
 

ENZYTECTM fluid  Éthanol Réf. n°: 5340 
 

 

Coffret pour 4 x 10 déterminations Pour usage in vitro uniquement 

Réactifs pour la mesure de l’éthanol par photométrie en UV, dans des échantillons alimentaires. 
 

Méthode 
Test enzymatique en UV utilisant l’alcool- déshydrogenase (ADH). 

Principe 
Éthanol + NAD+   <  ADH >   Acétaldéhyde + NADH +H+ 

Stockage et stabilité des réactifs 
Les réactifs sont stables jusqu’à la date indiquée, à condition de les stocker 
entre 2 et 8 °C, en évitant toute contamination. Ne pas congeler! 

Avertissements et précautions 
1. Les réactifs contiennent de l’azide de sodium comme agent conservateur 

(0,95 g/l). Ne pas avaler! Eviter le contact avec la peau et les muqueuses. 
2. Prendre les précautions nécessaires à l'utilisation de réactifs de 

laboratoire. 

Préparation des réactifs 
Les réactifs et les standards sont prêts à l’emploi.  

Matériel requis et non fourni 
Eau distillée (aseptique et sans métaux lourds) et équipement général de 
laboratoire. 

Contenu du coffret et concentration des réactifs 
R1 4 x 20.8 ml Tampon pH 9 
  Chlorure de sodium 150 mmol/l 
R2 4 x   5.5 ml Tampon pH 6,6 
  NAD ≥ 10 mmol/l 
  ADH ≥ 50 kU/l 

Préparation des échantillons 
Parce que l’alcool est volatile, il est nécessaire de préparer les échantillons de 
manière adéquate, sinon les résultats en seront affectés:  
• Si l’échantillon doit être dilué, pipeter l’échantillon en dessous de la surface 

du diluant. 
• Si l’échantillon doit être filtré, le filtrat ne doit pas tomber en gouttes, mais 

doit couler le long du récipient de réception. 
Si l’échantillon présente l’une des caractéristiques suivantes, lesquelles 
perturbent le test, suivre la méthode de préparation correspondante : 
• Tester des échantillons clairs, transparents et pratiquement neutres 

directement, ou après dilution à une concentration en éthanol comprise entre 
20 et 250 mg/l. 

• Filtrer ou centrifuger les solutions troubles. 
• Eliminer le gaz carbonique contenu dans l’échantillon. 
• Broyer et homogénéiser les échantillons solides ou pâteux. Peser une 

quantité suffisante dans un flacon gradué (tenir compte du domaine de 
mesure), extraire avec de l’eau et filtrer, centrifuger ou clarifier par la réaction 
de Carrez.  

• Peser une quantité suffisante d’échantillon contenant des matières grasses 
dans un flacon gradué (tenir compte du domaine de mesure), et clarifier par 
la réaction de Carrez.  

• Ajuster les échantillons acides à un pH de 8 à 9 en ajoutant de l’hydroxyde 
de sodium ou de potassium, et incuber pendant environ 15 min. 

• Traiter les échantillons fortement colorés avec du Polyvinyl-polypyrolidone 
(PVPP à 1 g/100 ml d’échantillon), ou mesurer chaque échantillon avec un 
blanc échantillon au lieu du blanc réactif (ajuster le pH à 9 si nécessaire). Se 
reporter au mode opératoire ci-dessous. 

• Suivre le protocole habituel 

Notes 
Le test est très sensible. L’éthanol présent dans l’air (issu par ex. des produits 
de nettoyage et de désinfection) provoque une réaction parasite ou des faux 
résultats. Il est donc nécessaire de réaliser le test dans une atmosphère sans 
éthanol, ou alors dans des cuvettes fermées et étanches.  
L’échantillon doit toujours être pipeté dans le réactif R1 pour éviter de perdre 
l’éthanol de l’échantillon. Attention aussi à l’usage de cuvettes en plastique, 
elles absorbent partiellement l’éthanol. 

Mode opératoire 
Des fiches techniques pour automates de chimie sont disponibles sur 
demande. 
Longueur d’onde :  340 nm, Hg 334 nm, Hg 365 nm 
Trajet optique :  1 cm 
Température :  20 – 25 °C 
Mesure :  contre l’air ou l’eau 
 
*Attention : dans le protocole ci-dessous, le volume du standard Enzytec Fluid 
réf. 5420 est réduit à 50 µl, car sa concentration (500 mg/l) est au dessus du 
domaine de mesure. Lors du calcul du résultat, multiplier la concentration par 2 
(car v = 50 µl au lieu de 100 µl). Si l’on utilise un autre standard moins 
concentré, garder le volume normal de 100 µl et la formule normale. 
 
 

 

 Blanc réactif 
(BR) Échantillon Standard 

réf. 5420 * 
Blanc 

échantillon 
(BE, facultatif) 

Eau bidist.  100 µl - 50 µl - 
Réactif 1 2000 µl 2000 µl 2000 µl 2000 µl 
Echantillon - 100 µl - 100 µl 
Standard   50 µl  
Mélanger, incuber à 20-25 °C pendant 3 min. ; lire l’absorbance A1, puis 
ajouter : 
Réactif 2 500 µl 500 µl 500 µl - 

Mélanger, incuber à 20-25 °C jusqu’à la fin de la réaction (environ 15 min.) et 
lire l’absorbance A2. 

* voir note sur le standard avant le tableau 

Calcul 
Mesure avec blanc réactif (BR): 
∆A = (A2 – fd x A1)échantillon – (A2 – fd x A1)blanc réactif 

Mesure avec blanc échantillon (BE): 
∆A = (A2 – fd x A1)échantillon – (A2 – fd x A1)blanc  échantillon– (A2 – fd x A1)blanc réactif 

Avec fd = facteur de dilution des densités optiques, du fait des volumes de 
réactifs qui sont utilisés: 
fd = (volume échantillon + R1) / (volume échantillon + R1 + R2) = 0,808. 

Formule de calcul: 

c = (V x PM x ∆A) / (ε x d x v x 1000)    [g/l d’éthanol] 
 
avec: 
V (volume total) = 2600 [µl] ; PM (poids moléculaire)= 46,07 [g/mol] 
d (chemin optique) = 1,00 [cm] ; v (volume échantillon)= 100 [µl] 
ε (coeff. d’extinction du NADH) = 6,3 [l x mmol-1 x cm-1] à 340nm 

Il en résulte (à 340 nm) :  cÉthanol [g/l] = 0,190 x ∆A. 
Pour le standard, multiplier la concentration par 2 (car v = 50 µl). 
La formule doit être recalculée lorsqu’un paramètre est modifié, par ex. le 
volume échantillon ou la longueur d’onde.  
Si l’échantillon a été dilué, multiplier la concentration calculée par le facteur de 
dilution.  

Echantillons solides: 

ContenuÉthanol  [g/100 g]   =       cÉthanol [g/l échantillon]                x 100  

             poidséchantillon [en g/l échantillon] 

Calibration / contrôle qualité 
Pour calibrer le test sur des automates de biochimie, ou pour contrôler la 
qualité des résultats en utilisation manuelle, utiliser le standard Enzytec Fluid 
Alcohol (Ref.  No 5420, 10 x 1 ml, 50 mg/dl). Le standard est prêt à l’emploi, il 
peut être dilué pour obtenir la (les) concentration(s) désirée(s).  

Spécifications et performances 

Domaine de mesure 
Le test est conçu pour mesurer la présence d’éthanol dans un domaine de 
mesure compris entre 10 et 250 mg/l (mesuré à 340 nm). Si les concentrations 
dépassent le seuil haut, diluer l’échantillon avec de l’eau dans une fourchette 
20 – 250 mg/l. Multiplier le résultat obtenu par le facteur de dilution.  

Spécificité 
L’enzyme ADH oxide les alcools primaires. L’Isopropanol et le butanol sont 
oxidés lentement, tandis que les alcools secondaires et tertiaires ne réagissent 
pas.  

Sensibilité 
1,8 mg/l, mesure effectuée à 340 nm. 
La sensibilité correspond à la plus petite concentration statistiquement 
différente de la concentration zéro. Elle est calculée à partir de 3 écarts-types 
d’un échantillon zéro (sans éthanol) mesuré 20 fois de suite.  

Gestion des déchets  
Suivre les recommandations légales en vigueur dans le pays.  
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