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IN ACCORDANCE WITH SELLING

END POINT TIME:

LINEARITY:

CITRIC ACID

EN003

Kinetic reaction of a standard of 0,8 g/L against water (s=1cm)

Yes

No



ANALYTICAL PROCEDURE:

2.000 ml RA

0.050 ml standard 0,8 g/L

0.100 ml RB 
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No

Yes

No

Yes

No

Yes

No

    
Via Acuto 30,  – 00131 – Roma – ITALY

Tel: +39-(0)6-4190735 

Fax: +39-(0)6-4190735 - +39-(0)6-233223561

Ordini OnLIne:www.bio-gamma.com 

ACIDO CITRICO

Metodo cinetico spettrofotometrico UV (citrato liasi - NADH).

Kit per la determinazione dell'acido citrico nel vino.
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PRINCIPIO ANALITICO

L’acido citrico presente nel campione in esame viene convertito in ossalacetato e acetato dell’enzima citrato liasi (CL).

In presenza dell’enzima L-malato deidrogenasi (L-MDH) e L-lattato deidrogenasi (L-LDH), l’ossalacetato e il piruvato, prodotto dalla decarbossilazione dell’ossalacetato, sono ridotti a L-malato e L-lattato dalla Nicotinamie-Adenin Dinucleotide ridotta (NADH).

La variazione di D.O. a 340 nm è proporzionale  alla concentrazione di acido citrico nel campione in esame.

Il piruvato libero presente nel campione non viene misurato poiché preventivamente trasformato in L-lattato prima dell’aggiunta della citrato liasi.
CARATTERISTICHE METROLOGICHE

SPECIFICITA'

Il metodo è specifico per l'acido citrico

LINEARITA':
0,8
g/L

CAMPIONE 

Vino. 

Note:

- decolorare i vini rossi molto strutturati (Polifenoli totali > 3,0 g/l) con carbone attivo o PVPP 1% peso/volume. 

Se si vuole determinare anche l’acido Citrico esterificato (vedi bibliografia), il campione deve essere trattato come segue:

aggiungere a 20 ml di vino 6 ml di soluzione idroalcolica di Sodio Idrato 2 mol/l, scaldare per 10 minuti in beuta con condensatore a riflusso. Lasciare raffreddare a temperatura ambiente e neutralizzare con acido Solforico 1 mol/l utilizzando una cartina al tornasole. Trasferire quantitativamente in un matraccio tarato da 50 ml e portare a volume. Eseguire la determinazione analitica secondo la procedura scelta e moltiplicare il risultato finale per il fattore di diluizione (2,5). Il risultato esprime la somma dell’acido Citrico libero e quello esterificato.
REATTIVI  - CONCENTRAZIONE INIZIALE

Reagente BC (liquido)
Tampone Tris pH 7,5,  100 mmol/L

Conservanti.
1x80mL

Reagente 1 (liquido)
Tampone Tris pH 7,5,  100 mmol/L

LDH ( 2000 U/L

MDH ( 1000 U/L

Conservanti.
1x72mL

Reagente 2 (liquido)
Tampone Tris pH 7,5,  100 mmol/L

NADH ( 0,8 mmol/L

Conservanti.
1x8mL

Reagente 3 (polvere)
Citrato liasi ( 6000 U/L 

Conservanti.
4 flaconi

Reagente 4 (liquido)
Tampone Tris pH 7,5,  100 mmol/L

Conservanti.
1x5mL

Standard  (liquido)
Acido Citrico 0,8 g/L

Conservanti.
1x10mL

REATTIVI  - CONSERVAZIONE E STABILITA’

Kit:
Conservare a +2-8°C. Non congelare.

Stabile fino alla data di scadenza riportata sulla confezione.

Reagenti aperti:
Dopo l’apertura, i sono stabili fino alla data di scadenza indicata sul flacone se richiusi immediatamente dopo il prelievo e protetti da contaminazione, evaporazione, luce diretta e conservati alla temperatura riportata.

Reagente A:
30 giorni a +2-8°C.

Reagente B:
6 ore a +15-25°C , 3 giorni a +2-8°C, 20 giorni a -20°C.

Reagente di lavoro
2 giorni a +2-8°C (per utilizzo in analizzatori con cella a flusso).

REATTIVI  - PREPARAZIONE DEL REAGENTE DI LAVORO

I reattivi R1, R2 ed R4  sono liquidi pronti all’uso. 

Il reattivo R3 è una polvere predosata.

Reagente A
Miscelare nove volumi di Reagente 1 con un volume di Reagente 2 (9R1+1R2) in funzione del numero di determinazioni da effettuare.

Alternativamente aggiungere 8 mL del Reagente 2 ad un flacone di Reagente 1. 

Reagente B
Aggiungere 1,0 mL di Reagente 4 ad un flacone di Reagente 3. 

Reagente di lavoro
(per utilizzo in analizzatori con cella a flusso)

Aggiungere 2 mL di Reagente 2 a 18mL di Reagente 1. Addizionare il contenuto di un flacone di Reagente B. 

Agitare bene prima dell’uso.

REATTIVI  - PRECAUZIONI E AVVERTENZE

- La presente metodica descrive l’utilizzo del kit in manuale. Per l’utilizzo mediante analizzatori automatici consultare le applicazioni specifiche.

- Scartare il Reagente A  se l’estinzione del reattivo dovesse essere ( 0,800 a 340 nm.

- Sono disponibili a richiesta le schede di controllo qualità dei reagenti, fare riferimento al n° di lotto riportato in etichetta.

MATERIALI AUSILIARI NON CONTENUTI NEL KIT

Pipette automatiche

Fotometro

Cuvette monouso (cammino ottico = 1cm).

Termostato 37°C

PRECAUZIONI ED AVVERTENZE 

In riferimento al DLg. N.285 art.28 Legge n.128 del 1998 il prodotto non è classificato come sostanza pericolosa. Il prodotto contiene componenti non attivi (detergenti, conservanti ecc..) la cui concentrazione totale è inferiore ai limiti riportati dalle Direttive 67/548/CEE e 88/379/CEE e succ. mod. sulla classificazione, imballaggio ed etichettatura delle sostanze pericolose.

Maneggiare tuttavia il prodotto con cautela secondo le norme di buona pratica di laboratorio(*), evitando l’ingestione, il contatto con pelle, gli occhi e le mucose.

EU-Dir 1999/11 Commission Directive of March 1999 adapting to technical progress the principles of good laboratory pratice as specified in Council Directive 87/18/EEC.
SMALTIMENTO RIFIUTI

Il prodotto deve essere smaltito secondo le locali normative in materia di gestione dei rifiuti.

PROCEDIMENTO ANALITICO (Reagente B->Starter)
Lunghezza d’onda
340 nm

Cammino ottico
1 cm

Temperatura
37°C

Lettura
Contro acqua distillata

Reazione
Cinetica (decremento)

Portare i reattivi a +15-25°C prima del loro utilizzo.


STANDARD
CAMPIONE


Reagente A
2000
2000
L

Campione
-
50
L

Standard
50
-
L

Agitare bene, attendere 3 minuti quindi leggere l’estinzione del Campione  e dello Standard (ABS1) contro bianco.

Reagente B
100
100
L

Agitare bene e incubare per 10’ a 37°C. 

Leggere l’estinzione del Campione e dello Standard (ABS2) contro bianco. 

CALCOLO DEI RISULTATI ANALITICI (Reagente B->Starter)
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Nota:

Per concentrazioni maggiori di 0,8 g/L  diluire i campioni con acqua distillata, ripetere la determinazione e moltiplicare i risultati per il fattore di diluizione.
PROCEDIMENTO ANALITICO (Per l’utilizzo in  analizzatori con cella a flusso)
Lunghezza d’onda
340 nm

Cammino ottico
1 cm

Temperatura
37°C

Lettura
Contro acqua distillata

Reazione
Cinetica (decremento)

Portare i reattivi a +15-25°C prima del loro utilizzo.


BIANCO REAGENTE
BIANCO CAMPIONE
STANDARD
CAMPIONE


Reagente BC
-
2000
-
-
L

Reagente di lavoro
2000
-
2000
2000
L

Acqua distillata
50
-
-
-
L

Campione
-
50
-
50
L

Standard
-
-
50
-
L

Agitare bene e incubare per 10’ a 37°C. 

Leggere l’estinzione del Campione, del Bianco Campione, del Bianco Reagente e dello Standard contro bianco. 

CALCOLO (Per l’utilizzo in  analizzatori con cella a flusso)
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Nota:

Per concentrazioni maggiori di 0,8 g/L  diluire i campioni con acqua distillata, ripetere la determinazione e moltiplicare i risultati per il fattore di diluizione.

CONTROLLO DI QUALITA’
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E’ necessario eseguire i controlli ad ogni utilizzo del kit e verificare che i valori ottenuti siano inclusi nell’intervallo di riferimento riportato nelle istruzioni d’uso.

BIBLIOGRAFIA
Olschimke, D., Nieser, W. & Junge, Ch 1969 Bestimmung der Apfelsaure in Weinen und Traubensaften, Deutsche Lebensmittel-Rundschau 65, 383-384
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Fabbricante





Consultare le istruzioni d’uso
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Contenuto del flacone





Numero di lotto





� EMBED Word.Picture.8  ���





Conservare alla temperatura +15-25°C





Conservare alla temperatura +2-8°C





1x80mL
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