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Deétermination spectrophotométrique de I’éthanol
dans le sang par FIA avec réacteur enzymatique couplé a
un dialyseur*

Spectrophotometric Determination of Ethanol in Blood
Using a FIA System with an Enzymatic Reactor Coupled to a Dialyzer

Gabrielle Maeder, M. Pelletier, J. L. Veuthey et W. Haerdi

Département de chimie minérale, analytique et appliquée,
Université de Genéve, Geneve

Introduction

La détermination de I’éthanol dans le sang est une des analyses les plus fré-
quemment pratiquées dans les laboratoires de toxicologie clinique. Les méthodes
les plus couramment utilisées a ce jour sont:

— la chromatographie en phase gazeuse dite de I’«<espace de téte» (Head space)

1, 2);

— la chromatographie en phase gazeuse par injection directe (1);
— la méthode enzymatique en mode discontinu («batch») (3—5).

Cette derniere se base sur le principe suivant: 'alcool déhydrogénase (ADH)
catalyse la réaction d’oxydation de I’éthanol par le nicotinamide-adénine-dinu-
cléotide (NAD™*) en éthanal selon la réaction (1).

ADH
CH,CH,OH + NAD*+ &—= CH,CHO + NADH + H* (1)

L’adjonction de semicarbazide, en réagissant avec I’éthanal formé, déplace
I’équilibre vers la droite ce qui rend la réaction quantitative. Cette méthode pré-
sente cependant un certain nombre d’inconvénients. En effet, ’enzyme dissoute
ne peut pas étre utilisée a plusieurs reprises. Ainsi, le colt de ’analyse est élevé.
De plus, la préparation de I’échantillon ainsi que le temps de réaction (45 min a
37 °C) sont trés longs.

Le prix élevé des enzymes a conduit au développement des techniques d’im-
mobilisation (6) permettant 'utilisation répétée du catalyseur pour I’analyse d’un

“ En hommage au Professeur A. Buchs (Université de Genéve) a occasion de ses 60 ans.
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grand nombre d’échantillons. Le colt de I’analyse est ainsi diminué. Afin que
I’analyse soit rapide et puisse étre facilement automatisée, la FIA (flow injection
analysis) est utilisée.

L’étendue des applications de la FIA avec enzymes immobilisées a été décrite
dans la littérature, parmi lesquelles la détermination du glucose et de 'urée (7),
du cholestérol (8) et de I’éthanol (9). Des détecteurs fluorimétriques, ampérome-
triques (10) et spectrophotométriques (9) ont été utilisés pour la détermination de
I’éthanol dans le sang ou le sérum. Cependant, la détermination spectrophoto-
métrique de I’éthanol dans le sang ne peut pas s’effectuer directement par mesu-
re, 2 340 nm, du NADH formé au cours de la réaction (1). En effet, ’hémoglobi-
ne absorbe a cette longueur d’onde. Ainsi, un prétraitement de I’échantillon, a sa-
voir la précipitation des protéines, par exemple, avec de I'acide perchlorique, est
nécessaire. Toutefois, cette manipulation peut étre évitée. Afin d’éliminer I’hé-
moglobine ou d’autres protéines, un dialyseur peut étre intégré au systéeme FIA.
Ainsi, avec une membrane molaire de 15 kD, par exemple, toutes les molécules
interférantes seront retenues alors que les molécules a détecter seront percolées
au travers de la membrane.

Dans cette étude, nous avons intégré un dialyseur a un systeme FIA pour
’analyse de ’éthanol dans le sang et nous avons étudié I'influence de divers para-
metres (débit du flux porteur, température du réacteur et volume d’injection) sur
le profil du fiagramme. Une fois les conditions optimales choisies, nous avons
testé la linéarité de la réponse. Nous avons également analysé les interférences
dues aux alcools aliphatiques supérieurs. Afin de connaitre la validité de notre
méthode, nous I’avons comparée aux méthodes d’analyse précitées.

Mode expérimental

Réactifs

Tous les réactifs utilisés sont pro-analysis et de I’eau distillée a été utilisée
pour toutes les préparations.

— Flux porteur: 33,46 g de diphosphate de tetra-sodium décahydraté; 8,03 g de
chlorhydrate de semicarbazide; 1,57 g de glycine; 8,75 g de chlorure de so-
dium et 0,8 g de NAD sont dissous dans de I’eau distillée et complétés a 11
aprés avoir ajusté le pH a 9,0 avec du NaOH 1 mol-l". La solution est filtrée a
travers une membrane de 0,45 um (Schleicher and Schuell).

— Solution étalon: solution aqueuse d’éthanol Merck en ampoule 1gl".

— Standards: préparés a partir de la solution étalon par dilution avec le flux por-
teur.

— Les échantillons de sang ont été obtenus de I'Institut de médecine légale a Ge-
néve. Ces échantillons sont dilués cent fois avec le flux porteur.

— L’alcool déhydrogénase Sigma et du verre a porosité controlée (CPG-02000,
80—120 mesh) (Electro Nucleonics, Fairfield, NY, USA) ont été utilisés.
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Appareillage

La configuration du systéme utilisé pour cette étude est représentée sur la fi-
gure 1. Le systeme est constitué d’une pompe péristaltique Gilson Minipuls 3,
d’une vanne d’injection Reodyne 5020 avec une boucle d’injection de 110 ul,
d’un dialyseur Gilson (100 wl), d’un réacteur cylindrique en plexiglass contenant
I'enzyme greffée et d’'un détecteur spectrophotométrique SSI-500 équipé d’une

cellule a flux continu de 6 mm de longueur et d’'un volume de 9 ul, couplé i un
intégrateur HP 3390 A.

pompe

l canal donneur
flux porteur | e dialyseur .~
G O A
flux porteur sl g1 ] DET
? RE 340 nm
| e P
—_— canal receveur = = —_—
L
thermostat effluent

Fig. 1. Configuration du systéme FIA utilisé pour la détermination de I’éthanol dans le
sang, RE = réacteur enzymatique, V = vanne d’injection

Le dialyseur est constitué d’'une membrane en Cuprophan, ayant un seuil de
15 kD, placé entre deux blocs de plexiglass. Le réacteur (d.i 1,5 mm; 7,5 cm de
long) est rempli de verre a porosité controlée sur lequel I’enzyme a été préalable-
ment immobilisée (9). La phase est maintenue en place a I’aide d’un tamis de ny-
lon (100 microns) placé de chaque c6té du réacteur.

Procédure

L’échantillon a analyser est introduit dans le flux porteur au moyen d’une
boucle d’injection. Il est emporté par le flux porteur jusqu’au dialyseur. Les molé-
cules de poids moléculaire supérieur a 15 000, dont I’hémoglobine, sont retenues,
les autres passent a travers la membrane. Le flux porteur les transporte jusqu’au
réacteur ou la réaction (1) a lieu. Le NADH formé au cours de la réaction est dé-
tecté a 340 nm.

Reésultats et discussion

Etude de linfluence de divers paramétres

Le débit du flux porteur, la température du réacteur ainsi que le volume injec-
té sont des parametres influenc¢ant le profil du pic obtenu. Nous avons donc étu-
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dié I'influence de ces parametres afin d’obtenir les conditions optimales pour la
détermination de I’éthanol dans le sang.

Déb1t

La figure 2 représente en ordonnée la hauteur mesurée du pic en fonction du
débit du flux porteur, le débit dans les deux canaux étant identique. Nous pou-
vons constater que plus le débit diminue, plus la hauteur des pics augmente. Cela
s’explique simplement par une augmentation du temps de contact entre ’enzyme
immobilisée et I’alcool présent dans I’échantillon. Ainsi, le taux de conversion
est plus important avec un faible débit. Cependant, plus ce débit est faible, plus
la largeur des pics enregistrés est importante du fait d’une plus grande dispersion
de I’échantillon injecté dans le flux porteur. D’autre part, le temps de passage de
’échantillon a travers le systéme est considérablement augmenté. Un débit trop
rapide empéche le développement de la réaction enzymatique avec un taux de
conversion raisonnable. Ainsi, un débit de 650 ul-min a été choisi. C’est un
compromis entre la sensibilité et la fréquence d’injection.

Il est a noter que ce parameétre peut induire de grandes variations quant a la
valeur du signal mesuré. En effet, a 650 ul'min’!, une variation de 3 ul'min’ du
débit provoque une variation de 1% sur la hauteur du pic. Un débit extrémement
constant est donc nécessaire afin que la reproductibilité soit bonne.

I a3y v e =
a !
u :
t 300
B
u
§ Fig. 2. Influence du débit (ul-
a min') sur la hauteur
e des pics (unité arbitrai-
9 i re)
100 - | : ,
p ‘ Concentration en étha-
: ‘ nol de la solution in-
g | jectée: 10 ugeml
S (0] T T T T i T Ay i T — JECtee'l Mg Y
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 Température du réac-
Débit (pl/min) teur: 25 °C
Température

Toute réaction enzymatique est fonction de la température. Nous avons donc
représenté sur la figure 3 la hauteur du pic en fonction de la température avec la
configuration du systéeme FIA représentée sur la figure 4. Nous constatons une
augmentation de la hauteur du pic jusqu’a 40 °C, puis une brusque diminution
dle a la dénaturation de la protéine. Ainsi, la sensibilité maximale serait obtenue
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a 40 °C. Cependant, nous avons choisi une température de 25 °C, température a
laquelle la sensibilité est suffisante et la durée de vie du réacteur prolongée.

Comme pour le débit, la hauteur du pic est sensible a une faible variation de
la température. Ainsi une variation de 0,1 °C a 25 °C produit une variation sur la
hauteur du signal de 1%. Il est donc indispensable d’utiliser une enceinte ther-
mostatée autour du réacteur.

H 18

a
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t . e ;

e Fig. 3. Effet de la température
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Volume dinjection

En ce qui concerne le volume d’injection, nous avons choisi un volume de
110 I qui est un compromis entre la sensibilité, la largeur des pics et la fréquence
d’injection. En effet, une augmentation du volume d’injection implique une plus
grande quantité d’éthanol dans le réacteur. Cette derniére n’affecte pas la largeur
du pic a mi-hauteur, mais uniquement la hauteur. Cependant, le volume affecte
la largeur des pics. Un autre désavantage des grands volumes est la diminution de
la fréquence d’injection diie & une durée d’analyse plus grande en raison de ’élar-
gissement des pics.
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Droite détalonnage

La linéarité de la réponse du spectrophotometre a été vérifiée au moyen de
sept dilutions (100 fois) d’échantillons de sang de concentration en éthanol com-
prise entre 0,3 a 4 g pour 1000 g de sang, avant dilution. Nous avons porté en or-
données la hauteur des pics en fonction des concentrations respectives d’éthanol.
La figure 5 représente cette droite dont le coefficient de régression est de 0,9997.

Cependant, il est peu commode d’utiliser des sangs standards, étant donné
leur cout élevé. Nous avons donc déterminé si la matrice biologique avait une in-
fluence. Pour ce faire, nous avons comparé les résultats obtenus en présence et en
’absence de matrice biologique. Le quotient des hauteurs en présence et en I’ab-
sence de matrice biologique est identique au quotient des concentrations d’étha-
nol de ces échantillons. Nous pouvons donc admettre qu’il n’y a pas d’interféren-
ces dies a ’effet de matrice. Par conséquent, des solutions aqueuses d’éthanol
peuvent étre utilisées comme standards pour la détermination de I’éthanol dans
le sang.

200 ~ e

Fig. 5. Droite d’étalonnage ef-
150 - e fectuée avec des dilu-
- | tions d’échantillons de
. — sang. Ces dilutions
100 1 s | (100 fois) ont des con-
ool centrations en éthanol
comprise entre 3—
40 pg-ml
Deébit: 650 pl-min
& , T e Volume: injecté 110 ul
0 10 20 30 a0 Température du réac-
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~CoOo~C@T
\

»woa
N

50 -

n O —0T

Il était intéressant de connaitre le taux de transfert a travers la membrane de
Cuprophan du dialyseur. Pour ce faire, nous avons fait passer en continu, par le
canal donneur du dialyseur, une solution d’éthanol. Nous avons analysé, par GC,
la concentration en éthanol a ’entrée du canal donneur et a la sortie du canal re-
ceveur. Le rapport de ces deux concentrations nous donne le taux de transfert qui
est dans nos conditions de 13,6%.

Le taux de conversion du réacteur a également été étudié avec "appareillage
de la figure 4. Nous avons injecté une solution de NADH d’une part et I’EtOH
d’autre part, de concentration connue. La hauteur du pic enregistré pour la solu-
tion de NADH nous permet de calculer la «<hauteur théorique» si ’éthanol réagis-
sait 4 100%. Le quotient de la «hauteur pratique» mesurée pour ’éthanol par la
«hauteur théorique» nous donne le taux de conversion. Ainsi, nous avons trouvé
17% de conversion.
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Etude des interférences diles aux alcools supérieurs

L’alcool déhydrogénase est une enzyme de faible spécificité. Elle oxyde cer-
tains alcools aliphatiques supérieurs en leurs aldéhydes ou cétones correspondan-
tes. Cependant, la vitesse de réaction de ces derniers est plus lente que celle de
’éthanol.

Afin d’étudier ces interférences, nous avons préparé différents échantillons
aqueux ne contenant qu’un des alcools suivants: méthanol, éthanol, propanol-1,
butanol-1, propanol-2. La réaction enzymatique a été effectuée d’une part par la
technique en mode discontinu («batch») (2) et d’autre part par la méthode propo-
sée dans cet article.

Le tableau 1 nous montre les résultats obtenus, en prenant le taux de réaction
de I’éthanol égal 4 100%. Nous constatons qu’avec la méthode proposée (FIA), le
taux de réaction des alcools autres que I’éthanol est beaucoup plus faible qu’avec
la méthode en mode discontinu «batch», ce qui est un grand avantage. Cepen-
dant, il est improbable que ces alcools supérieurs se trouvent dans le sang a des
concentrations importantes.

Tablean 1. Taux de réaction de divers alcools par FIA et méthode enzymatique
en mode discontinu

i Alcool Taux de réaction (%)
«Batch» «FIA»
Méthanol i 0 0
Ethanol 100 100
Propanol-1 80,5 24
Butanol-2 66,2 6
Propanol-2 18 0

Comparaison de quatre méthodes de dosage

Le tableau 2 résume les résultats obtenus dans nos laboratoires en appliquant
la méthode enzymatique en mode discontinu («batch») (2), la chromatographie
en phase gazeuse par injection directe et par <head space» et la FIA décrite dans
ce travail. Les concordances sont bonnes. Pour confirmation, nous avons effectué
un test de 7 permettant de vérifier s’il y a une différence significative entre les ré-
sultats obtenus par FIA et ceux obtenus par la méthode enzymatique en mode
discontinu d’une part et avec la moyenne des résultats des deux chromatogra-
phies d’autre part.

Nous avons calculé 7 au moyen de I’équation suivante:
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R L s

S(n = 1]
D = moyenne des différences (D) entre les résultats obtenus par les deux mé-
thodes.
Sy 1 = écart-type des différences (D).
n = nombre d’échantillons.

On sait que le 7 théorique pour 4 degrés de liberté (z —1) et 95% de probabilité
estlegal‘al 2,78,
Les 7 pratiques calculés sont:
1) FIA = 7
2) FIA — Batch: 1.29

Les valeurs de 7 pratiques obtenues sont nettement inférieures au 7z théorique,
ce qui permet de conclure qu’il n’y a pas de différence significative entre les ré-
sultats obtenus par les trois méthodes.

Afin de déterminer la reproductibilité des injections, nous avons injecté cha-
que sang cing fois nous permettant de calculer le coefficient de variation (voir ta-

bleau 2).

Tablean 2. Résultats obtenus par quatre méthodes pour la détermination de
’éthanol dans le sang

Sang FIA Méthode enzymatique GC GC
No en «batch» injection directe «Head space»
%0 a) CV (%) b) %0 CV (%) %00 CV (%) %0 CV (%)
1 1559 1 1,49 4,3 1,56 0,40 1,54 0,56
2 2,64 1,6 2,48 1,96 2,37 0,65 2,64 0,35
3 3527 029 3,26 285 3522 0,36 3,29 0,52
4 1,91 0,81 1,93 1,34 1,87 0,72 1,94 0,49
5 0,78 1,43 0,74 5,04 0,74 1 2l 0,74 0,54

a) g d’éthanol pour 1000 g de sang
b) CV = coefficient de variation

On constate que les résultats obtenus par FIA sont tout a fait comparables aux
autres méthodes et que la reproductibilité des injections est tres satisfaisante.

Conclusion

Les résultats obtenus dans ce travail montrent que I’éthanol dans le sang peut
étre déterminé spectrophotométriquement avec une bonne précision sans prétrai-
tement, en utilisant un systeme FIA avec un dialyseur.
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La comparaison avec d’autres méthodes montre la bonne concordance des ré-
sultats. Cette méthode serait donc applicable pour ’analyse de I’éthanol dans le
sang. Du fait que légalement, une analyse d’alcoolémie doit étre effectuée par
deux méthodes différentes, cette technique «FIA-dialyseur» peut étre introduite
comme méthode complémentaire 4 ’analyse GC traditionnelle.

Résumé

Une nouvelle technique pour la détermination de I’éthanol dans le sang, utilisant la
FIA couplée a un réacteur enzymatique et a un dialyseur est décrite. Les conditions opti-
males de travail sont étudiées.

De plus, les résultats obtenus par la méthode proposée ont été comparés a ceux obtenus
par GC et par la méthode enzymatique en mode discontinu, montrant la bonne concor-
dance des résultats.

Zusammenfassung

Hier wird eine neue Technik zur Bestimmung von Ethanol im Blut beschrieben, welche
die FIA mit einem enzymatischen Reaktor und einem Dialysator verbindet. Die optimalen
Arbeitsbedingungen wurden erforscht.

Ausserdem wurden die mit der vorgeschlagenen Methode erzielten Ergebnisse mit den
durch GC und der enzymatischen Methode erhaltenen verglichen, was die gute Konkor-
danz der Resultate bestitigt.

Summary

A novel technic for the determination of alcohol in blood using FIA with an immobili-
zed enzyme reactor coupled to an on-line dialyzer is described. The optimal working con-
ditions are studied.

Moreover, the results obtained by the proposed method have been compared to those
obtained by GC and batch enzymatic method which confirms a good agreement between
the results.
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