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SUMMARY 

Chromatographic determination qf residual monomers of epoxy resins in wine simulants 

Wine is widely stocked in epoxy resin vats. These bisphenol A epoxy resins are 
cured with methylenedianiline hardener. The residual monomers are able to migrate 
through the polymer matrix into the wine. So, migration studies were undertaken in 
order to prevent human health hazard. 

In this paper specific chromatographic methods for the determination of the 
residual monomers in simulants of wine are described. Liquid chromatographic me- 
thods were developed for the determination of methylenedianiline and bisphenol A, 
and a gas chromatographic method for the determination of epichlorhydrin. The 
procedures described proved to be sensitive, reproducible and efficient. 

INTRODUCTION 

L’utilisation des materiaux plastiques dans l’industrie alimentaire s’est forte- 
ment developpee ces dernieres anntes. Les cuves vinicoles connaissent egalement cette 
evolution puisque les r&sines tpoxydiques sont actuellement tres employees comme 
revetement interieur. Certaines odeurs et gouts anormaux se manifestent quelquefois 
dans les vins, aussi, dans le but de proteger le consommateur, l’etude de l’inocuite 
des plastiques vis a vis de l’aliment est rapidement apparue comme indispensable. 

Les formulations de resine que nous avons etudiees a base d’epichlorhydrine 
et de bisphtnol A ttaient reticultes par une amine aromatique, la mtthylenedianiline. 
Ces monomeres n’etant pas den&s d’une certaine toxicite’, il Ctait important de 
pouvoir &valuer leur migration dans le vin2. 

Notre travail a eu pour but essentiel de mesurer ces migrations3. Afin de fa- 
ciliter les analyses des composes migrants, les recherches ont et& menees, selon les 
directives de la CEE4, sur des simulants dont la composition est supposee rep&enter 
le vin. Pour chacun des monomeres constitutifs de la r&sine (Fig. l), nous avons mis 
au point une methode de dosage sensible, reproductible et specifique. Ces mtthodes 
sont d&rites dans cet article. 

0021-9673/88/$03.50 0 1988 Elsevier Science Publishers B.V. 
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EPICHLORHYDRINE 

CH,_CHCH,CI 

Fig. I. Monomkres constitutifs des r&sines Cpoxydiques. 

PARTIE EXPfiRIMENTALE 

R&act@ 

Tous les reactifs utilisis sont de qualite analytique (Merck). Les liquides utilises 
en chromatographie liquide haute performance (HPLC) sont filtres sur une mem- 
brane Millipore 0.45 pm puis dtgazes par sonication avant l’utilisation. 

MatPriels 

Chromatographie liquide haute performance 
L’appareil utilise est un chromatographe en phase liquide Varian strie 5000 

Cquipe d’une vanne d’injection a boucle de 10 ~1 et d’un detecteur fluorimetrique 
Shimadzu RF530 de capacite de cellule 12 ~1. Les chromatogrammes sont enregistres 
et integres par le modele Varian CDS401 de la serie Vista. 

Analyse de la mkthyl&edianiline. Nous utilisons une colonne Merck RP-18 (250 
x 4 mm I.D., 7 pm) protegee par une prtcolonne Merck RP-18 18-GU. La phase 

mobile est constituee par un melange acetonitrile-tampon phosphate 0.05 M a pH 
8.15-eau (37:20:43). L’analyse est effectuee a 30°C. 

Analyse du bisph&zol A. Deux colonnes LiChrospher 100 RP-8 (Merck, 250 
x 4 mm I.D., 5 pm) sont montees en serie. Elles sont protegees par une precolonne 
LiChrocart 100 RP-8 (Merck, 5 pm). La phase mobile est constitute par un melange 
eau-acetonitrile (55:45). L’analyse est effectute a 20°C. 

Chromatographie en phase gazeuse (CPG), dgtecteur ci ionisation de flamme 
Le dosage est effectue a l’aide d’une chromatographe en phase gazeuse Dani 

3800 HR 2CH Cquipt d’un enregistreur Servotrace type P.E. La separation est realisee 
par une colonne Carbowax 1540 a 10% sur Chromosorb W AW 60, 80 mesch (7.5 
m x 3 mm I.D.). Le gaz vecteur est de l’azote avec un debit de 60 ml/min. La 
temperature de la colonne est de 130°C. L’injecteur est Porte a une temperature de 
180°C et le dttecteur a 150°C. 
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TABLEAU1 

CARACT~RI~TIQ~E~DES~PR~UVETTES 

Surface des eprouvettes enduites (m’) 0.046 
Masse de r&sine appliquee (g) 104.00 
I?paiseur moyenne de la risine (pm) 1000 
Volume de simulant (I) 0.700 

Exptrimentation 
Les experiences ont ett men&es sur des Cprouvettes enduites de resines Cpoxy- 

diques et mises au contact de simulants. Les caracteristiques de ces eprouvettes sont 
donnees dans le Tableau I. Les simulants utilists sont repertories dans le Tableau II. 
Les tprouvettes immergees dans les simulants sont conservees a l’abri de la lumiere 
et a temperature ambiante. Les analyses des monomeres ont ete effectuees au tours 
du temps, pendant plusieurs mois. 

MPthodes 

MPthylckedianiline (MDA) 
Nous avons utilise plusieurs methodes d’analyse pour le dosage de la MDA. 

Les methodes colorimetriques5,6 sont peu sensibles et surtout ne sont pas specifiques 
de ce compose. Plusieurs systemes de chromatographie sur couche mince ont ete 
proposes dans la litterature pour la separation et l’identification des amines7-10 (Ta- 
bleau III). Parmi les revelateurs proposes, la fluorescamine a montre, apt& extrac- 
tion6,7,i 1 la meilleure sensibilitt. Mais, cette technique ne nous permet pas d’attein- 
dre une sknsibilite superieure a 2 ppm. 

De meme, nous n’avons pas retenu CPG apres injection directe des simulants 
avec les detecteurs classiques (ionisation de flamme) la sensibilitt atteinte n’est pas 
suffisamment tlevCe12-‘5 (Tableau TV). 

HPLC permet une bonne separation des amines, et dans les conditions ope- 
ratoires choisies, une injection directe des solutions sans extraction prtalable, est 

TABLEAU II 

COMPOSITION DES SIMULANTS BTUDIb 

Alcool ethylique 10% (v/v) 
Alcool ethylique 12.5% (v/v) 
Alcool Cthylique 15% (v/v) 
Alcool Cthylique 20% (v/v) 
Alcool tthylique 25% (v/v) 1 

dans l’eau 

Acide tartrique a 3 g/l dans l’eau 
Acide tartrique a 3 g/l dans I’alcool ethylique a 15% 
Glycerol a 7 g/l dans I’eau 
Acide tartrique a 3 g/l et glycerol a 7 g/l dans I’alcool ethylique a 15% 

Sucre a 20 g/l dans I’eau (fructose a 10 g/l et glucose a IO g/l) 
Glycerol a 7 g/l et sucre a 2 g/l dans I’alcool ethylique a 15% 

Acide acetique a 3 g/l dans I’eau 
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TABLEAU IV 

ANALYSES DES AMINES PAR CHROMATOGRAPHIE GAZEUSE 

Bibl. Colonne Technique SensibilitP 

12 10% en poids de Dexsil 300GC sur 
ABS Anachrom 80-90 mesch, 0.3 m 
x 2.5 mm I.D., colonne sililte 

13 3% OV-1 sur Gas Chrom Q 1Otk 
120 mesch, 1.9 m x 3.5 mm I.D., 

colonne en verre 

14 3% OV-11 sur Chromosorb W AW 
DMCS 100-120 mesch, 2 m x 2 
mm I.D. 

15 Phase non polaire SP-2100, 
capillaire 25 m x 0.2 mm I.D. 
ou 
Phase non polaire SE-30 
capillaire 30 m x 0.25 mm I.D. 

Colonne: 200°C 
Injecteur: 265°C 
Gdz vecteur: helium 
Debit: 35 mlimin 
Ionisation de flamme 

2 ppm 

Colonne: 240°C 
Injecteur: 250°C 
Gaz vecteur: helium 
Debit: 60 ml/min 

Ionisation de flamme 

50 ppm 

Colonne: 200°C 
Injecteur: 250°C 
Argon-methane (95:5) 
Debit: 20 ml/min 
Capture d’tlectron 

0.1 ppm 

Colonne: 60 a 270°C 
(20”C/min) puis 270°C 
Injecteur: 200°C 
Gaz vecteur: helium 
Debit: 20 p.s.i. 
Spectrometrie de masse 

200 ppt 

possible. La detection tlectrochimique16-1 8, si elle est efficace et sensible (1 ppb), n’est 
pas specifique des amines, ainsi des molecules a groupement phenols peuvent &tre 
detectb simultanement”. La dtrivatisation des amines I et II par le phtnylisocyanate 
permet aussi d’avoir une bonne sensibilite par une detection UV, mais l’eau et les 
alcools produisent des interferences . lQ C’est pourquoi, nous nous sommes tournts 
vers la technique de derivatisation de l’amine par la fluorescamineQ,20*21. La reactivite 
de la fluorescamine est importante a l’tgard des amines primaires, mais aussi pour 
d’autres composes nucleophiles; seules les amines primaires donnent des complexes 
fluorescents20,21. La sptcificite de la reaction, sa facilite de mise en oeuvre et la 

TABLEAU V 

INFLUENCE DU pH SUR LA FLUORESCENCE DU COMPLEXE MDA-FLUORESCAMINE 

PH % de MDA retrouvk 

3 38 

6 94 

I 99 

8 100 
9 100 

10 51 
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sensibilitt obtenue, nous ont fait opter pour cette methode d’analyse: derivatisation 
precolonne par la fluorescamine puis HPLC avec detection fluorimetrique. 

La reaction de derivatisation d’une amine par la fluorescamine est dtpendante 
du pH. Pour la MDA, la reaction est optimale aux alentours de pH 8 (Tableau V). 

En milieu aqueux, la reaction de formation du derive entre la fluorescamine 
et l’amine primaire etant competitive avec la reaction de d&activation 
hydrolytiquezO, nous avons vhifie sur des concentrations de MDA comprises entre 
10 et 150 ppb que l’addition de lo-100 ,~l de la solution de fluorescamine a 2 mg/ml 
n’entrainait pas de variation de la fluorescence. De plus, nous avons controle que le 
complexe MDA-fluorescamine Ctait stable plus d’une heure. 

Technique. La derivatisation s’effectue comme suit: 2 ml de la solution a ana- 
lyser + 0.4 ml de tampon pH 8 (tampon phosphate M/1.5) + 20 ~1 d’une solution 
de fluorescamine a 2 mg/ml dans l’acetone (stable 12 semaineszO); 30 s d’agitation 
mecanique et 5 min de temps de reaction. Le complexe MDA-fluorescamine ainsi 
forme, est detect6 pour une longueur d’onde d’emission de 510 nm et une longueur 
d’onde d’excitation de 399 nm. 

Le temps de retention de la MDA est de 6 min (Fig. 2). Des impuretts de la 
MDA sont detecttes, mais a l’heure actuelle, seule l’aniline a et& identifiee (tR 4.4 
min). Le dosage est effect& par un ttalonnage externe. 

gpichlorhydrine (ECH) 
CPG est une methode de choix pour doser l’tpichlorhydrine en raison de sa 

grande volatilite. Le Tableau VI regroupe les principales don&es de quelques mt- 
thodes CPG proposees dans la litterature 22-24. Pour notre part, nous avons utilist 
une technique par CPG avec un dttecteur a ionisation de flamme apt-es injection 
directe de nos simulants. 

2 

, 
0 4 8 nlh 

Fig. 2. Chromatogramme (HPLC-dktection fluorimkrique) d’une solution contenant. 1 = Aniline, 2 = 
mkthvknedianiline. 
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TABLEAU VI 

ANALYSES DE L’EPICHLORHYDRINE PAR CHROMATOGRAPHIE GAZEUSE 

Bibl. 

22 

23 

Colonne 

3% OV-17 sur Gas Chrom Q, 100- 
120 mesch, 2 m x 4 mm I.D. 

PEGS UltraBond, 100-120 mesch, 3 
m x 2 mm I.D. 

Technique SensibiliG 

Colonne: 60°C 
Injecteur: 15o’C 
Ionisation de flamme 5 ppm (sang) 
Spectromitrie de masse 50 ppb (sang) 

Colonne: 80°C 8 min puis 32”C/min 2 ppm 
Injecteur: 200°C 
Ionisation de thamme 

24 0.2% Carbowax 1500 sur Colonne: non indique 
Carbopack C, 8&100 mesch, 1.5 m Injecteur: 100°C 

x 0.3 mm I.D. Spectrometrie de masse 

3 ppb 

, \ 

2 

)I L 
I , 

0 4 8 12 16 lm 

Fig. 3. Chromatograme (CPG-ionisation de flamme) d’une solution contenant. 1 = Epichlorhydrine; 
2 = cvclohexanone. 
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Technique. Le dosage est effect& grace a un ttalon interne: la cyclohexanone. 
Darts les conditions operatoires d&rites, le temps de retention de I’ECH est de 9.6 
min et celui de l’etalon interne 15.9 min (Fig. 3). 

Bisphtnol A (BPA) 
De tres nombreuses techniques pour le dosage des phenols ont et& d&rites 

dans la litterature. Revillonz5 et Tesarova et Pacakava26 passent en revue de nom- 
breuses techniques chromatographiques utilisees a l’heure actuelle. Nous avons appli- 
que au BPA une technique de dosage derivee de celle du dosage du phenol dans un 
vin2’. Dans le cas particulier des simulants, l’extraction prealable est inutile. En effet, 
HPLC avec une detection fluorimetrique assure un dosage sensible apt& injection 
directe. De plus, cette mtthode d’analyse nous permet de mettre en evidence la pre- 
sence d’autres molecules a groupements phenols telles que le phenol et les cresols 
(tous impuretts de synthese du BPA). 

Technique. Le dosage est effect& par un ttalonnage externe. La fluorescence 
du BPA est detectee pour une longueur d’onde d’emission de 300 nm et d’excitation 
de 275 nm. 

La Fig. 4 represente le chromatogramme obtenu apres injection d’un melange 
de phenol, crlsols et bisphenol A. Les temps de retention sont les suivants: Phenol, 
4.3 min; m,p-cresol, 5.3 min; o-cresol, 5.6 min; BPA, 6.9 min. 

RkSULTATS 

MPthylPnedianiline 
La sensibilitt est de 2 ppb pour la MDA et de 1 ppb pour l’aniline. La linearite 

de la variation de la reponse du dttecteur (aire des pits) en fonction de la variation 
des concentrations en MDA a ete verifiee pour des concentrations comprises entre 
2 et 150 ppb. La droite de regression lineaire a pour equation: 

4 

0 2 4 6 8 ti 

Fig. 4. Chromatogramme (HPLCdlitection fluorimktrique) d’une solution contenant. 1 = Phknol; 2 = 

m,p-crksols; 3 = o-crtsol; 4 = bisphknol A. 
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TABLEAU VII 

Rl?Pl?TABILITk DES DIFFERENTES MBTHODES PROPOSfiES 

Monomke Teneur Coefficients de variation (%) 

MDA 

ECH 

BPA 

13 ppb 
26 ppb 

130 ppb 

7 ppm 
70 ppm 

450 ppm 

15 ppb 
100 ppb 
300 ppb 

15 
4 
1 

4.5 
5 
1 

3 
2.5 
5 

S (unite de surface) = 65.26 C (ppb) - 51.45 

Le coefficient de correlation est de 0.9994. 
La repetabilite de la methode proposte a ttt etudiee sur cinq analyses a dif- 

ferents points de la gamme. Nous donnons dans le Tableau VII quelques valeurs des 
coefficients de variation. 

kpichlorhydrine 
La sensibilite de la mtthode est de 0.2 ppm. La linearite a et& test&e jusqu’a 

500 ppm. La droite de regression lineaire a pour equation: 

H (rapport des hauteurs de pits ECH/ttalon interne) = 0.8767 C (ppm) - 0.0149 

Le coefficient de correlation est de 0.9998. La rtpetabilite est indiqde dans le Tableau 
VII. Elle a Cte test&e sur cinq analyses. 

BisphCnol A 
La sensibilite est de 2 ppb pour le BPA et de 10 ppb pour le phenol et les 

crtsols. La lintarite a CtC testee jusqu’a 400 ppb. La droite de regression lineaire a 
pour equation: 

S (unite de surface) = 19.093 C (ppb) + 0.6093 

Le coefficient de correlation est de 0.9999. La repetabilite est acceptable (Tableau 
VII). 

APPLICATIONS 

Les techniques d&rites ci-dessus, nous ont permis d’analyser les simulants que 
nous avons mis au contact de differentes &sines epoxydiques dans des conditions 
experimentales precises3. Nous rapportons, a titre d’exemple, les valeurs extremes 
que nous avons retrouvies dans les simulants pour chacun des monomeres. les con- 
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centration retrouvees dans les simulants ont tomes Cte exprimees en mg de mono- 
meres lib&-es par kg de rbine mise en oeuvre. 

M&thyl&edianiline 
Les quantitts de MDA libre retrouvees dans les simulants vont de 0 a 7.6 

mg/kg de rtsine. Les analyses des simulants par la methode proposee ont permis, en 
outre, de mettre en evidence la presence de l’aniline (valeur maximale mesuree: 0.65 
mg/kg) et de quatre autres amines non encore identifites a ce jour. 

Epichlorhydrine 
Nous n’avons pas retrouve ce monomere dans les simulants, vraisemblable- 

ment en raison de son temps de demi-vie faible** que nous avons confirme par nos 
propres essais3 [7.5 jours en milieu alcoolique a 10% (v/v) et 4.5 jours en milieu acide 
acttique a pH 31. 

Bisphknol A 
Les concentrations varient entre 0 et 30 mg/kg de rtsine mise en oeuvre. De 

la meme faGon que pour la MDA, des impure& telles que le phenol (retrouve jusqu’a 
15 mg/kg de r&sine) et les cresols cjusqu’a 400 mg/kg) ont Ctt mises en evidence. 

Ainsi, des quantites non ntgligeables de monomeres peuvent migrer dans les 
simulants. Ceci montre bien l’importance de l’etude de ces migrations pour prevenir 
des accidents toxicologiques ou des problemes d’alttration des vins. 

Dans notre region, le vin est souvent stock& dans des cuves revetues de r&sines 
tpoxydiques, a base de mtthylenedianiline, d’epichlorhydrine et de bisphenol A. Afin 
d’etudier la migration tventuelle des monomeres residuels dans le vin, nous avons 
mis au point une technique d’analyses chromatographiques pour le dosage, dans les 
simulants du vin, de chacun des trois monomeres de base utilisb. La methylenedi- 
aniline et le bisphenol A ont ete doses par chromatographie liquide haute perfor- 
mance et l’epichlorhydrine par chromatographie gazeuse. Les mtthodes proposees 
sont sensibles et reproductibles. 
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