Instrucdes de uso

AKOOO06_IFU_PT_V2302

Etanol, método UV

Numero de Catalogo Apresentagio
AK00061 60 testes (manual) / 600 testes (microplaca)
Aplicagao

Este kit baseia-se num método enzimatico rdpido e simples para a determinagdo do etanol em géneros alimenticios, tais como as bebidas
alcodlicas e ndo-alcodlicas, pdo, produtos lacteos, fruta e vegetais, bem como em produtos cosméticos, farmacéuticos e produtos bioldgicos.

Introdugao

O etanol é ubiquitdrio na natureza. Ele é o produto final da fermentagdo alcodlica e um composto chave das bebeidas alcodlicas, muito embora
constitua um componente indesejavel das bebidas ndo-alcodlicas e de baixo teor alcodlico. A presenga de etanol em produtos com fruta, e.g.
sumo de fruta, indica que os componentes usados na sua produgdo se podem ter decomposto. A presenca de etanol é também um indicador
indireto da presenca de leveduras. Muitos outros produtos contém também quantidades significativas de etanol, como por exemplo produtos
cosméticos e farmacéuticos.

Principio

Etanol + NAD* -2, Acetaldeido + NADH+H*

AIDH
Acetaldeido + NAD* + H,0 ——» Acetato + NADH+H*

A quantidade de NADH formado através da ac¢do combinada da alcool desidrogenase (ADH) e da aldeido desidrogenase (AIDH), determinada a
340 nm, é o dobro da quantidade de etanol no volume de amostra.

Especificidade

Esta determinacdo é relativamente especifica para o etanol, uma vez que o teor de n-propanol e de n-butanol, os quais também reagem com
esta reacgdo, é tdo pequena que pode ser neglicenciada. O metanol, aldeidos, cetonas, alcodis secundarios e terciarios, e o glycerol ndo
interferem com esta determinagao.

Sensibilidade e limite de dete¢do

A sensibilidade do ensaio é baseada em 0,005 UA e num volume de amostra de 2,00 mL. Este valor corresponde a uma concentragdo de etanol
de 0,023 mg/L solugdo de amostra, quando determinada a 340 nm. O limite de detec¢do de 0,093 mg/L é derivado de uma diferenca de
absorvéncia de 0,020 (340 nm) para um volume maximo de amostra de 2,00 mL.

Linearidade e precisao

A determinacdo é linear entre 0,25 e 12 pug de etanol por ensaio (v = 2,00 mL). Num ensaio duplo de uma determinada amostra, pode ocorrer
uma diferenca de 0,005 a 0,010 UA (0,023-0,046 mg/L de etanol, v=2,00 mL). O CV é aproximadamente 1 a 3% dentro do intervalo de linearidade.

Composic¢ao do kit

Solugdo 1. Tamp3o de pirofosfato de potéssio (15 mL, 1,5 M, pH 9,0) e azida de sddio (0,02% w/v) como conservante. Armazenar entre 2 °C e 8
°C.

Solugdo 2. NAD* (155 mg). Armazenar entre 2 °C e 8 °C (armazenamento prolongado: -30 °C a -15 °C)

Dissolver em 12,4 mL de agua destilada, dividir em aliquotas de tamanho apropriado, armazenar em tubos de PP, de -30 °C a -15 °C, entre
utilizagdes e manter frio durante o uso.

Suspensdo 3. Aldeido desidrogenase (AIDH, EC 1.2.1.3) em 3,2 M de sulfato de amdnio (1,3 mL). Armazenar entre 2 °C e 8 °C. Agitar o frasco
antes de usar.



Suspensdo 4. Alcool desidrogenase (ADH, EC 1.1.1.1) em 3,2 M de sulfato de aménio (1,3 mL). Armazenar entre 2 °C e 8 °C. Agitar o frasco antes
de usar.

Solugdo 5. Solugdo padrdo de etanol (5 mL, 5,0 mg/mL). Armazenar entre 2 °C e 8 °C.

Diluir 0,5 mL para 50 mL com agua destilada; armazenar num frasco bem fechado e usar dentro de 2 dias a 2 °C e 8 °C. Este padrdo deve ser
usado quando existirem duvidas sobre a exatiddo do método.

Protocolo (andlise a ponto final)

Comprimento de onda: 340 nm

Cuvete: 1 cm meio 6ptico (vidro ou plastico com tampa)

Temperatura: ~20-25 °C

Volume final: 2,54 mL

Solugdo de amostra: 0,25-12 ug de etanol por cuvete (em 0,10-2,00 mL volume de amostra)

Ler contra o ar (sem cuvete no meio dptico) ou contra agua

PIPETAR PARA CUVETES (mL) BRANCO AMOSTRA
Agua destilada (~25 °C) 2,10 2,00
Amostra - 0,10
Solucdo 1 (tamp3o PPi) 0,20 0,20
Solucdo 2 (NADY) 0,20 0,20
Suspensdo 3 (AIDH) 0,02 0,02
Agitar, determinar a absorvéncia das solugbes (A1) apos ~2 min e iniciar a reacgdo através da adicdo da

Suspensdo 4 (ADH) 0,02 0,02
Agitar, determinar a absorvéncia das solugbes (A2) no final da reacg¢do (aproximadamente 5 min)*

Misturar por inversdo suave apos tapar a cuvete com a tampa ou Parafilm®.

* se necessario, continuar a ler as absorvéncias em intervalos de 2 min até ao final da reacgdo.

Calculos

Determinar a diferenga de absorvéncias para os ensaios em branco e da amostra (A2-Al). Subtrair a diferenga de absorvéncia do branco da
diferenga de absorvéncia da amostra, obtendo assim AAgtanol. A concentragdo de etanol, baseada na € do NADH a 340 nm (6300 Lxmol-txcm1),
é calculada da seguinte forma:

C (Etanol) = 0.09287 x AAg 101 [g/L]

C (Etanol) = 0.01176 x BAApanat  [Y0V/V ]

Se a amostra foi diluida ou se foi utilizado um volume de amostra diferente no ensaio, o resultado deve ser multiplicado pelo correspondente
factor de dilui¢do/concentragdo.

Procedimentos alternativos (micro-volumes)

Muito embora este kit tenha sido desenvolvido para cuvetes, ele pode ser facilmente adaptado a microplacas de 96 pogos e auto-analisadores.
Basicamente, os volumes de ensaio do formato cuvete deve ser reduzido aproximadamente 10 vezes para se adaptar aos formatos de microplaca
ou de auto-analisador. No entanto, ao usar estes formatos de micro-volume deve ter-se presente que a espessura do meio éptico é geralmente
inferior a 1 cm, que é o valor padrao do meio 6ptico das cuvetes. Deste modo, para calcular a quantidade de analito na amostra deve seguir-se
uma das trés estratégias descritas na “Alternative Procedures”, o qual se encontra disponivel no website da NZYtech.

Interferéncias

A 4gua destilada, os tampdes e o ar dos laboratdérios podem encontrar-se contaminados com etanol, o que pode originar valores superiores do
ensaio em branco ou reacgdes creep. Deste modo, é necessario tapar as cuvetes durante o ensaio. Eventualmente, para amostras incolores, a
reacgdo pode ser iniciada com a adigdo da amostra. Se o etanol foi completamente convertido dentro do tempo especificado (aprox. 5 min),
pode-se concluir geralmente que ndo ocorreu nenhuma interferéncia. A existéncia de substancias interferentes na amostra pode ser detectada
pela utilizagdo de um padrao interno. Neste caso, deve ser obtida a recuperagao quantitativa deste padrdo. As perdas devidas ao manuseamento



e a extrac¢do da amostra sdo identificadas pela realizagdo de ensaios de recuperagdo, os quais se realizam pela adigdo de etanol a amostra nos
passos iniciais do processo extractivo.

Informacgao geral sobre a preparacdao das amostras

A quantidade de etanol presente na cuvete deve variar entre 0,25 e 12 pg. Deste modo, o volume de amostra (0,10 mL) deve apresentar uma
concentragdo de etanol entre 2,5 e 120 mg/L, devendo ser diluido, caso seja necessario. No entanto, o volume de amostra pode variar entre
0,10 e 2,00 mL, usando 4gua destilada para o efeito (concentragdo do analito entre 0,12 e 120 mg/L).

Devem ser tomados cuidados especiais para evitar a contaminagdo com outras fontes de etanol ou a sua perda por evaporagdo. Para o efeito,
todas as operagdes devem ser realizadas em frascos de vidro selados de modo a evitar a sua volatilizagdo. Deve ser dada uma atengdo particular
a pipetagem, diluigdo e filtragdo das solugdes. As pontas plasticas das pipetas a utilizar devem ser lavadas 3 vezes com a solugdo antes de se
pipetar a aliquota. As cuvetes e as pontas plasticas devem ser lavadas 3 vezes com agua destilada ienta de etanol e secas antes de serem usadas.
N3do utilizar a pipeta usada para aliquotar o padrdo de etanol, ou outra solugdo contendo etanol, na realizagdo dos ensaios.

Para implementar este ensaio use diretamente, ou apds diluigdo, amostras liquidas limpidas, descoradas e com pH préximo da neutralidade;
filtrar as sougdes turvas, desgaseificar as amostras contendo didoxido de carbono (e.g. por filtragdo; ajustar o pH das amostras acidas, que ndo
sejam diluidas no ensaio, a 8 — 9 pela adi¢do de solugdo de hidréxido de sddio ou potassio; ajustar amostras fracamente coradasao pH 8 -9 e
incubar durante aproximadamente 15 min; medir as amostras “coradas” (se necessario, com pH ajustado a 8 — 9) contra um ensaio em branco
de amostra; tratar as amostras “fortemente coradas” que ndo forem diluidas ou com um volume de amostra superior com PVPP; esmagar ou
homogeneizar amostras sélidas ou semi-solidas, exttrai-las com agua ou dissolvé-las; extrair amostras com gordura com agua quente.

Exemplos de preparagao das amostras

Determinacgdo do etanol nos vinhos branco e tinto

A concentragdo de etanol nos vinhos branco e tinto pode ser determinada sem qualquer tratamento prévio das amostras. Deste modo, para
vinhos com 10-15 % v/v de etanol, uma diluicdo da amostra de 1:1000 e um volume de amostra de 0,1 mL sdo geralmente adequados.
Determinacgdo do etanol nos produtos lacteos

Pesar com precisdo aproximadamente 10 g de amostra num frasco de 100 mL e proceda a sua extragdo com 50 mL de dgua isenta de etanol, sob
agitagdo, durante 30 min a 60 °C (manter o frasco fechado). Apds deixar arrefecer, transferir quantitativamente a solugdo para um baldo
volumétrico de 100 mL. Ajustar o volume até ao trago com agua isenta de etanol. Se necessario, filtrar e diluir as solugGes turvas. De um modo
geral, ndo é necessario qualquer dilui¢cdo e volumes de amostra até 0,5 mL sdo adequados.

Determinagdo do etanol em alimentos sélidos

Os alimentos solidos (~10 g) devem ser homogeneizados, se necessario, com um homogeneizador ou mortar. Para o efeito, adicionar 50 mL de
agua isenta de etanol a 2 g de amostra, e agitar durante 30 min num frasco fechado (se necessario, aquecer a 60 °C). Arrefecer o extrato, se
necessario, e transferir quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL. Diluir até ao trago do baldo com agua isenta de etanol. Filtrar
a solugdo turva, diluir se necessdrio e analisar. Em geral, uma dilui¢do de 1:10 e um volume de amostra de 0,1 mL sdo adequados.
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Recomendagodes

Este método é recomendado/aprovado por:

- Legislagdo alimentar Austriaca, Belga, Alema e Suiga;

- Padrdo Francés (NF);

- International Federation of Fruit Juice Producers (IFU);

- Association of the Industry of Juices and Nectars from Fruits and Vegetables of the European Economic Community (A.l.J.N.);

- European Brewery Convention (EBC);

- American Society of Brewing Chemists (ASBC);

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

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