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Aplicagao

Este kit é indicado para a determinagdo do acido acético (acetato) em alimentos, tais como o vinho, a cerveja, o vinagre, os produtos lacteos, o
pdo, o peixe, a carne, os vegetais, a fruta e o sumo de fruta, bem como na industria do papel, em alimentagdo animal (silagens), em produtos
farmacéuticos e amostras bioldgicas. O seu fundamento baseia-se num método enzimatico, rapido, simples e especifico para o analito em causa.

Introdugao

O acido acético é um metabolito muito importante uma vez que é o produto final de processos fermentativos e da oxidagdo do acetaldeido e do
etanol. O 4cido acético é o principal componente dos "acidos volateis" do vinho e um dos pardmetros mais importantes para avaliagdo do seu
controlo de qualidade. Uma concentragdo elevada de acido acético no vinho resulta da degradagdo do mesmo. Deste modo, existem limites
legais para a concentragdo de acido acético no vinho. Para além disso, o acido acético é usado na produgdo alimentar como conservante e
intensificador de sabor. Por ultimo, o acido acético é o composto que determina o valor econémico do vinagre.

Principio

Acetato + ATP + CoA A_Csp Acetil-CoA + AMP + Pirofosfato

Acetil-CoA + oxaloacetato + H,0 i» Citrato + CoA

L-MDH
L-Malato + NAD* —_— Oxaloacetato + NADH + H*

A quantidade de NADH resultante da agdo combinada da acetil-CoA sintetase (ACS), citrato sintase (CS) e L-malato desidrogenase (L-MDH) é
medida a 340 nm. Dado que as reagdes prévias se encontram em equilibrio, a quantidade de acetato existente na amostra deve ser calculada
com recurso a equacgao da pagina 2.

Especificidade

Este método é especifico para a determinagdo do acido acético.

Sensibilidade e limite de dete¢ao

A sensibilidade do ensaio é de 0.005 AU num volume de amostra de 2,00 mL. Este valor corresponde a uma concentragdo de acido acético de
0,07 mg/L de amostra quando medida a 340 nm. O limite de detegdo de 0,14 mg/L resulta de uma diferenga de absorvéncia de 0,010 (340 nm)
para um volume de amostra maximo de 2,00 mL.

Linearidade e precisao

A determinagdo apresenta linearidade entre 0,3 e 20 pg de 4cido acético por ensaio. Num duplicadoo da mesma amostra, uma diferenga de
0,005 a 0,010 unidades de absorvéncia pode ocorrer. Para um volume de amostra de 0,10 mL, esta diferenga corresponde a uma concentragdo
de 4cido acético de aprox. 0,07 a 0,14 mg/L de solugdo de amostra. O desvio padrdo relativo, ou coeficiente de variagdo, é de aproximadamente
1a3%.

Composicao do kit

Solugdo 1. Tampdo TEA (30 mL, 0,8 M, pH 8,4), 4cido L-malico (60 mM), MgCl, (20 mM) e azida de sédio (0,02% w/v) como conservante.
Armazenar entre 2 °Ce 8 °C.

Solugdo 2 (x2). NAD* (67 mg), ATP (137 mg), PVP (30 mg) e CoA (9.8 mg). Armazenar entre 2 °C e 8 °C (armazenamento prolongado: -30 °Ca -15
oC)



Dissolver em 5,5 mL de dgua destilada, dividir em aliquotas de volume adequado e armazenar em tubos de PP a 30 °C a -15 °C entre utilizagdes
(estavel durante 2 anos); manter frio durante a utilizagdo. O conteldo do segundo frasco deve ser dissolvido apenas quando necessario.

Suspensdo 3. L-Malato desidrogenase (L-MDH) e citrato sintase (CS) em 3,2 M de sulfato de amodnio (1,1 mL). Armazenar entre 2 °C e 8 °C.
Suspensdo 4. Acetil-CoA sintetase (ACS) em 3,2 M de sulfato de amonio (1,1 mL). Armazenar entre 2 °C e 8 °C.

Solugdo 5. Solugdo padrdo de acido acético (5 mL, 0,10 mg/mL). Armazenar entre 2 °C e 8 °C. Esta solugdo padrdo pode ser utilizada quando
existirem duvidas sobre a exatiddo do método (enapm,320 "M = 6300 Lxmol-1xcm-1).

Protocolo (analise a ponto final)

Comprimento de onda: 340 nm

Cuvete: 1 cm meio ético (vidro ou plastico)

Temperatura: ~25 °C

Volume final: 2,84 mL

Amostra: 0,5-20 pg de acido acético por cuvete (num volume de 0,10-2,00 mL)

Ler as absorvéncias contra o ar (sem cuvete no percurso 6tico) ou contra a agua

PIPETAR PARA CUVETES (mL) BRANCO AMOSTRA
Agua destilada (~25 °C) 2,10 mL 2,00 mL
Amostra (entre 0,10 e 2,00 mL) - 0,10 mL
Solugdo 1 (tampdo TEA) 0,50 mL 0,50 mL
Solu¢do 2 (NAD"+ATP+CoA+PVP) 0,20 mL 0,20 mL

Misturar, medir a absorvéncia das solugdes acima (A0) apods aprox. 3 min e iniciar a reagdo através da adigdo de

Suspensdo 3 (L-MDH/CS) | 0,02 mL | 0,02 mL

Misturar, medir a absorvéncia das soluctes (Al) apds ~4 min e iniciar a reacdo através da adicdo de

Suspensado 4 (ACS) | 0,02 mL | 0.02 mL

Misturar e medir a absorvéncia das solugdes (A2) no final da reagdo (aprox. 12 min). Se a reagdo ndo tiver parado ao fim dos 12 min,
continuar a medir as absorvéncias até aos 20 min (em intervalos de 4 min). Usar o ficheiro NZYKit Calculator para descontar o “creep rate”.

Homogeneizar com uma espatula plastica ou por inversdo cuidadosa apds vedar a cuvete com a tampa ou Parafilm®

Calculos

Usar o ficheiro NZYKit Calculator para facilitar os calculos, o qual pode ser obtido a partir da informagdo adicional do produto no sitio de internet
da NZYtech (www.nzytech.com). Caso existam reagGes “creep” (aumento ligeiro da absorvéncia da amostra (A2) apds a reagdo rapida inicial),
considerar a velocidade linear para obter o valor de A2 corrigido. Ler as absorvéncias aos 16 e 20 minutos e usar o ficheiro NZYKit Calculator.

Se ndo usar o ficheiro NZYKit Calculator, determinar as diferengas de absorvéncia entre o branco e a amostra (A1-A0 e A2-A0). Dado que ndo
existe uma relacdo linear entre a diferenca de absorvéncias medida e a concentracdo de 4cido acético, o valor de AAjcido acético deve ser calculado
usando a seguinte equacgao:

_(A]'Ao)zamostra
(AZ'A 0 ) amostra

(A] -AO ) 2branm

BAjcido acetico = [(AZ-AD) amostra (A2-A0),,
ranco

] - [(AZ'AO)brancu' ]

A concentragdo de acido acético, baseada no € do NADH a 340 nm (6300 Lxmol-'xcm1), é calculada da seguinte forma:

C (Acido acético) = 0.2707x AAjcigo acetico [87L]

Caso a amostra tenha sido diluida ou um volume de amostra diferente tenha sido usado, o resultado final deve ser calculado pela multiplicagdo
do valor obtido pelo correspondente fator de diluigdo/concentragdo.



Procedimentos alternativos (micro-volumes)

Apesar do kit ter sido desenvolvido para uso em cuvete, o mesmo pode ser facilmente adaptado para o uso em microplacas de 96 pogos ou em
autoanalisadores. Basicamente, os volumes de ensaio do presente protocolo (formato cuvete) devem ser reduzidos cerca de 10 vezes para
adaptacdo ao formato microplaca ou autoanalisador. No entanto, na utilizagdo destes formatos de micro-volume deve ter-se em atengdo que a
espessura do meio 6tico é geralmente inferior a espessura do meio ético de referéncia (1 cm). Deste modo, para calcular o teor de analito nas
amostras deve seguir uma das trés estratégias possiveis descritas em “Alternative Procedures Brochure”, disponivel em www.nzytech.com.

Interferéncias

Os ésteres de acido acético hidrolisam lentamente nestas condi¢Ges de reagdo. O acido acético formado é responsavel pelas “creep reactions”
nos ensaios das amostras. Este efeito pode ser eliminado pela extrapolagdo do valor A2 ao momento da adi¢do da suspensao 4 (ACS).

Tal como foi referido anteriormente, esta corregdo pode ser facilmente conseguida através da leitura dos valores adicionais de absorvéncia aos
16 e 20 minutos e da utilizagdo do ficheiro NZYKit Calculator. O valor de A2 corrigido permite obter a concentragdo de acido acético. No entanto,
a conversdao completa do acido acético dentro do tempo especificado para o ensaio (aprox. 10-12 min) indica, em geral, que ndo ocorreram
interferéncias. A concentragdo total de acido acético, nas formas livre e esterificada, pode ser determinada deixando a reagdo atingir o ponto
final (até o valor de absorvéncia ficar estavel).

Informacao geral sobre a preparagdao das amostras

A quantidade total de acido acético na cuvete deve situar-se entre 0,3 e 20 ug. Deste modo, se se usar um volume de amostra de 0,10 mL, a
amostra deve ser diluida para concentrag¢8es de acido acético entre 3 e 200 mg/L. No entanto, o volume de amostra pode variar entre 0,10 e
2,00 mL, através da substituicdo da agua (analitos variam entre 0,15 e 200 mg/L).

Para realizar este ensaio, use amostras liquidas transparentes e praticamente neutras, diretamente ou apos diluicdo das mesmas; filtrar as
solugBes turvas; desgaseificar as amostras que contenham didxido de carbono (e.g. filtragdo); ajustar o pH das amostras a pH 8-9 através da
adicdo de solugdo de hidréxido de sddio ou potassio; ajustar amostras acidas e ligeiramente coradas a pH 8-9 e incubar aproximadamente 15
minutos; medir as amostras “coradas” (se necessario ajustadas a pH 8-9) contra o ensaio em branco; tratar as amostras "fortemente coradas”
que forem usadas ndo diluidas ou com um volume de amostra elevado com PVPP; esmagar ou homogeneizar as amostras sdlidas ou semi-
sélidas, e extrair com 4gua ou dissolvé-las; extrair as amostras com teores elevados de gordura com agua quente.

Exemplos de preparagao das amostras

Determinagdo do acido acético nos vinhos tinto e branco

Para o vinho branco, usar 0,10 mL no ensaio. Para amostras com baixas concentracdes de acido acético, podem ser usados volumes até 2,0 mL.
Para vinhos tintos contendo aprox. 0,2 g de acido acético/L, usar 0,10 mL de amostra sem descorar no ensaio. Para vinhos tintos com menos do
que 0,1 g de 4cido acético/L, as amostras devem ser descoradas com a adi¢do de 0,2 g de PVPP por cada 10 mL de amostra e com 5 min de
agitagdo. Filtrar uma aliquota com papel de filtro Whatman n2 1 e ajustar o pH a aprox. 8,4. Ajustar o volume a duas vezes o volume original da
amostra usada. Um volume de amostra até 2,0 mL pode ser usado e esse volume deve ser levado em consideragao nos célculos. Quando forem
usados grandes volumes de amostra, as concentracGes elevadas de alcool podem inibir as atividades cataliticas usadas na quantificagdo do
acetato. Nestes casos, aumenatr o tempo de incubagdo até aos 20 min e ler valores subsequentes de absorvéncia para confirmar que a reacdo
parou. Usualmente, uma diluigdo de 1:5 e um volume de amostra de 0,1 mL sdo satisfatorios.

Determinagdo do acido acético nos sumos de fruta

Nos sumos de fruta com uma concentragdo elevada de acido acético (aprox. 0,3 g/L), diluir uma amostra com um volume igual de 4gua e usar
0,1 mL no ensaio. Caso seja necessario usar um volume grande de amostra, ajustar o pH a aprox. 8,4 antes da andlise. As amostras de sumos
corados devem ser descoradas tal como indicado acima. Usar de 0,10 a 2,00 mL de amostra no ensaio. Usualmente, ndo é necessaria diluicdo e
um volume de amostra de 0,1 mL é satisfatério.

Determinagao do acido acético na cerveja

Desgaseificar a amostra de cerveja por filtragdo ou por agitagdo com uma vareta de vidro. Usualmente, ndo é necessario diluir a amostra e um
volume de amostra de 0,2 mL é satisfatorio.

Determinagdo do acido acético no vinagre

Diluir a amostra de modo a que a sua concentragdo de analito se situe no intervalo descrito na informagao geral sobre preparagdo de amostras.
De um modo geral, uma diluigdo de 1:500 e um volume de amostra de 0,1 mL sdo adequados.
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Recomendagées
Este método é recomendado/aprovado por:
- Padrdes Europeus, Alemao e Internacionais (EN, DIN, 1SO);

- Recomendado pela International Federation of Fruit Juice Producers (IFU) e pela Central European Commission for Brewing Technology.

Contacte info@nzytech.com para obter qualquer informagdo adicional sobre este kit, incluindo outras aplicagdes especificas.

For life science research only. Not for use in diagnostic procedures.
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