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Método colorimétrico para los vinos, bebidas y alimentos
1 x 20 ml (10 pruebas)
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Reactivos de laboratorio solamente
Conservar entre +2 y +8°C

Principio

El oxalato se oxida en 6xido de carbono y peroxido de hidrégeno
bajo la accion de la oxalato oxidasa. El peréxido reacciona con la
MBTH (3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona) y el DMAB (3-
dimetilamino &cido benzoico) en presencia de peroxidasa (POD),
formando un compuesto azul quinona. La intensidad del color es
proporcional a la concentracion de oxalato de la muestra y se lee
a 590 nm:

Oxalato + O, Oxalato oxidasa—— 2 CO, + H,0,
H,O, + MTBH + DMAB —— POD —— Azul quinona + H,O

Especificaciones

Longitud de onda: 590 nm (570-620 nm)

Paso 6ptico: 1.00 cm (vidrio; plastico)
Temperatura: 37°C

Método: Punto final

Tiempo de reaccion: 15 minutos

Medicién: contra aire o agua
Linearidad: hasta 90 mg/L

Muestra/reactivo: 1/20/2

Reactivos

#1: Reactivo 1, tampoén 1 x 20 ml (tampdén 20 mmol/L, pH 3.1
+0.1, MBTH 0.2 mmol/L, DMAB 0.9 mmol/L, activadores,
conservadores). El reactivo 1 esta liquido y listo para usar.

#2: Reactivo 2, un frasco de reactivo liofilizado (Oxalato
oxidasa extraida de cebada 2 KU/L, POD 1000 U/L). Afiadir
2 ml de agua Bi-destilada, mezclar suavemente hasta
disolucion. Estabilidad: 30 dias a 2 - 8°C.

#3: Patrén, 1 x 5 ml (acido oxdlico 45 mg/L = 0.5 mmol/L). El
patrén es liquido y listo para usar.

Los reactivos 1y 3 estan listos para usar. Son estables entre 2 y
8 °C hasta la fecha de caducidad indicada, si no se contaminan
durante su utilizacion.

Llevar los reactivos a temperatura ambiente antes de su
utilizacion. Mezclar suavemente antes de pipetear. Cerrar
inmediatamente después de su utilizacion. Los reactivos deben
utilizarse de manera adecuada para evitar toda contaminacion.

Los reactivos no son peligrosos para la salud. Seguir las
precauciones habituales del laboratorio. Tras uso, los reactivos
deben eliminarse como residuos de laboratorio. Los embalajes
pueden reciclarse.

Preparacion de las muestras

e Para las muestras que contienen sustancias reductoras u
oxidantes, utilizar la caja Enzytec Sample purifier (n°® E2250).
No utilizarlo para el patron.

e Utilizar muestras claras y transparente (< pH 7.0), no diluidas
mientras la concentracion sea < a 90 mg/L; si no, diluir con
agua hasta esta gama de concentracion

e EIl acido oxalico es estable a pH bajo (< 3.3). Si el pH esta
sobre 7.5, el oxalato se transforma en CO; y se pierde. Pero el
aumento del pH permite solubilizar el oxalato de Calcio. Hay
pues dos posibilidades:

— Para una dosificacién directa, ajustar el pH a 2.9 - 3.1 con
HCI o NaOH/KOH.

— Si el oxalato de Ca esta presente y debe solubilizarse,
ajustar el pHa 5.0 - 7.0.

e En algunos casos, es necesario extraer el acido oxalico y las
sales que forma: ajustar la muestra a pH 3.0 con HCI (1 M), y
hervir a 100°C durante 15-30 minutos.

e Las muestras turbias deben filtrarse o centrifugarse.

e Las muestras que contienen gas carbonico deben
desgasificarse.

R-Biopharm AG, An der neuen BergstralRe 17, 64297 Darmstadt, Germany, www.r-biopharm.com Ef‘b|Othfm ~

e Los zumos de espinaca o ruibarbo deben diluirse a 1:10 con
agua Bi-destilada. Ajustar a pH 2.9 - 3.1 como anteriormente.

e Las muestras muy coloreadas deben pretratarse con PVPP
(polivinyl-polipirrolidona e.g. 1 g/100 ml).

e Desproteinizar las muestras con acido Tricloroacético (la
clarificacién con Carrez y con acido perclérico no pueden
emplearse para la determinacion de acido oxalico)

e Para las muestras que contienen grasas, desgrasar por
enfriando sobre bafio de hielo

Procedimiento

Pipetear en las Blanco

reactivo Patron Muestras
cubetas (BR)
Reactivo 1 (tampén) 2000 pl 2000 pl 2000 pl
Agua destilada 100 pl - -
Patrén (frasco 3) - 100 pl -
Muestra - - 100 pl

Mezclar suavemente, incubar 5 minutos AT 37°C. Leer las
absorbancias As, a continuacion afadir:

Reactivo 2 (enzima) | 200 pl 200 pl 200 pl

Mezclar suavemente e incubar a 37°C hasta el final de la reaccién
(aproximadamente. 15 min.). Leer las absorbancias A,. El color es
estable durante aproximadamente. 60 min.

Célculo de los resultados

A A = (A2 - df X A1 )muestra o patréon (A2 - df X A1 )BR
Con df = factor de dilucion de las densidades 6pticas a causa de

los volumenes de reactivos o muestra:
df = (muestra + R1) / (muestra + R1 + R2) = 0.913

- patrén 9
y Cmuestra [mg/L] - © pat mg/L x A Amuestra
A Apatrc’m

Como la concentracién del patron es de 45 mg/L, se obtiene la
siguiente féormula:
Cmuestra [mg/L] = (A Amuestra /A Apatrdn) X 45

Notas

1. Un cambio proporcional de los volimenes de los reactivos no
cambia los resultados

2. Aconsejamos no mezclar los reactivos que vienen de lotes
diferentes.

3. Para concentraciones superiores a 90 mg/L, diluir la muestra
con agua destilada; repetir la medida y multiplicar el resultado
por el factor de dilucion.

4. Sensibilidad: en el procedimiento manual, el limite inferior de
deteccion es aproximadamente: 1.5 mg/l (AA = 0.020 y
v =100 pl)

5. Especificidad: la prueba es especifica del acido oxalico.

6. El acido ascorbico y otras sustancias reductoras a alta
concentracion pueden interferir en la prueba.
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