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INTRODUCCION:

Como componente del ciclo del acido citrico, el acido L-méalico (L-malato) se
encuentra en todos los organismos vivientes. Su determinacion cuantitativa es
especialmente importante en la elaboracion del vino, cerveza, pan, fruta y productos
vegetales, asi como en productos de cosmética y farmacéuticos. Es uno de los
acidos mas importantes de la fruta, y tiene la concentracion mas alta de todos los
acidos en el vino. En la industria vinicola, el nivel de acido L-malico se supervisa,
junto con el &cido L-lactico, durante la formentacion malolactica. El acido L-malico
tiene muchas aplicaciones como conservante alimentario (E296) compuesto
aromatizante, como en la elaboracion de bebidas bajas en calorias.

Este folleto describe el método espectrofotométrico para la determinacion
cuantitativa del acido L-malico. Sin embargo, Megazyme también dispone de un
método alternativo especifico para las pequefias empresas vinicolas, basado en un
colorimetro muy barato el MegaQuant™ (véase producto G-LMALMQ). También se
ha optimizado un tercer kit del acido L-malico para aplicaciones de auto-analisis
(véase producto K-LMALAF). Para mas informacion sobre estos procedimientos
alternativos, consulte el folleto pertinente en www.megazyme.com.

PRINCIPIO:

La deteccién del acido L-malico requiere dos reacciones enzimaticas. En la primera
reaccion catalizada por L-malato deshidrogenasa (L-MDH), el acido L-mélico se
oxida en oxaloacetato por la nicotinamida-adenina dinucleotido (NAD") (1).

(L-MDH)
(1) Acido L-malico + NAD® —> oxaloacetato + NADH + H*

Sin embargo, dado que el equilibrio de la reaccién (1) cae en favor del &cido L-malico
y NAD", se requiere una reaccion adicional para “atrapar” el NADH, lo cual se
consigue convirtiendo el oxaloacetata en L-aspartato y 2-oxoglutarato, en presencia
de un exceso de L-glutamato, por glutamato-oxaloacetato transaminasa (GOT) (2).

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

La cantidad de NADH que se forma en la doble reaccién anterior es esquiométrica
con la cantidad de acido L-malico. Lo que se mide es el NADH, por el aumento de la
capacidad de absorcion a 340 nm.



Los métodos basados en este principio son recomendados por IFU, AIJN,
MEBAK 'y OIV y aprobados por AOAC International. EI método se incluye en las
legislacién sobre alimentos de muchos paises y en la normativa europea.

ESPECIFICIDAD, SENSIBILIDAD, LINEALIDAD Y PRECISION:

El ensayo es especifico para el &cido L-malico. Los acidos D-malico, L-lactico, L-
aspartico y fumarico no reaccionan.

El diferencial de absorcién menor del ensayo es de 0,005 unidades. Esto
corresponde a 0,12 mg/L de la solucion de muestra a un volumen maximo de
muestra de 2 mL (o0 a 2,49 mg/L con un volumen de muestra de 0,1 mL). El limite de
deteccion es de 0,25 mg/L, que se deriva de un diferencial de absorcion de 0,010
con un volumen méaximo de muestra de 2,0 mL.

El ensayo es lineal a lo largo del intervalo de 0,5 a 30 pg de acido L-malico por
ensayo. En determinaciones dobles utilizando una solucidon de muestra, se puede
producir una diferencia de absorcion de 0,005 a 0.010. Con un volumen de muestra
de 0,10 mL, esto corresponde a una concentracion de acido L-malico de
aproximadamente entre 2,49 y 4,98 mg/L de solucion de muestra. Si la muestra se
diluye durante su preparacion, el resultado se multiplica por el factor de dilucion, F. Si
en la preparacion de la muestra, la muestra se pesa, por ejemplo, 10 g/L, cabe
esperar una diferencia entre 0,02 a 0,05 g/100 g.

INTERFERENCIA:

Si la conversion de acido L-malico se ha completado en el tiempo especificado en el
ensayo (aprox. 3 min), en general se puede concluir que no se ha producido ninguna
interferencia. Sin embargo, se puede hacer otra comprobacién afiadiendo acido L-
malico (aprox. 15 pg en 0,1 mL) en la cubeta, cuando se complete la reaccion. Se
deberia observar un aumento significativo de la absorcion.

Las sustancias que interfieren en la muestra analizadas se pueden identificar
incluyendo un estandar interno. Cabe esperar una recuperacion cuantitativa de este
estandar. Las pérdidas por manipulacion y extraccion de la muestra se pueden
identificar realizando experimentos de recuperacion, es decir, afiadiendo acido L-
malico a la muestra en las fases iniciales de la extraccion. Se ha incluido en el
ensayo polivinilpirrolidona para evitar la inhibicion de los polifendlicos (taninos) en la
muestra.



SEGURIDAD:

En general, los reagentes utilizados en la determinacion del &cido L-malico no son
materiales peligrosos segun el Reglamento de Sustancias Peligrosas.

Sin embargo, el concentrado tampon contiene azida de sodio 0,02 % (w/v) como
conservante. Es necesario observar todas las medidas generales de seguridad que
se aplican a todas las sustancias quimicas.

KITS:

Megazyme dispone de kits idoneos para realizar 58 y 116 determinaciones. Los kits
contienen el método completo de ensayo ademas de:

Kit para 58 determinaciones (cat. no. K-LMALR)

Botella 1:

Botella 2;

Botella 3:

Botella 4:

Botella 5;

Tampdn glicilglicina (6 mL, 1 M, pH 10,0) mas L-glutamato (1 M) y
azida de sodio 0,02 % (w/v) como conservante.
Estable durante > 2 afios a 4°C.

NAD" (380 mg) mas PVP (60 mg) .
Estable durante > 5 afios a -20°C.

Suspension de Glutamato-oxaloacetato transaminasa (1,25 mL,
600 U/mL).
Estable durante > 2 afios a 4°C.

Suspension de L-Malato deshidrogenasa (1,25 mL, 15000 U/mL).
Estable durante > 2 afios a 4°C.

Solucién de acido L-malico estandar (5 mL, 0,15 mg/mL).
Estable durante > 2 afios a 4° C.

Kit para 116 determinaciones (cat. no. K-LMALL)

Botella 1:

Botella 2: (x2)

Botella 3:

Botella 4:

Botella 5:

Tampon glicilglicina (12 mL, 1 M, pH 10,0) méas L-glutamato (1 M)
y azida de sodio 0,02 % (w/v) como conservante.

Estable durante > 2 afios a 4°C.

NAD" (380 mg) mas PVP (60 mg) .

Estable durante > 5 afios a -20°C.

Suspension de Glutamato-oxaloacetato transaminasa (2,5 mL,600
u/mL).

Estable durante > 2 afios a 4°C.

Suspension de L-Malato deshidrogenasa (2,5 mL, 15000 U/mL).
Estable durante > 2 afios a 4°C.

Solucion de acido L-malico estandar (5 mL, 0,15 mg/mL).
Estable durante > 2 afios a 4° C.



PREPARACION DE SOLUCIONES/SUSPENSIONES DE REAGENTES:

1.

Use el contenido de la botella 1 segun se suministra.
Estable durante > 2 afios a 4°C.

Diluya el contenido de la botella 2 en 6 mL de agua destilada. Dividala en
partes alicuotas del tamafio adecuado y guardelas en tubos de polipropileno
a -20°C entre uso y uso y en hielo mientras lo esta utilizando. No disuelva el
contenido de la segunda botella (kit de solo 116 determinaciones) hasta que
sea necesario. Una vez diluido, el reagente es estable durante > 2 afios a
-20°C.

3 & 4. Use el contenido de la botella 3 y 4 segun se suministra. Antes de abrir por

primera vez, agite la botella para eliminar cualquier enzima que se haya
guedado en el tapén de goma. A continuacion, guarde las botellas en
posicién vertical. Agite la botella para que se mezcle su contenido antes
de utilizarlo.

Estable durante > 2 afios a 4°C.

Use el contenido de la botella 5 segun se suministra.
Estable durante > 2 afios a 4°C.

NOTA: La solucion estandar de acido L-malico solo se utiliza en el ensayo cuando
existe alguna duda sobre la precision del espectrofotometro que se esta utilizando
o cuando se sospecha que las sustancias que intervienen en la muestra estan
produciendo una inhibicion. La concentracion de acido L-malico se determina
directamente a partir del coeficiente de extincion de NADH (véase pagina 6).

EQUIPO (RECOMENDADO):

1.

2.
3.
4

Tubos de vidrio de prueba (con la base redonda; 16 x 100 mm).

Cubetas de plastico desechables (paso de luz de 1 cm, 3 mL).
Micropipetas, p. ej. Gilson Pipetman® (20 pL y 100 pL).

Pipeta de desplazamiento positivo p.ej. Eppendorf Multipette®

- con 5 mL de Combitip® (para administrar partes alicuotas de 0,1 mL de
tampon de glicilglicina y solucion NAD).

- con 25 mL de Combitip® (para administrar partes alicuotas de 2,0 mL de
agua destilada).

Balanza de precision.

Espectrofotometro a 340 nm.

Agitador vibrador de tubos Vortex (p.ej. Agitarod de tubos de prueba IKA®
Yellowline TTS2).

Cronémetro.

Papeles filtro Whatman No.1 (9 cm).
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PROCEDIMIENTO:

Longitud de onda: 340 nm

Cubeta: paso de luz de 1 cm (vidrio o plastico)
Temperatura: ~25°C

Volumen final: 2,34 mL

Solucion de muestra: 0,5-30 pg de acido L-malico por cubeta
(en 0,10-2 mL de volumen de muestra)
Medir contra corriente de aire (sin cubeta en el paso de luz) o agua

Pipeta en cubetas Muestra sin tratar Muestra
agua destilada (~ 25°C) 2,10 mL 2,00 mL
muestra - 0,10 mL
solucion 1 (tampon de glicilglicina) 0,10 mL 0,10 mL
solucién 2 (NAD*/PVP) 0,10 mL 0,10 mL
suspension 3 (GOT) 0,02 mL 0,02 mL

Mezcle*, lea la absorcion de las soluciones (A;) transcurridos
aproximadamente 3 min e inicie las reacciones afadiendo:

suspension 4 (L-MDH) 0,02 mL 0,02 mL

Mezcle*, lea las absorciones de las soluciones (A,) al final de la reaccién
(aprox. 3 min).

* por ejemplo con una espatula de plastico o dandole la vuelta con cuidado después
de tapar la cubeta con tapa o Parafilm®.



CALCULO:

Calcule las diferencias de absorcidn (A,-A;) de la muestra sin tratar y la muestra.
Reste la diferencia de absorcion de la muestra sin tratar de la diferencia de absorcion
de la muestra, obteniendo con ello AAscido L-malico-

El valor de AAscido L-maiico POT regla general debera ser de al menos 0,100 unidades de
absorcion para conseguir resultados suficientemente precisos.

c = V x MW X AAscido L-malico [9/L]
e X d x v

Donde:

\ = volumen final [mL]

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

€ = coeficiente de extincion de NADH a 340 nm
= 6300 [I x mol™ x cm™]

d = paso de luz [cm]

= volumen de muestra [mL]
Sigue para el acido L-malico:

C = 2,34 x 134,09 X AAscido L-malico [g/L]
6300 x 1,0 x 0,10

0,4980 x AAscido L-malico [g/L]

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

Cuando se analicen muestras solidas o semisélidas que se pesan para preparar la
muestra, el contenido (g/100 g) se calcula a partir de la cantidad pesada de la
siguiente forma:

Contenido de acido L-malico

= Cacido L-malico [9/L solucién de muestra] x 100 [9/100 g]
PESOmuestra [9/L solucion de muestra]

NOTA: Estos célculos se pueden simplificar utilizando la aplicacién Mega-Calc™
de Megazyme, que se puede descargar desde la pagina web donde aparece el
producto (www.megazyme.com).




PREPARACION DE LA MUESTRA:
1. Dilucion de la muestra.

La cantidad de acido L-malico en la cubeta (es decir, en los 0,1 mL de muestra que
se esta analizando) deberé situarse entre 0,5y 30 pg. La solucién de muestra por
tanto se debe diluir lo suficiente como para conseguir una concentracion de acido L-
malico entre 0,005y 0,30 g/L.

Tabla de dilucién

Corlcentracm?_estlmada Dilucion con agua Factor de dilucién (F)
de acido L-malico (g/L)
<0,3 No se requiere dilucion 1
0,30-3,0 1+ 9 10
3,0-30 1+ 99 100
> 30 1+ 999 1000

Si el valor de AAscido L-maiico €S demasiado bajo (p.ej. < 0,100), pese mas muestra o
diluya con menos fuerza. Como alternativa, la muestra que se debe verter en la
cubeta se puede aumentar a 2,0 mL, asegurandose de que los componentes de la
muestra y el agua destilada en la reaccion sumen 2,1 mL, utilizando el nuevo
volumen de muestra en la ecuacion.

2. Clarificacién de la muestra.

a. Soluciones:

Solucion Carrez I. Disuelva 3,60 g de hexacianoferrato de potasio (I1)
{K4[Fe(CN)¢].3H20} (Sigma cat. no. P-9387) en 100 mL de agua destilada. Guardelo
a temperatura ambiente.

Solucion Carrez Il. Disuelva 7,20 g de sulfato de cinc (ZnS0O,4.7H,0) (Sigma cat. no.
Z-4750) en 100 mL de agua destilada. Guardelo a temperatura ambiente.

Hidréxido sédico (NaOH, 100 mM). Disuelva 4 g de NaOH en 1 L de agua
destilada. Guardelo a temperatura ambiente.

b. Procedimiento:

Vierta la muestra liquida en un matraz de 100 mL que contenga aproximadamente 60
mL de agua destilada, o pese suficiente cantidad de muestra en un matraz de 100
mL y afiada 60 mL de agua destilada. Aflada con cuidado 5 mL de solucién Carrez I,
5 mL de solucién Carrez Il y 10 mL de solucion de NaOH (100 mM). Mezcle cada vez
gue afiada un componente. Llene el matraz hasta la marca, mezcle y filtre.



3. Consideraciones generales.

(a) Muestras liquidas: muestras claras, ligeramente coloreadas y aproximadamente
neutras se pueden utilizar directamente en el ensayo.

(b) Muestras acidas: Si se va a analizar mas de 0,1 mL de muestra acida sin diluir
(como vino o fruta), el pH de la solucion se debe aumentar a 9,0 aproximadamente,
utilizando 2 M NaOH, y la solucién incubada a temperatura ambiente durante 30 min.

(c) Diéxido de carbono: las muestras que contengan una cantidad significativa de
diéxido de carbono, como la cerveza, se deben desgasificar aumentando el pH a 9,0
aproximadamente con 2 M NaOH y agitando suavemente o removiéndolo con una
varilla de vidrio.

(d) Muestras coloreadas: puede que sea necesario realizar una muestra adicional
sin tratar, es decir, una muestra sin L-MDH, en caso de muestras coloreadas.

(e) Muestras muy coloreadas: Si se utilizan sin diluir, las muestras muy coloreadas
se deben tratar afiadiendo 0,2 g de PVPP/10 mL de muestra. Agite durante 5
minutos y a continuacion filtre con papel Whatman No. 1.

(f) Muestras solidas: homogeneizar o triturar muestras solidas en agua destilada y
filtrar si fuera necesario.

(g) Muestras que contengan grasas: extraiga dichas muestras con agua caliente a
una temperatura por encima del punto en que se derrite la grasa, por ejemplo, en un
matraz de 100 mL. Ajuste a temperatura ambiente y llene el matraz hasta la marca
con agua destilada. Guardelo en hielo o en un frigorifico durante 15-30 miny a
continuacion filtrelo. Tire los primeros mL de lo que filtre, y utilice el sobrenadante
claro (que puede estar ligeramente opalescente) para el ensayo. Otra alternativa es
clarificar con reagentes Carrez.

(h) Muestras que contengan proteina: desproteinice las muestras que contengan
proteina afladiendo un volumen igual de hielo 1 M de acido perclorico con mezcla.
Centrifuge a 1.500 g durante 10 min y neutralice el sobrenadante con 1 M KOH. De
forma alternativa puede utilizar reagentes Carrez.

EJEMPLOS PARA PREPARAR LAS MUESTRAS:

(a) Determinacién del 4cido L-malico en el vino.

La concentracion de acido L-malico [F] en el vino tinto y blanco en general se puede
determinar sin tratar la muestra (salvo mediante dilucidn, segun la tabla de dilucién).
Normalmente una dilucion de 1:10 y un volumen de muestra de 0,1 mL es
adecuado.



(b) Determinacion del acido L-malico y sus derivados esterificados en el vino.
La concentraciéon de acido L-malico libre y esterificado [F + E] en vino blanco se
puede determinar de la siguiente forma: afiada 6 mL de 2 M NaOH en 20 mL de vino
y caliente bajo reflujo durante 30 min sin remover. Después de enfriar, ajuste con
cuidado el pH de la solucién a 10,0 con 1 M H,SO, Y ajuste el volumen a 50 mL con
agua destilada. Analice la muestra segun el procedimiento general. El concentrado
obtenido es la suma del acido L-malico libre y esterificado [F + E], y por tanto la
concentracion de acido L-malico esterificado solo [E] se puede calcular de la
siguiente forma:

[E] = (IF + E] - [F]) [9/L]

(c) Determinacion del acido L-malico en el zumo de fruta, concentrados y
bebidas similares.

La concentracion de acido L-malico en soluciones claras y neutrales en general se
puede determinar sin tratar la muestra (salvo mediante dilucion, segun la tabla de
dilucién). Los liquidos turbios en general solo hay que filtrarlos antes de la fase de
dilucion. Las soluciones coloreadas en general se pueden utilizar para el analisis
después de diluirlas en una concentracién adecuada de acido L-malico. Sin
embargo, si dichas soluciones coloreadas requieren un analisis sin diluir, se pueden
descolorar de la siguiente forma: afiada 0,2 g de PVPP/10 mL de muestra; agite bien
el tubo dureante 5 minutos y a continuacion filtre con papel Whatman No. 1. Utilice la
solucion que ha filtrado clara o ligeramente coloreada en el ensayo. Normalmente
una dilucion de 1:50 y un volumen de muestra de 0,1 mL es adecuado.

(d) Determinacion del acido L-malico en la cerveza.

Elimine el diéxido de carbono removiendo con varilla de vidrio suavemente y
diluyéndolo si fuera necesario. Normalmente, no se requiere dilucion y un volumen
de muestra de 0,1 mL es adecuado.

(e) Determinacién del acido L-malico en alimentos soélidos.

Homogeinice aproximadamente 10 g de alimento sélido utilizando un mortero o una
batidora eléctrica. Extraiga 2 g aproximadamente de material representativo (pesado
con precision) en 40 mL de agua destilada durante 30 min, calentandolo a 60°C
donde sea necesario. Traslade cuantitativamente el extracto a un matraz de 50 mL y
ajuste el volumen con agua destilada. Filtre la solucién turbia y diluya su fiera
necesario.
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Figura 1. Aumento en la absorcién a 340 nm en la incubacion de 30 ug de acido L-
malico con L-malato deshidrogenasa en presencia de NAD".

NOTA:

El procedimiento de ensayo descrito anteriormente requiere la utilizacion de un
espectrofotometro UV/Visible para poder medir la absorcién a 340 nm. Dado que es
posible que las pequefias empresas vinicolas no dispongan de dicho equipo,
hemos modificado el procedimiento de ensayo para incluir una reaccion adicional
en la que se emplea diaforasa para catalizar la formacion de un INT-formazan (un
compuesto de color rojo) del NADH e INT (croruro de iodonitrotetrazolio). Esta
reaccion es cuantitativa y la produccion del compuesto de color rojo permite utilizar
un simple colorimetro. Megazyme ofrece este producto (K-LMALMQ) vy el
colorimetro con los reagentes (G-LMALMQ) en formato ‘Acido L-Malico -
MegaQuant™.
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NOTAS:
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Megazyme International Ireland Ltd.,

Bray Business Park, Bray,

Co. Wicklow,
IRLANDA
Teléfono: (353.1) 286 1220
Fax: (353.1) 286 1264
Pagina Web: www.megazyme.com
Correo electronico: info@megazyme.com

SIN GARANTIA

La informacién contenida en este librete estd, al mejor de nuestro conocimiento, verdad y exacto, pero puesto que las
condiciones del uso estan mas alla de nuestro control, de ninguna garantia se da o se implica por lo que se refiere a cualquier
recomendacién o sugerencia que puedan ser hechas o que ningln uso no infringira ninguna patentes.
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