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INTRODUCTION

La nôtlndologia u t i l is é e  normalement pour l a  détection des conservateurs chimiques dans la s  aliments camP0 
deux parties  e ssen tie lle s : extraction des conservateurs et le u r  id en tifica t ion  (Sch u lla r et Ven, 7957)- 
L' extraction est fa i t e  è  1' aide de solvants organiques ou par d is t i l la t io n  avec entrainement è  l a  vaps^1"' ^  
l 'id e n t i f ic a t io n  est ré a lis a s  par des techniques chromatographiques. La méthode espagnole o f f i c i e l l e  P°ur 
recherche des conservateurs dans le s  produits à  basa de viande (B .O .E .I 1979) est fondée sur ce princiP8*

Actuellement le s  labo rato ires  de contrôle de l a  qua lité  des produits b  base de viande s 'in té ressen t è  d8S^ g 
méthodes rapides permettant l 'a n a ly sa  de nombreux échantillons dans l a  temps le  p lus b re f possib le  
méthodes trad ition n e lle s  précsddemmsnt c itée s  sont longues laborieuses et pas adaptées à  un contrôla ds 
de ces a d d it i fs .  Dans cet e sp r it , Stahl (1968) a rais au point un raicrofour déno rainé TAS qui permet de

1®S p ..l a  phase trad ition n e lle  d 'ex trac tion . A l ’ aide de ce système le s  substances v o la t i le s  présentes dans 
sont sublimées et récupérées directement sur le s  plaques de chromatographie. La technique du raicrofour TAS’V
ses applications le s  plus importantes on ôté décrites  par Hosssnlopp (1972) et ultérieurement par Lanb 8

qui

( 1976). Ces derniers ont u t i l is é  cette technique pour l a  détermination dB conservateurs dans le s  produit® 
alim entaires comme l a  pain, l a  margarine, l a  mayonnaise e t le s  fr u it s  secs.

L' id en tifica tion  par chromatographie des conservateurs présents pose de grands problèmes notamment en c8 
concerna l a  séparation des acides benzoïque e t sorbique qui sont largement u t i l is é s  dans l ' alimentation* 
problèmes ont ôté abordés par d iffé ran ts  auteurs. Copius-Peareboom at Beckes ( 1964) indiquent que l a  3 ,0
de ces deux acides est e ffe c t iv e  sur un support u t i l is a n t  an mélange ce llu lo se  et ge l de s i l i c e  Ki®38^  , jG* 
bvbc de l 'u lt ra p h o r  WT comme indicateur dans l 'u l t r a - v io le t  et avec le  mélange d 'ô lu tion  suivant: rv-hex ie5 
acétique (9 6 :4 ).  Certains labo rato ires  ont rencontré avec cette technique des d i f f ic u lt é s  de v isu la isa *  ^
conservateurs et pour cette ra ison , Gosselé (1971) propose un support è  base de ce llu lo se  MN-jjjfjjjÿtQui ^ y g  ^  
l 'a g e n t  de fluorescence. D 'autres auteurs, comme Nagasawa et c o l. (1969) on f a i t  une étude comparatif0 
supports ge l de s i l i c e  et polyamide et indiquent qu' i l s  préfèrent ces derniers en raison de l a  plus ^
réso lution obtenue. TJ an e t Konter (1972) séparent la s  acides benzoïque e t sorbique su r un support con 
ge l de s i l i c e  e t  un s i l ic a g e l  GF avec un êluant ammoniacal. Stahl (1969) indiqua que dans tous le s  cas 5
fic a tio n  sera  m eilleure s i  on t ra ite  l a  zone oti a migré l e  conservateur avec quelques goutslettes de 30 
3ji de brome. L 'ac id e  sorbique se transforme en acide bromocaprolque, sa dédouble en deux taches alors  
l 'a c id e  benzoïque n 'e s t  pas modifié par ce traitement.

;tit>°
Compte-tenu de ces ré su lta ts  i l  a été considéré qu' i l  é t a it  in téressant de ré a lis e r  une étude an extra0 ^  
thermique è  l 'a i d e  du microfour TAS des conservateurs le s  p lus couramment u t i l is é s :  acides benzoïque» 8 ^  (# 
que, sorbique et este rs  mêthyliqua, éthylique e t propylique de l 'a c id e  parahydroxybenzolque e t d 'étud ^  0 
temps le s  m eilleures conditions de séparation en couche mince. Le ré su lta t  de cette étude est l a  proP°® 
méthode suivante qui permet l a  détection rapide de ces a d d it ifs  dans le s  produits è  base de viande.

METHODE

A ppare illage .
a) M icrofour TAS de l a  firme DESAGA GmbH, Heidelberg, RFA.
b ) M atériel de chromatographie en couche mince avec applicateur e t support fabriqué par 

Heidelberg, RFA; plaques de verre  de 20x 20 cm; dessiccateur avec support de plaques; étuve è  110aG> 
ringua de 10 m ic ro litres ; chambre de révélation  e t lampe UV 2S4 nm.

c ) Etuve sous vida de l a  firme Heraeus GmbH, Hanau, RFA.

R éactifs .
a) Matériaux supports: S i lic a g e l GFgg^ Merck, Darmstadt, RFA at C e llu lo se  MN 300 UV 254 

et Nagel Co, DOren, RFA.
b) Mélanges d 'é lu t io n  1: hexane, tétrach lorure de carbone, chloroforme, acide formique 

acétique (50 :4 0 :20 :6 :2 ). Le mélange est secoué en ampoule de décantation. Seule l a  couche supérieure 

comme agent d 'é lu t io n .
c ) Mélange d 'é lu t io n  2: hexane, éther éthylique at acide acétique (81 :1 4 :5 ).
d) Solutions témoins: so lu tions alcoo liques è  0 , %  d 'ac ides  sorbique, aalicylic^ie et 8 

méthylique, éthylique e t propylique de l 'a c id e  parahydroxybenzolque. Solution alcoo lique è  0,2^ de 
zolqua. Ces so lu tions sont déposées su r le s  plaques è  raison de 5 m ic ro litre s .

de II®6ii»

eid0.,

set 1*
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ndes plaques.

Wi
ja 13 3 de s i l ic a g e l  GF254 et 7,5 g de ce llu lo se  ^ 300*-^254 at on la s  ho™°3ôni3a avec 70 ml d 'eau d is t i l lé e  

d 'ag ita tio n  pendant 20 secondas. Le mélange Bst déposé dans 1' applicataur Desaga et on prépare cinq^9;
^Valablem ent dégraissées avec uns couche de 250 microns. On la is s e  sécher complètement è  l ' a i r  le s

S> *-88 plaques sont activées 1 heure è  1K39C avant le u r  u t i l is a t io n .  

n des échantillons.

13 sont e ffectués avec des produits à  base de viande contenant des concentrations connues de conserva- 
N  ,jg "Crises entre 100 et 500 ppm de chacun des conservateurs v isé s  par cette  étude. On prend 10 g d 'ôchanti- 
N s epQUlVu de p a rtie s  v is ib le s  de g ra isses  et on le s  hache grossièrement en morceaux de 5 mm. S i le s  êchanti— 

r' ^ 8nr,ant une quantité d 'eau importante on le s  soumet è  un séchage p a rt ie l de manière è  leu r  fa i r e  perdre 

^  de le u r  poids pendant 1 heure è  60*C.

chi
-thermique B t détection des conservateurs.

aqua— Produit è  base de viande on prend t ro is  tubes de verre du microfour TAS munis de la in e  de verre du 
^trém itô  c a p il la ir e  et on in trodu it approximativement 200 mg d’ échantillon dans chacun de ces tubes. 
tuba aat p lacé dans le  m icrofour TAS è  l a  température de 200fiC et la s  conservateurs sont transférés  

N  SvB8n^ Sur 1® plaque de chromatographie. On repère l'emplacement du dépôt en lumière IN et on répète l 'o p é ra  
ïh. c ^88 deux autres tubes. Le temps nêcéssaire è  chaque extraction est de 90 secondas.

des conservateurs.
1 u«Vq1 -----
4 t9rt|DppatIlant  des plaques de chromatographie sa f a i t  dans des cuves saturées avec le  mélange êluant approprié 

ambiante. On u t i l i s e  l e  mélange ôluant 1 pour séparer le s  acides sorbique, benzoïque et

iS „
H * *

lUa at l a  mélange ôluant 2 pour le s  estera de 1 'acide parahydroxybenzolque.

^ProximativamBnt nêcéssaire pour l a  migration du fron t est de l 'o r d r e  de 25 minutes, s o it  une migration  
Las chromatogrammes se l is e n t  directement dans l 'u l t r a - v io le t  è  254 nm, l e  Rf des taches ôtant comparé 

. tS^ i n s .

V tats p-
è  tT RECOMMANDATIONS.

« tlon ï8nc9a p rélim inaires ont ôté conduites avec l e  microfour TAS pour déterminer l e  p ro f i l  thermique d’ ex- 
ou tharmofractogramma (Hossenlopp, 1971) des agents conservateurs. Ces essa is  ont permis de montrer que 

at:t;91lQn ^ erraique des agents conservateurs est incomplète aussi longtemps que l a  température de 200®C n 'e s t  
ta s o it  un temps de mise en fonctionnement de 90 secondes.

Sais

N a

toi

° nt égal amant permis de su ivre l a  comportement des produits è  base de viande riches en himiditê et en 
Produits connaissent une sublimation très  rapide et donnent l ie u  è  des taches très  déformées su r le s  
Vniatographiques pour le sq u e lle s  l a  révélation  est ensuite très  perturbée. Dans de t e l le s  circonstances

Ujou;
“ontar,.

V  pré fé rab le  d 'é lim iner préalablement manuellement toutes le s  p lus grosses inclusions de matières
Pas dans l 'é c h a n t illo n , de soumettre ces échantillons è  un séchage p a rt ie l è  l 'è tu v e  sous vide è

le

H

^Ubaa du microfour i l  convient de déposer de petites  quantités d 'échantillon  vo isines de 200 mg et de
dsu*  °u  p lu sieurs extractions successives. Avec cette  technique on peut déposer sur l a  plaque de 

'5 - 9l>aphia8 une plus grande quantité d 'agents conservateurs e t augmenter a in s i l 'in t e n s i t é  de l a  coloration  
fQr) C° n38rvateura recherchés en fonction de le u r  propre concentration dans le s  produits è  base de viande 

du nombre d 'extrac tion s  pratiqué, è  condition de regarder le s  chromatogrammes dans l 'u lt r a v io le t
' après.,aa ------- l 'e x t ra c t io n  thermique. Comme on peut observer qu 'è  une concentration in fé rieu re  è  100 ppm

ha a ataurs ont pratiquement un e f fe t  nul tous le s  conservateurs recherchés peuvent etre  détectés dès l a  

^  aR g n i 'aCtlon l ’ exception de l 'a c id e  benzoïque qui nêcêssite t ro is  extractions successives. A mesure 
p le  concentration en agents conservateurs et l e  nombre d 'extraction s thermiques 1' in tensité  de la

C*1, réyg ^Smente considérablement (Tableau 1 ).

ls s  Plaques de chromatographie ont ôté essayés d iffé ren ts  supports et mélanges êluants pour obten ir 
\  N a  Qtlon n8tte  et permettre une id en tific a t io n  fa c i le  de chaque conservateur. La séparation des acides 

ür, ban2olque se f a i t  parfaitement avec le  procédé d éc rit  par Gosselô (1971) c 'e s t  è  d ire  avec comme 
O N i v . J '16'1'®009 S i lic a g e l GFpc. e t c e llu lo se  (H lw F -g .  et comme mêlangB ôluant hexana tétrachlorure de carbo- 

,3fW Qn"9' acide formique at acide acétique (50 :4 0 :20 :8 :2 ). Gosselô indique que l'hum id ité re la t iv e  du su£9 q|-i u b Tormiqua at aciaa acBtiquu ^ —  - ---
■*'a séparation des agents conservateurs; le s  acides se séparent mieux è  humidité re la t iv e  basse 

( N s  i*  qua la s  estera se sépara it mieux è  humidité re la t iv e  plus élevée (SCKjt) mais le s  d iffé rences nB sont 
C N  Sé!!!0_rtantaa- Notre tra v a il a paro is de constater l'im portance de 1* activation des ¿Laques pour p e ro ^

h»,

laï>ation des conservateurs acides. Au contraire l a  séparation des estera de 1* acide parahydroxybenzol- 
, 8 Problèmes aussi bien pour des plaques qui viennent d 'e t re  activées que pour des plaques stockées 
°Urs en dessiccateur après activation  que pour des plaques qui n 'ont pas ôté activées. La séparation

6th83t m aillaure s i  on f a i t  m igrer en cuve en u t il is a n t  1* ôluant de Stahl (1968) ayant comme formule 

9r> éthylique Bt acide acétique (81 :1 4 :5 ).

N  on d o it considérer qu' i l  est préfôrablede préparer des chromatogrammes avec des plaques qui
des conservateurs acides, p rin c ipa la »en t acides sorb i—activées pour ob ten ir une bonne séparation
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nt O0que et benzoïque. En cas de présence d 'e s te rs , ceux-ci restent è  l a  p a rt is  in fé rieu re  du chromatogramms »  
peut la s  séparer & le u r  tour complètement an pratiquant une deuxième révélation  avec le  mélange ôluant de ^  
(S tah l, 1958). Dans l a  figu re  Na 1 on peut observer l a  séparation après tro is  révélations successives des ^
vateurs acides avec le  mélange éluant N9 1 de Gosselê (1971) et dans l a  figu re  N9 2 l a  séparation des ss^a ^  
l e  mélange éluant 2 de Stahl ( 1969). Dans l a  figu re  N9 3 on trouve sur l a  même plaque tous le s  agents con=s 
tsurs révélés successivement avec l 'u n  ou l 'a u t r e  des mélanges éluants.

Pour f i n i r  i l  conviant d 'ind iquer que l a  séparation des acides sorbique e t benzoïque est aussi e f f e c t i f0 
u t i l i s e  l a  technique de bromation décrite  par Stahl (1969). Cependant cette technique ne peut etre  u tili®  yfjt 
présence d 'ac ide  sa licy liq u e  et dBs estera de l 'a c id e  parahydroxybenzolque car en même temps que se produ (-¡f
bromation se m ultip lient le s  dédoublements correspondants (p in e l la  et a l ,  1966), ce qui donne le iu  è  un c 

gramme très  confus.

4$
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TABLEAU 1 In tensité  de coloration des agents conservateurs en lumière UV en fonction du nombre d' 
thermiques e t de le u r  concentration dans le s  produits è  basa de viande.
Intensity o r  co lo r index o f  preservatives exposed to UVlight as a function o f  the number 
performed thermal extractions as w ell as th e ir  concentration in meat products. ^ __

is5 
\i i 01

tic0.

TABLE 1

Agent conservateur Nombre d 'extractions Concentration dans
thermiques è  2009C produits è  basa ds 

(en ppm)

Preservative Amount o f  performed Concentration ih r'£
thermal extractions products (in  PP"1)
at 200«C 100 300 ___ -

Acide sorbique 1 ++ +++
Sorbic acid 2 -H- +++

3 ++ +++

Acide bsnzolque 1 — +
Benzoic acid 2 - +

3 + ++

Ester mfithylique de 1 'acide parahydroxybenzoique (PHB) 1 + +
PHB-methyl-ester 2 + +++

3 -H- +++

Ester Sthylique de 1 'acide parahydroxybenzoique (PHB) 1 ■H-
PHB-fithyl-ester 2 •++ +++

3 +++ +++

Ester propylique de 1 'acide parahydroxybenzoique (PHB) 1 + ++
PHB-p ropy 1 -ester 2 ++ +++

3 +++ +++

Acide sa licy liq u e 1 + +
S a lic y lic  acid 2 + ++

3 + 4+ _
—: nôgatif/nôgative; +; peu intense/low in tensity ; ++: moyennement lntsnse/medium in tensity ; +++! Ar,t 
i l U  : très intense/very intense.
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7- 8

F ig .

' S6,
S' 6

das esters de l ’ acide parahydnox^ 
1t S^tue & 1* aide du radiante êluant 2

ste r  propylique du PHB (produ it à  basa 
5 ^Viande)

Ï5itarta)
du 8ra ‘nâthyl i Pu8. éthylique et propylique 

4, (p rodu it li base de viande)
S. ( témoin)

^ ^ y liq u e  du PHB (produ it é  base de 
s> 81ande)

^era (témoin)
• S ar m®thyliqua du PHB (produ it a basB de 

9 iande)

* ida» (témoin)

1. Séparation des conservateurs acides avec le  
mélange éluent 1
1. acide sorbique (produ it é  base dB viande)
2. idem (témoin)
3. acide sa lic y liq u e , sorbique et benzoïque (pdt. 

b base de viande)
4 . idem (témoin)
5. acide benzoïque (produit é  base de viande)
6. idem (témoin)
7. acide sa licy liq u e  (produ it h base de viande)
8. idem (témoin)

-i. S 3 Y  £~ é

F ig . 3. Chroraatogremrae avec tous le s  agents conserva-
teurs êluês avec le  mélange ôluant 1 d 'abord,
avec le  mélange éluant 2 ensuite
1. Acides sa lic y liq u e , sorbique et benzoïque 

(produit é  base de viande)
2. idem (témoin)
3. Esters («éthylique, éthylique, propylique de 

l ’ acide P HS, acides sa licy liq u e , sorbique 
et benzoïque (produ it é  base de viande)

4 . idem (témoin)
5. Esters raêthylique, éthylique et propylique 

de l ’ acide PHB (produ it b  base de viande)
6. idem (témoin)
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