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CHROM. 5420 

Identification simple de treize additifs dans les aliments cornpeAs par 
chromatographie sur couche mince 

L’alimentation animale moderne fait appcl h un nombre de plus en plus im- 
portant d’additifs. Ceci constitue un grand problkne pour l’analyste, qu’il appartienne 
aux laboratoires de contrhle de fabrication cles aliments, ou aux Services officiels 
(Rkpression des Fraudes). Les doses incorpor6es sont de plus en plus faibles, et l’ali- 
ment constitue un milieu tr&s complese. Des mc?thodes d’analyse quantitative esistent 
pour chacun des additifs, mais il n’est pas concevable de les appliquer successivement 
et systdmatiquement au contAle de l’htiquetage, B la recherche de l’erreur de fabrica- 
tion ou de la fraudc Bventuelle. Seule une d&ection pr&alable rapide du ou des ad- 
ditifs prhents, peut rendre possible un contr6le efficace et g&Gralisk. La m&hode que 
nous proposons r&pond h cet objectif, en permettant d’identifier treize substances 
(Talhsu I) parmi celles autoriskes en France, et particuli&rement les plus rdcemment 
admish. 

Une premihe identification du zoalhe, de la nitrofurazone, de la furazolidone 
et de l’amprolium a ht6 proposhel, utilisant la cliromatographie sur couche mince ; 

la prhence de pigments (luzerne) rend la dhtection clifficile. Dix-huit rrklicaments 
utilis& dans les aliments mc5dicamenteus et la suppldmentation, ont pu Btre identi- 
f&s h l’etat pur, Cgalement par chromatograpl~ie sur couche mincez. Enfin, des auteurs 
an&is3 ont 6tendu la premike m6thocle 1 k la dbtection de dis-sept additifs dans les 
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aliments compos&, avec un nombre limit6 de syst&mes de solvants et de r&dlateurs. 
Nous avons entrepris simultan&ment un travail identique portant sur l’identification 
de treize additifs, dont un certain nombre rkemment admis dans les aliments com- 
pos&. &ant don&. le nombre plus restreint de substances envisagkes, nous avons 
abouti A. une m&hode plus simple, supprimant la chromatographie prkalable sur 
colonne d’alumine3, et pouvant s’appliquer ainsi &. des skies d’Ccl?antillons. Elle 
consiste essentiellement dans l’extraction successive d’une m&me prise d’essai de 
l’aliment par quatre solvants (hexane, a&one, chloroforme et methanol), le premier 
permettant d’kliminer un certain nombre de substances interfdrentes. Les chromato- 
graphies sur couche mince des extraits sont faites sur deux supports diffkrents (silice 
fluorescente et alumine fluorescente) et comportent deux systemes de solvants d’&lu- 
tion et deux types de r&&lateurs. Cette m&hode permet de d&ecter les doses autori- 
s&es de chacun des additifs (Tableau I), et pour bon nombre d’entre eus le cinqu%me 
de cette dose (IO h 20 p.p.m.). 

XBnctifs. Tous les reactifs sont de qualit “pour analyse”: Hesane, a&tone, 
chloroforme, m6thano1, m&hanol ammoniacal (2.5 %), acQtate d’&hyle, chlorure de 
m&hyl&ne, ether &hylique, Gel de Silice GFPo,, (Merck), Alumine G1i,,4 (Merck). 

Redlateur I 
U.V. 254nm 

et rdvdlateur II 

Fig. I. (I) Extrait 1 cl’alimcnt t&noin, surcharg6 cl’adclitifs purs; (2) xlclitifs purs; (3) cstrait I 
d’aliment; (4) estrait 2 d’aliment tdmoin, surchargd cl’aclclitifs purs; (5) cstrnit 2 cl’aliment; 
(6) extrait 2 cl’alimcnt tdmoin. P = Payzone, rouge brun; N = nitrofurnzonc, rouge brun; 
C = carbdos, jaunt orsngb; I? = furazoliclone, rouge brun; % = zodi\ne, viol&; 31 =: mdthyl- 
bcnzoquate; D = dimdtridazole; B = buquinolatc, M, D et I3 sont rouge brun nprbs rdvdlation IT, 
et violet foncd SOUS UV. 
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Systh-nes de d&eloppement : (A) ax&ate d’&hyle-chlorure de m&hyl&ne (I : I), 

(13) chloroforme-m&lxmol (9 : I). 
R&&lateurs (I) &hyl&ne diamine, (II) rchctif de Dragendorff modifihl. Solution- 

stock: Dissoudre S g de sous-nitrate de bismuth dans 5 ml d’acide nitrique pur, 
ajouter 15 ml d’eau. Verser cette solution dans une suspension de 20 g d’iodure de 
potassium dans I ml d’acide chlorhydrique G N et 5 ml d’eau. Complher 2~ IOO ml 

avec de l’eau (cette solution se conserve plusieurs mois). Solution pour la pulvBrisation : 

A 5 ml de solution stock, ,ajouter 5 ml d’acide chlorhydrique concentr6 et 20 ml d’eau 
(cette solution se conserve au moins I0 jours). 

Afi@waiZZnge. MatBrie classique pour la chromatographie sur couche mince. 
Les plaques (20 x 20 cm) d’bpaisseur 0.25 mm, sont confectionndes suivant la techni- 
que habituelle, et activees h IIOO durant I 11 avant emploi. 

Extrnctdon dss nclditifs. Peser IO g d’aliment en farine dans un tube h centrifuger 
de IOO ml, ajouter 50 ml d’hexane, boucher et agiter fortement durant 5 min, centri- 
fuger quelques minutes, et Bliminer le surnageant par pipettage. RkpBter une fois 
l’oph-ation. 

Ajouter 40 ml d’ac6tone au culot d’aliment, agiter fortement 5 min, centrifuger 
quelques minutes, et pr6lever le surnageant clans un ballon 5 Bvaporer de 250 ml. 
RdpBter une fois l’opdration. Rhluire sous vide les extraits achtoniques rdunis jusqu’d 
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‘Fig. 3. (I) Estrait 3 cl’alimcnt; (2) cstrait 3 cl’nlimcnt tdrlioin, 
Amprolium, violet foncd sous UV, rouge apr&s rdvdlatioti II; Co 

surchnrgd cl’aclclitifs pun. A s 

+= coyclcn, x*iolet fond sous UV. 
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I a z ml, transvaser dans un petit recipient et proteger de la lumiere: ceci constitue 
l’extrait I. 

Ajouter 40 ml de chldfroforme au culot d’aliment, agiter fortement durant 5 min, 
et verser rapidement sur un filtre plisse place dans un entonnoir au-dessus d’un ballon 
a evaporer de IOO ml. Laisser filtrer completement, conserver l’aliment dans le filtre, 
civaporer l’extrait chloroformique jusqu’a I 5,~ ml, transvaser dans un petit recipient : 

ceci constitue l’extrait 2. 

Remettre l’aliment retenu sur le filtre dans le tube a centrifuger, ajouter 40 ml 
de methanol ammoniacal, agiter fortement durant 5 min, centrifuger. Prelever le 
surnageant dans un ballon & Bvaporer de 250 ml. Evaporer jusqu’a I B 2 ml, trans- 
vaser dans un petit r&ipient: ceci constitue l’extrait 3. 

SQaration et idcnt@kation 
(a) Chronzatographie SW Slice GFzrj4 jlzcoresceute 
I. Deposer sur une moitie de plaque des taches de 20 ZL 50 ,ul d’un ou plusieurs 

extraits I, encadrees de taches temoin du melange: payzone, nitrofurazone, furazoli- 
done, zoalene et carbadox. Deposer sur la seconde moitie des taches de 20 B 50 ,ul 
d’un ou plusieurs extraits 2, encadrees de taches tdmoin du melange: methylbenzo- 
quate, dimetridazole et buquinolate. D6velopper par le systeme A sur IO cm environ, 
retirer la plaque, secher a l’air chaud, puis developper par le systeme E sur 15 cm. 
Retirer la plaque, s&her sous air chaud. Reveler la moitie de plaque correspondant 
a l’extrait I en pulverisant le revelateur I et en protegeant l’autre partie. Observer 
sous lumiere ultra-violette (254 nm) la seconde moitie, puis la reveler par pulverisation 
du revelateur II. Interpreter chaque &ape & l’aide de la Figure I. 

2. Deposer des taches de 20 A 50 ~1 d’un ou plusieurs extraits I, encadrees par 
des taches temoin du melange: Bthopabate, decoquinate et ronidazole. Developper 
par le systeme A sur 15 cm, retirer la plaque, s&her sous air chaud, observer sous 
lumiere ultra-violette (254 nm), puis r&fJ.ler par pulverisation du revelateur II. 
Interpreter a l’aide de la Figure 2. 

(b) Chirovaatographie SW Ahnine GF,,, jhorescente 
Deposer des taches de 20 ZL 50 ,ul d’extrait 3, encadrees par des taches t&loin 

du melange : coyden et amprolium. Faire une preelution clans l’ether sur 15 cm, 
retirer la plaque, s&her, puis developper par le systeme B sur rg cm. Observer sous 
lumiere ultra-violette (254 nm), puis reveler par pulverisation du reactif II, Inter- 
pr&er a l’aide .de la Figure 3. 

Disczcssiola 
Cette methode permet d’identifier les substances aux doses autori&es (Tableau 

I), mais pour certaines d’entre elles (zoalene, payzone, nitrofurazone, amprolium), 
la limite de detection est de l’ordre du cinquieme de cette dose. Pour les additifs 
presents aus plus faibles doses (decoquinate, ethopabate, methylbenzoquate) et parti- 
culierement lors de l’examen sous UV, air de nombreuses taches sont visibles, un doute 
peut exister. II est alors necessaire de rep&er une nouvelle chromatographie en en- 
cadrant chaque extrait, d’une part par le melange des additifs purs, d’autre part par 
l’extrait surcharge avec le meme melange. Ceci peut &tre egalement utile 1orsqu.e les 
extraits sont charges de substances interferentes qui peuvent modifier la migration 
et la qualite de la separation. La chromatographie simultanee du coyden et de l’arn- 
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prolium (systhne B) peut conchire, suivant la nature et l’importance des substances 
interfkrentes, B une interpr&ation difficile pour l’amprolium, son RF &ant faible; 
le doute peut 2tre 1~~5 complhtement en eff ectuant une migration complkmentaire dans 
le m&hanol pur. 

Nous ne donnons aucun RF indicatif, mais seulement l’ordre de sbparation, la 
r&f&ence aux melanges de substances pures ou aus surcharges etant beaucoup plus 
utile, et pouvant 6viter des erreurs d’interprktation. 

Les estractions et les chromatogrsphies peuvent &re rkalis&es en shie, per- 
mettant le traitement simultan6 de plusieurs Mlantillons d’aliment. 
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