL (20pL)

e. Misture bem por inversao e leia as absorbancias, As, apds 20 minutos.

CALCULOS*
1. Calcule as diferengas de absorbancia (A2 — A1) e (As — A1) para o Branco, Padréo e Amostras para
obter AA1e AAx:

Diferenca de absorbancia, AA1 = Az - A

Diferenca de absorbancia, AA2 = As - A1

2. Calcule a absorbancia corrigida para as amostras e/ou padrao, AAac, usando a férmula:

AAac = [(AAZ)amostra - !AA1 !2 amostra] - [(AAZ)branco - ‘AA1 !2 branco]
(AAz) amostra (AA2) branco

3. Calcule a concentracao de acido acético da seguinte forma:
Concentragéo de acido acético (g/L) =

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

REFERENCIA

AAac x 0.308 x Fator de diluigéo

1. Bergmeyer, H.U. et al 1984, Methods of Enzymatic Analysis, 3 ed., vol. 6, pp. 639-645; Verlag

Chemie, Weinheim.
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