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1 INTRODUCTION 

-$ développement, la crOIssance et l'entretien de l'organisme humain 

nécessitent une alimentation saine et riche en éléments nutritifs tels que les lipides, les 

glucides, les protides, les oligo-éléments et les vitamines. 

Ces éléments nutritifs présentent une très grande importance dans l'alimentation 

du nourrisson et de l'enfant qui sont des stades de croissance rapide de J'homme. 

Cette alimentation, surtout au cours du sevrage des nourrissons est constituée le 

plus souvent par des céréales qui font partie des principaux aliments de base de la 

population ivoirienne. 

La vitamine B2 comme toutes les vitamines est un nutriment que l'organisme est 

incapable d'élaborer lui - même, et qui à des doses infinitésimales participent pour la 

plupart aux réactions de synthèse et de dégradation de différents substrats 

indispensables au développement, à l'entretien et au fonctionnement de l'organisme. 

Une bonne maîtrise de l'apport nutritionnel des vitamines et en particulier de la 

vitamine B2, nécessite à l'origine une connaissance de leur teneur dans les principaux 

aliments; d'où la nécessité de mettre au point des méthodes d'analyse précises 

permettant de les identifier et de les doser. 

-------------------------------------------------------------------------------



2 INTRODUCTION 

Notre étude a donc pour objectif: 

~ De mettre au point une méthode d'analyse performante de la vitamine B2, adaptée 

au contrôle de routine ~ 

~ D'appliquer cette méthode au dosage de la vitamine B2 dans les farines à base de 

céréales destinées à l'alimentation des nourrissons. 

Le travail qui sera donc réalisé s'articulera autour de deux parties : 

.:. Une première pal tie sur l'étude bibliographie de la vitamine B2, et de ses 

méthodes d'analyse dans les aliments, 

.:. Une deuxième partie sur notre étude expérimentale, traitant de la méthode 

d'analyse de la vitamine B2 (sa mise au point, sa validation, et son application au dosage 

dans les farines à base de céréales ), des résultats et de la discussion. 

-------------------------------------------------------------------------------
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1-1. GENERALITES SUR LES VITAMINES 

1-1-1. DEFINITION DE LA VITAMINE 

Le nom de vitamine a été donné par le Polonais CASIMIR FUNK en 1911 à une 

substance cristalline azotée hydrosoluble qu'il isola en 1910 de la cuticule de riz et qui 

a\'ait la propriété de prévenir et de guérir rapidement le "béribéri" expérimental (21,26). 

Le nom de vitamine fut étendu après à l'ensemble des substances nutritives 

indispensables, dont l'organisme ne peut faire la synthèse et qu'il doit donc recevoir par 

l'alimentation (26). 

RANDOIN et SIMONET ont défini les vitamines comme des principes que 

l'organisme animal est incapable d'élaborer lui-même et qui à des doses infinitésimales 

(de l'ordre du millième voire du dix millionième du poids de la ration quotidienne) sont 

indispensables au développement, à l'entretien, au fonctionnement des organes et dont 

l'absence dans l'alimentation détermine des troubles et des lésions caractéristiques 

(maladie par carence) (22). 
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1-1-2. CLASSmCATION DES VITAMINES 

Les vitamines sont classiquement reparties en deux groupes selon 1{;1Jf 

solubilité (21, 26) : 

.:. les vitamines liposolubles: 

e vitamine A ou vitamine antixérophtalmique 

• vitamine D ou vitamine antirachitique 

• vitamine E ou vitamine de la fertilité 

• vitamine K ou vitamine antihémorragique . 

• :. les vitamines hydrosolubles : 

• vitamine C ou vitamine antiscorbutique 

• vitamines du groupe B 

1-1-3. VITAMINES DU GROUPE B 

Le groupe B considéré à l'origine comme étant constitué d'une seule vitamine a 

été peu à peu divisé à partir des années 1920 en facteurs de plus en plus nombreux .. 

Les deux premiers facteurs furent les facteurs B} et B2, mais on a constaté que ce 

dernier constituait aussi un groupe de vitamines dès qu'on parvient à isoler 

la riboflavine (vitamine B2) (21). 
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Ainsi près de 15 facteurs faisant partie du groupe B ont été définis mais certains 

d'entre eux (B4 ou adénine, B7 ou choline, BiO ou acide para-aminobenzoique) ne font 

plus partie du fait que leur caractère vitaminique n'a pas été confinné chez l'homme. 

Cependant ceux dont le rôle avait été pressenti (BII ou carnitine, Bl3 ou acide 

orotique, B14 ou xanthoptérine, Bts ou acide pangamique) sont en cours d'étude (21). 

Des progrès continuent d'être réalisés dans l'évaluation des signes cliniques des 

carences isolées spécifiques à chaque vitamine, mais il existe toutefois une similitude 

dans les manifestations cliniques des carences des différentes vitamines du 

groupe B (21). 

Dans la nature, les vitamines du groupe B sont retrouvées dans les aliments 

d'origine végétale (la cuticule des céréales, la levure de bière, les légumineuses et les 

légumes) et dans les aliments d'origine animale (lait, viande, foie, cervelle, 

jaune d'œuf) (21). 

Les vitamines du groupe B représentent pour la plupart des coenzymes et des 

catalyseurs de nombreux systèmes enzymatiques. 

Elles participent à de multiples réactions enzymatiques de dégradation ou de 

synthèse ( Figure 1 ) par l'intermédiaire desquelles les hydrates de carbone, les 

lipides, les protides et tous les éléments nutritifs absorbés provenant de l'alimentation 

vont être transformés pour fournir l'énergie indispensable au travail cellulaire, et 

constituer éventuellement des réserves énergétiques pour l'organisme (21). 

-------------------------------------------------------------------------------
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Le groupe vitaminique B est constitué de la: 

• vitamine Blou thiamine ou aneurine: vitamine antibéribérique ou 

antinèvritique 

• vitamine B2 ou riboflavine 

• vitamine B3 (vitamine PP): vitamine anti-pellagreuse 

• vitamine Bs ou acide pantothénique 

• vitamine B6 ou pryridoxine 

• vitamine Bs ou biotine ou vitamine anti-séborrhéïque 

• vitamine B9 ou acide folique 

• vitamine BI2 ou cobalamine. 

------------------------------------------------------------
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lipides 

lJrée RO • 

Figure 1 : Principales fonctions des vitamines du groupe B au niveau du métabolisme cellulaire ( 21 ) 
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1-2. LA VITAMINE lb 

1-2-1. HISTORIQUE 

Au départ la vitamine B2, ou Riboflavine, ou Lactoflavine avait été confondue 

avec les autres vitamines du groupe B; elle en fut progressivement séparée grâce à de 

nombreux travaux entrepris dans le domaine de l'expérimentation animale (11). 

Dès 1920, EMMET avait constaté qu'après destruction du facteur anti~névritique 

par la chaleur, il persistait dans les extraits de levure un tacteur de croissance 

thermostable dont on montra un peu plus tard l'identité avec un pigment jaune isolé du 

lait par ZL YTH dès 1879; d'où le nom de lactoflavine (21, 16). 

En 1938, SEBRELL et SYDENSTRICKER rapportèrent les premières 

observations d'ariboflavinose (11,16). 

1-2-2. STRUCTURE CHIMIQUE 

La vitamine B2 résulte de la combinaison d'une flavine, un corps hétéro-cyclique 

azoté à trois noyaux hexagonaux ( l'iso-alloxazine ), avec un sucre à 5 carbones 

(le ribose) d'où le nom de riboflavine (21,16) . 

• :. Formule brute 

Riboflavine: C17H200~4 

Poids moléculaire (PM): 376 

-------------------------------------------------------------------------------
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.:. Formule développée (figure 2) 

fH iH rH 
H 3 

T~--CH-CH-CH--CHPH 

l ~ 

o 

Figure 2 : Vitamine B2 ou Ribotlavine : dimethyl -6, 7 (d- ribithyl )-9 lsoalloxasine ( 26 ) 

La vitamine B2 est le précurseur de 2 coenzymes (Flavine Adénine Dinucléotide: 

F AD et Flavine ~ 4'ononucléotide: FMN) qui jouent un rôle majeur dans de nombreuses 

réactions d'oxydo-réduction de l'organisme, impliquées dans le métabolisme 

intermédiaire (26). 

Le FMN est formé à partir de la riboflavine par l'addition en position 5' d'un 

groupement phosphate provenant de l'Adénosine Triphosphate (ATP), et le FAD à par6r 

du FMN par combinaison à une molécule d'AMP, elle même issue d'une deuxième 

molécule d'ATP. 

-------------------------------------------------------------------------------
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1-2-3. PROPRIETES PHYSICO - CHIMIQUES 

La riboflavine est une substance cristalline qui se présente sous forme de fines 

aiguilles de couleur jaune orange. Elle est stable à la chaleur et ne s'oxyde pas à l'air 

atmosphérique (1; li; 16). 

La riboflavine est modérément soluble dans l'eau, à l'inverse de ses deux formes 

nucléotidiques F AD et FMN. Elle est moins soluble dans l'alcool et insoluble dans 

l'éther, le chloroforme et les solvants organiques (16). 

La ribofla~..ne est stable en solution acide, mais très instable en solution alcaline 

et surtout quand elle est exposée~ même quelques minutes~ à la lumière ultraviolette qui 

entraîne sa décomposition irréversible en son antagoniste la lumiflavine (1; li; 16). 

1-2-4. SOURCES NATURELLES ET BESIONS NUTRITIONNELS 

1-2-3-1. Sources naturelles 

La vitamine B2 est l'une des vitamines les plus répandues dans la nature et la 

plupart des plantes et des cellules animales en contiennent (16). 

Dans le lait, au moins 80% de la riboflavine est sous forme libre, mais dans la 

plupart des autres sources alimentaires, elle est conjuguée aux protéines (16). 

Sous sa forme estérifiée, on la trouve dans les enveloppes des "graines et les 

germes des céréales, dans les légumes, et dans les muscles des animaux (surtout le rein 

et le foie), dans les poissons ainsi que dans le lait et les oeufs. 
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La nboflavine est relativement thermostable. La pasteurisation et les cuissons 

ménagères habituelles n'en diminuent que fort peu la teneur. Par contre elle est 

photo - sensible (2). 

Tableau 1: Sources naturelles de Riboflavine (10, 11,21) 

--------------------------------------------- ----------------------------------
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I-2-3-2. Besoins nutritionnels 

Les besoins quotidiens en riboflavine sont variables en fonction de l'âge, du poids 

corporel, de l'intensité du métabolisme, du niveau d'activité physique et de la 

composition de la ration alimentaire, en particulier de la richesse de celle-ci en 

protéines (2). 

Elle est de 0,3 mg!1000 Keal; cependant afin d'avoir une marge de sécurité, on 

recommande une dose légèrement supérieure : 0,5 mg! 1000 Kcal. 

Les besoins sont augmentés lors de la grossesse et la lactation. 

Tableau n : Besoins en riboflavine (en mglj) (21, 30 ) 

Nourrissons (6 à 12 mois).............. ......................................... 0,6 
Enfants de 1 à 3 3l1S •.... .•..•.•...... .............••..••..•.•....•......•.••..•. .•• 0,8 
Enfan.ts de 4 à 9 ans ......... . . ......................................... . . . . . . . . . . . . . 1 
Enfan.ts de 10 à 12 an.s .......................................................... , 1,4 
Adolescents, hommes adultes ... ............................................ 1,8 
Adolescents, femmes adultes ..................................................... 1,5 
Grossesse, allaitement ......................... . . .................... . . . . . . . . . . . .... 1,8 

Chez les nourrissons, les apports recommandés sont de 0.4 à 0.6mg!j 

Dans de nombreuses espèces animales, la riboflavine est synthétisée par les 

bactéries intestinales mais chez l'homme, l'entérosynthèse est insuffisante pour assurer 

les besoins (21). 

-------------------------------------------------------------------------------
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1-2-5. METABOLISME 

1-2-5-1. Absomtion 

L'absorption s'effectue à la partie haute du tractus gastro-intestinal selon un 

mécanisme encore mal connu chez 1'hC'mme (26). 

La phosphorylation de la riboflavine en FMN s'effectue dans la muqueuse 

intestinale mais on ignore si cette phosphorylation est réellement nécessaire à 

l'absorption elle-même. Les capacités intestinales d'absorption de la riboflavine et des 

dérivés ne sont pas illimitées (26). 

1-3-5-2. Transport plasmatique 

Après absorption, une fraction importante de riboflavine et surtout de FMN est 

liée aux proté~ .. ~es plasmatiques et principalement à l'albmnine pour être transportée 

jusqu'au foie par la veine porte (26). 

1-2-5-3. Diffusion 

Dans le sang et les tissus, on trouve 70 à 90 % de la riboflavine sous forme de 

FAD,5 à 30 % sous forme de FMN et seulement 0,5 à 2 % sous forme de riboflavine. 

On trouve la riboflavine dans le plasma et aussi dans les cellules sanguines 

( érythrocytes , leucocytes), mais les concentrations sont plus élevées dans le foie, le 

syncitium cardiaque, les muscles striés et dans le cristallin (26). 
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I-3-5-4. Excrétion 

Chez l'homme, l'excrétion de riboflavine se fait à la fois dans les urines et dans les 

selles, principalement sous forme libre. 

L'apport protéique influence l'excrétion qUi apparaît d'autant plus faible que 

l'apport protéique est plus élevé. 

La riboflavine est sécrétée par la glande mammaire et se retrouve dans le lait 

maternel (26). 

1-2-6 ROLE PHYSIOLOGIQUE 

Dans l'organisme, le FMN et le F AD issues de la vitamine B2 sont les 

groupements prosthétiques de nombreuses enzymes. 

Sous le nOitl de flavoprotéine (FP), ces enzymes jouent un rôle important dans la 

synthèse et la dégradation des différents substrats et notamment dans les réactions 

enzymatiques qui produisent l'énergie nécessaire aux besoins cellulaires (21). 

1-2-6-1. Rôle de la vitamine B~dans la chaîne respiratoire 

La chaîne respiratoire ou chaîne des transporteurs d'hydrogène ou d'électrons 

aboutit à la formation d'une molécule d'eau avec production d'énergie stockée sous la 

forme de molécules d'ATP (21). 

-------------------------------------------------------------------------------
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Les flavoprotéines forment le chaînon èntre les dipyridine-nucléotides (NAD) et 

les cytochromes, le transfert à ces derniers se faisant sans doute par l'intermédiaire de 

l'ubiquinone. 

La première réaction à laquelle participent les flavoprotéines est l'oxydation du 

NAD réduit, soit: 

NADH + W + FP ---------> NAD+ + FPHl 

La flavoprotéine joue ainsi le rôle d1une NAD déshydrogénase dont le 

groupement prosthétique est ia riboflavine sous forme de FMN ou sous forme de F AD. 

La vitamine B2 est également le groupement prosthétique d'une succinyl

déshydrogénase qui catalise l'oxydation de l'acide succinique en acide fumarique avec 

pp à F AD selon la formule: 

Acide succinique + FP --~----------> Acide fumarique + FPH2 

C'est un des temps essentiels du cycle de Krebs (21). 

1-2-6-2. Autres propriétés enzymatiques de la vitamine B2 

/-2-6-2-1 Métabolisme des acides gras 

L'oxydation des acides gras, mis en circulation dans l'organisme après hydrolyse 

des graisses, débute par le rattachement de leur radical acide à l'atome de soufre du 

co-enzyme A pour former ainsi un acyl-coenzyme A qui représente la forme "active" 

des acides gras (21). 

-------------------------------------------------------------------------------
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Sous forme de F AD, les flavoprotéines contiennent ie groupement prosthétique 

des acyl-coenzyme A déshydrogénases. L'action de ces enzymes est à l'origine d'une 

série de réactions enzymatiques qui se terminent par la bêta-oxydation des acides gras. 

Sous forme de FMN, la vitamine B2 est un groupement prosthétique d'une 

déhydro-acyl réductase, et elle participe par ce biais à la synthèse des acides gras à 

longue chaîne à partir de l'acide acétique. 

Cette participation de la vitamine B2 au métabolisme des acides gras explique 

l'augmentation des besoins en vitamine B2 lorsque le régime alimentaire est riche en 

matières grasses. 

1-2-6-2-2 Métabolisme des purines 

Par l'intecmédiaire de la xanthine-oxydase dont elle est également le groupement 

prosthétique, la FAD participe à l'oxydation de l'hypoxanthine en xanthine puis en acide 

urique qui est chez l'homme le produit fmal du métabolisme des purines (21). 

1-2-6-2-3 Métabolisme des acides aminés 

Les acides aminés subsissent une dégradation en deux temps dont le premier 

consiste à les transformer en corps oxydables participant aux différentes réactions du 

cycle tricarboxylique de Krebs (21). 

La désamination oxydative permet de débarasser les acides aminés de leur 

groupement amine. L'acide aminé est d'abord déshydrogèné par l'intermédiaire d'un 

accepteur d'hydrogène (une flavoprotéine) ayant la vitamine B2 comme groupement 

prosthétique. 

-------------------------------------------------------------------------------
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Ainsi transformé, l'acide aminé est hydrolysé en libérant l'ann.aoniac et un acide 

cétonique qui peut rejoindre le cycle tricarboxylique de Krebs. 

1-2-7. PAmOLOGIES LIEES A LA VITAMINE-% 

I-2-7-1. Carence en vitamine B2 

I-2-7-1-1 Causes de carence 

En dehors de circonstances particulières comme la famine, la ration alimentaire 

de l'adulte fournit habituellement la vitamine B2 en quantités suffisantes pour satisfaire 

les besoins des individus pré~entant une activité normale (21). 

Une carence peut toutefois se manifester chez certains sujets soumis à un régime 

déséquilibré CO&~lportant une forte teneur en hydrates de carbone, en lipides et une 

carence relative en protéines, et en cas d'alcoolisme chronique (21). 

Une carence d'apport peut également être observée chez les nourrissons nourris 

au lait artificiel pauvre en vitamine B2 (21,31). 

I-2-7-1-2 Symptômes de la carence 

Chez l'homme, les symptômes de la carence en vitamine B2 sont habituellement 

frustres, non spécifiques et intriqués le plus souvent à des signes d'autres déficits 

vitaminiques ou carence en protéines (21, 26). 

-------------------------------------------------------------------------------
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.:. Les lésions cutanéo-muqueuses sont classiques. Sur les lèvres, lisses, billantes 

et sèches de couleur anormalement rouge se forme des lésions suintantes et croûteuses 

(chéilite) tandis que les commissures présentent des fissures (perlèche). 

La stomatite se manifeste sous la forme d'une langue pourpre ou langue "rouge 

magentall avec atrophie lisse des papilles. On observe parfois également une 

hyperpigmentation au niveau du scrotum ou de la wlve . 

• :. Les lésions cutanées se présentent sous la forme d'une dermite 

séborrhéique de la face prédominant aux ailes du nez ou éventuellement sur les lobes 

des oreilles ou la queue des sourcils . 

• :. Les symptômes oculaires sont classiques. fis se manifestent par une 

photophobie ou un larmoiement mais surtout par une hypervascularisation de la 

conjonctive, qui envahit la cornée. On peut observer également des opacifications de la 

cornée. 

1-2-7-2. Hypervi~ose B2 

Il n'existe aucune manifestation d'hypervitaminose Bl aiguë ou chronique (21). 

1 .. 2-8. EXPLORATIONS FONCTIONNELLES DU STATUlVITAMINIOUE 

L'exploration fonctionnelle peut se faire par (26) : 

.:. le dosage plasmatique direct de la vitamine Bl libre par diverses méthodes 

fluorimétriques ou microbiologiques. Aussi le dosage érythrocytaire de la vitamine Bl 

elle-même ou de son cofacteur F AD; 

(. les dosages urinaires de base ou dans différentes conditions de surcharge; 

-------------------------------------------------------------------------------
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.:. la détermination de l'activité glutathion réductase é:rythrocytaire avec ou sans· 

stimulation par le FAD; 

.:. l'étude des acides organiques du plasma et des urines. 

On peut réaliser un test thérapeutique basé sur la disparition des symptômes 

cliniques et biologiques sous administration orale de 5 à 10 mg de vitamine B2. 

1-2-9. ASPECTS THERAPEUTIQUES 

1-2-9-1. Indications thérapeutigues 

La vitamine B2 est indiquée lorsqu'il existe des SIgnes de carence chez les 

malades soumis à un régime alimentaire déséquilibré, ayant été traités par 

antibiothérapie ou ayant subi une intervention chirurgicale type gastrectomie (21). 

Cependant la vitamine B2 présente encore d'autres indications intéressantes dont 

certains sont plus en rapport avec ses propriétés pharmacodynamiques qu'avec son 

action anticarentielle : 

.:. maladie du nourrisson et de l'enfant: augmentation insuffisante de poidss retard 

de croissance ; 

.:. maladies de la peau et des muqueuses : chéilite, perlèche, glossite, stomatite, 

séborrhée faciale, dermatite du scrotum, prurigo, acné rosacée; 

.:. affections oculaires : héméralopie, photophobie, kératite; 

.:. affection du tube digestif : stéatorhée, sprue, entérite chronique, maladie 

coeliaque; 

--._---------------------------------------------------------------------------
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.:. crampe musculaire de toute origine, migraine (21). 

I-2-9-2. Effets indésirables 

Il n'existe pas d'effets indésirables notables: coloration jaune des urines, douleur 

au point d'injection. 

TI n'existe pas de risques de surdosage (21, 26). 

I-2-9-3. Posologie 

La posologie moyenne de la vitamine B2 est de 20 à 40 mglj. Elle peut être 

administrée per os ou par voie parentérale. 

Lorsqu'il s'agit de trouble nutritionnel, il est préférable de l'associer aux autres 

vitamines du complexe B, vitamine BI et B6 en particulier la Béflavine* Roche (21, 26). 

-------------------------------------------------------------------------------



Produits animaux : 
- Abats (Foie, reins, 

cœur) 
-Œufs 
- Poissons 
-lait 
-Fromages 

Produits végétaux 
-Céréales 
-Légumes 

Sensible : 
-A la lumière 
- Aux rayonsU. V 
- Aux solutions 

alcalines 

Stable en 
présence: 

- de la chaleur 
- des oxydants 

Tableau m : Généralités sur la vitamine BlOU Riboflavine ( 30 ) 

mg de 
riboflavine 

pure 

- Essentielle au 
métabolisme de<; 
glucidei,lipides, 
protides (coenzyme 
de multiples 

réactions) 

- Action génémle sur 
les tissus et les organes 
maintien en bon état 
des muqueuses) 

- Favorise la 
croissance 

- Rôle dans les 
phénomènes de 

- Nourrissons (6 à 12 mois)O,6mg 

- Enfants de 1 à 3 ans : 0,8 mg 

• Enfants de4 à 9 ans. 1,4 mg 

- Enfants de 10 à 12 ans : 1,4 mg 

- Adolescents, hommes, lldultes: 1.810 
Il 

- Adolescents, femmes, adultes 1,5 mg 

- Grossesse, allaitement: 1,8 mg 

- Lésions de la peau et - Pas d'observation chez l'homme 
des muqueuses demanifestations 
(lèvres ,langue ... ) d'hypervitaminose 

- Symptômes oculaires - Très bonne tolérance 
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Les techniques générales de dosage des vitamines et en particulier de la vitamine 

B2 ou riboflavine peuvent être utilisées aussi bien pour les milieux biologiques, les 

produits pharmaceutiques et les tissus animaux ou végétaux. 

Les principes généraux d'analyse sont les mêmes, mais les méthodes d'extraction 

diffèrent en fonction du type de produits. 

11-1. METHODES D'EXTRACTION DE LA VITAMINE lb DES ALIMENTS 

La littérature indique de nombreuses procédures d'extraction des vitamines du 

groupe B (surtout BI, B2 ) de divers aliments. Le choix de la procédure d'extraction tient 

compte de la stabilité des vitamines (17, 29, 33 ). 

Parmi les différentes techniques d'extraction, celle utilisant une hydrolyse acide 

associée à une hydrolyse enzymatique avec des enzymes amylolytiques et 

phosphorolytiques et/ou enzymes protéolytiques est largement employée (17,27,29,33). 

L 'hydrolyse acide est généralement utilisée pour dénaturer les protéines et 

l'amidon présent dans l'aliment, désactiver les systèmes enzymatiques et stabiliser les 

vitamines libérées des sels stables et des systèmes enzymatiques (15; 34). 

L 'hydrolyse enzymatique avec des enzymes, telles que la clarase, la takadiastase, 

la papafne, la phosphatase, Pajanine, permet de détruire les molécules apparentées, dans 

le cas des vitamines B, la forme coenzyme et les esters (15, 16,33,34). 

-------------------------------------------------------------------------------



ETIIDE BmLIOGRAPmQUE 23 METIfODES D'ANALYSE DE LA VITAMINE Bl 

Pour améliorer l'efficacité de l'extraction de la vitamine B2, de nombreux auteurs 

associent à l'hydrolyse acide et enzymatique une purification de l'extrait par une 

déprotéinisation avec l'acide trichloroacétique (1, 8,12,16). 

11-2. METHODES DE DOSAGE DE LA VITAMINE lb DANS LES ALIMENTS 

Plusieurs méthodes ont été proposées pour le dosage des vitamines du groupe B 

dans les aliments, 

Il s'agit le plus souvent de méthodes spectrocolorimétriques, spectro

fluorimétriques, chromatographiques et microbiologiques (17,20,33). 

Mais on note aussi des méthodes polarographiques (20), électrophoretiques 

(18;20), gravimétriques et radiométriques (15). 

Les méthodes spectrocolorimétriques et spectro-fluorimétriques les plus souvent 

utilisées donnent à l'heure actuelle des résultats moins fiables et conviennent mieux 

pour le dosage dans les milieux biologiques (33). 

Les méthodes microbiologiques et chromatographiques sont les plus utilisées et à 

l'heure actuelle les méthodes chromatographiques, en particulier la chromatographie 

liquide haute performance devient une méthode de choix pour le dosage des 

vitamines (33). 

-------------------------------------------------------------------------------
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11-2-1. METIIODES SPECTROPHOTOMETRIOUES DANS L'ULTRAVIOLET - VISIBLE 

La spectrophotométrie dans l'ultraviolet - visible s'applique au produit 

renfermant des groupements chromophores (C=C, C=O, N=O, N=C, noyau aromatique 

et noyau hétérocyclique). 

La vitamine B2 qui renferme dans sa formule développée (figure 2 ) des 

groupements chromophores possède en solution acide chlorhydrique des maxima 

d'absorption dans l'ultraviolet - visible à 266nm, 375nm et 440nm (23). 

11-2-2. METIIODES FLUORIMETRIOUES 

La méthode fluorimétrique est basée sur la transformation de la vitamine H2 en un 

composé fluorescent en présence d'un mélange de pyridine, acide acétique, eau distillée 

v/v/v (l0 : 1 : 40). 

On mesure la fluorescence avec un filtre primaire à 400-420nm et un filtre 

secondaire à 550-570nm (33). 

11-2-3 METIIODES MICROBIOLOGIQUES 

Les méthodes microbiologiques de dosage des vitamines repose sur le fait que 

certains micro-organismes exigeants comme les Lactobacillus, sont incapables de 

synthétiser certaines substances "facteurs de croissance" comme la plus part des 

vitamines (23). 

-------------------------------------------------------------------------------
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Le dosage microbiologique est basé sur la mesure du développement dans un 

milieu de culture donné, des micro-organismes exigeants au facteur de croissance 

vitaminique. 

La mesure du développement microbien en relation étroite et directe avec la 

quantité de vitamine présente dans le milieu de culture est faite par acidimétrie (23). 

11-2-4. CHROMATOGRAPmE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE (C.L.H.P.) 

Les techniques chromatographiques dont l'origine remonte à 1903 à la suite des 

travaux du Botaniste russe TSWETT sont universellement employées au laboratoire et 

dans l'industrie, aussi bien pour l'analyse proprement dite que pour la préparation et la 

purification de constituants. 

Les progrès récents ne portant que sur une amélioration de la rapidité et la 

spécificité des l~chniques ont abouti à la mise au point de la chromatographie liquide 

haute performance (CLHP) (23). 

II-2-4-1. Principe 

La chromatographie est une méthode d'analyse immédiate qui permet la 

séparation des constituants d'un mélange par leur migration différentielle sous 

l'influence du déplacement d'un fluide (phase mobile) sur un milieux poreux doué de 

propriétés d'adsorption, de partage, d'affinité, de filtration ou d'échange (phase 

stationnaire). 

-------------------------------------------------------------------------------
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La Chromatographie Liquide Haute Peiformance ( CLHP) est une technique de 

Chromatographie Liquide sur colonne utilisant des phases stationnaires de fine 

granulométrie ( améliorant la résolution ) et des pompes capables de distribuer la phase 

mobile sous pression élevée sur la colonne ( augmentant les vitesses d'élution et 

réduisant les temps d'analyse) (24, 32). 

II-24-2.Grandeurs fondamentales et données théoriques 

Une bonne qualité de l'analyse chromatographique est obtenue si (23): 

.:. Les constituants à séparer ont des affinités différentes pour la phase stationnaire ; 

.:. Les pics d'élution sont bien séparés, symétriques et gaussiens ; 

.:. L'analyse est rapide. 

II-24-2-1. Coefficient de distribution entre deux phases 

Dans toute méthode chromatographique, les séparations sont fondées sur la 

différence de distribution des espèces entre deux phases non miscibles (phase 

stationnaire et phase mobile). 

Pour un système chromatographique donné, on caractérise la distribution de 

chaque soluté par le coefficient de distribution (ou coefficient de partage) (K) définie 

par la relation (23, 24,32) : 

Cs 

K = -----------

CM 

_ Cs et CM désignent respectivement les concentrations du soluté à l'équilibre dans les phases 

stationnaire et mobile. 

-------------------------------------------------------------------------------
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II-2-4-2-2.Grandeur de rétention et d'affinité du soluté pour la phase 

stationnaire (23, 24, 32 ) 

r Ou Vm 

\ / 
\ / 

~ d Ou tr ou Vr 
----~ 

/:\ 

1. 

H: 

Ligne de base: 

~ 
w )-

OU 

Figure 3: Chromatogramme Illustrant les définitions ( 24 ) 

d :distance entre le début de la chromatographie et le maximum du pic. 

8: largeur du pic à mi-hauteur 

H: hauteur du pic. 

Tr : Temps de rétention 

1'0: Temps d'élution de la phase mobile contenu dans la colonne (volume mort) 

Vm : Volume de la phase mobile contenu dans la colonne 

Vr: Volume de rétention 

co : largeur de pic à la base ; 

d 
t 

cm 
mn 

------- ------------------------------------------------------------
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- Le temps de rétention (tw est le temps d'élution au sommet du pic mesuré 

depuis l'injection de l'échantillon; 

- Le volume de rétention (vRJ est le volume de phase mobile nécessaire pour éluer 

le soluté de la colonne. 

- Le temps (to) correspond au temps d'élution du volume de la phase mobile (VM) 

contenu dans la colonne entre celle-ci et le détecteur (volume mort) 

- Le facteur de capacité (K J caractérise la rétention d'une substance est défini par 

le rapport des quantités de soluté dans les phases stationnaire et mobile: 

Cs. Vs Vs 

K' = ----------- ::-::: K ---------

CM.VM VM 

- Cs. CM: concentration du soluté dans les phases stationnaire et mobile 

- Vs, VM : volume des phases stationnaire et mobile 

- K : coefficient de partage. 

Le facteur de capacité (K') peut être relié au temps de rétention (tR) par la 

relation: 

C ta=lo( l+K')= 

tR - to 

K' = ------------

-------------------------------------------------------------------------------
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Le temps de rétention et le volume de rétention' sont des grandeurs 

caractéristiques d'un soluté pour un système chromatographique donné et servent 

comme moyen d'identification en analyse qualitative. 

Aussi la durée d'une analyse peut être modifiée en intervenant sur les paramètres 

que sont la longueur de la colonne, le débit de la phase mobile et le facteur de capacité 

par le choix des différentes phases. 

Une meilleure rétention des solutés est obtenue en chromatographie liquide 

pour le facteur de capacité (K') compris entre 2 et 5 (23, 24, 32). 

ll-2-4-2-3.Grandeurs de séparation 

.:. Sélectivité d'une colonne (23, 24, 32 

Le facteur de sélectivité (a) caractérise la distance séparant les sommets de deux 

pics successifs et il est défini par la relation: 

Cl = --------- = ----------

- tRi tR du composé le moins retenu 

- tR) = tR du composé le plus retenu 

Pour avoir une séparation il faut a > 1. 

-------------------------------------------------------------------------------
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.:. Efficacité d'une colonne (13, 14, 31 

L'efficacité d'une colonne dépend de l'élargissement des pics chromatographiques 

obtenus. 

Par analogie aux phénomènes de distillation' ou d'extraction, on expnme 

l'efficacité d'une colonne par son nombre de plateaux théoriques (N) calculé par la 

relation: 

N = 16 ( d / w y = 5,54 ( d / Ô )2 

Ayant calculé (N) et connaissant d'autre part la longueur (L) de la colonne, on 

déduit la hauteur équivalente à un plateau théorique (H.E.P. T): 

L 

HE PT = ------- = h 

N 

Une colonne est d'autant plus efficace que le nombre de plateaux est plus grand et 

que, par conséquent, la HEPT est plus faible. 

-------------------------------------------- ----------------------------------
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ll-2-4-2-4. Grandeurs de résolution 

La résolution (Rs) est le facteur qui indique le degré de séparation entre deux pics 

chromatographiques voisins (23, 24, 32). 

Le degré de résolution (Rs) dépend de deux grandeurs : 

- la distance séparant les sommets des deux pics; 

-la largeur de chacun des pics. 

Rs è l, les pics sont séparés 

Rs < 1 les pics se chevauchent 

On démontre que: 

N]: composé le plus retenu 

R~ = 2--------------

La résolution apparaît donc influencée par a (sélectivité), par KIl et K'2 (facteurs 

de capacité) et par N (nombre de plateaux théoriques). 
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TI -2-4-3. Appareillage 

La figure 4 représente le schéma du principe d'un chromatographe liquide haute 

perfonnance. TI comprend essentiellement (24) : 

» un ou plusieurs réseIVoirs de phase mobile; 

» un système de pompe; 

» un système d'introduction des échantillons (système d'injection); 

» un système de détection et d'enregistrement. 

Pompe 

Réservoir de phase mobile 

Eluat 

Système 
d'injection 

Colonne 

Intégrateur - Enregistreur 

Figure.4: Schéma d'un chromatographe liquide haute performance (24) 

-----------------------------------------------------------------------------
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La vitamine B2 est séparée sur colonne type NH2 et surtout de type 

hydrocarbonné (C3) Cs, C1S ) avec un mélange méthanol - eau ou acétonitrile-eau 

comme phase mobile. 

La détection est réalisée soit par fluorimétrie, soit par spectrophotométrie dans 

l'ultraviolet - visible (17; 23, 27, 33). 

La détection fluorimétrique présente plus d'avantage sur le plan de la sensibilité 

et de la spécificité par rapport à la détection spectrophotométrique (17,43). 

-------------------------------------------------------------------------------
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-t' 'étude expérimentale effectuée au département de chimie Analytique-

BTomatologie de l'U.F.R. des sciences Pharmaceutiques et biologiques est réalisée en 

deux phases : 

- La mise au point et la validation de la méthode de dosage de la Vitamine B2 ; 

- L'application au dosage dans les farines à base de céréales. 

La méthode de dosage utilisée est la Chromatographie Liquide Haute Performance 

(CLHP ), méthode de choix de dosage des Vitamines connue pour sa grande spécificité, 

sensibilité et rapidité d'analyse. 

-------------------------------------------------------------------------------
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1-1 MATERIEL 

1-1-1 ECHANTILLONNAGE 

Notre étude a été appliquée à deux catégories de farine à base de céréales 

destinées à l'alimentation des nourrissons : 

.:. La première catégorie comprend trois (3) farines industrielles vendues en 

Officine de pharmacie et dont les teneurs en Vitamine B2 sont indiquées par le fabriquant 

sur le conditionnement : 

• A - Farine de ceréales lactée biscuitée pour nourrissons dès 4 mois dosée 

à 800flg de Vitamine B2 pour 100 g de Farine. 

• B - Farine 7 céréales pour nourrissons dès 4 m01S dosée à 600flg de 

Vitamine B2 pour 100 g de farine. 

• C - Farine de maïs au SOJA pour noumssons dès 4 mois dosée à 300J.lg de 

Vitamine B2 pour 100 g de farine . 

• :. La deuxième catégorie est constituée par la farine 1) ou farine "5 céréales" 

préparée par le service de Diététique Préventive de l'Institut National de Santé Publique 

(INSP) d'Abidjan et proposée dans le cadre de la réhabilitation nutritionnelle des 

nOUfllssons : 

• Composition Maïs blanc .............. 1 kg 

Maïs jaune ............ .1 kg 

MiI ........................ 1 kg 

Riz local ................. 1 kg 

Arachide .................. 0.5 kg 

---------------------------------------------------------
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• Préparation 

Les céréales et l'arachide sont dorées isolement en les faisant griller à feu doux et 

en évitant de les brûler. Elles sont ensuite broyées jusqu'à l'obtention d'une farine. 

Les différentes farines obtenues sont séchées, puis mélangées jusqu'à l'obtention 

d'une farine homogène. 

La farine commerciale A a été choisie pour les différents essais de mise au point de 

la méthode d'analyse de la vitamine D2. 

1-1-2 VERRERIE ET ACCESSOIRES 

• Eprouvette graduée ( 20 ml ) 

• Erlenmeyer en Pyrex (125 ml ) 

• Fioles jaugées (10 ml, 20 ml, 100 ml, 500 ml, 1000 ml) 

• Papier aluminium 

• Papier Filtre (WHATMAN n040 0 125 ml ) 

• Pipettes graduées ( 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml) 

• Tubes à hémolyse 

-------------------------------------------------------------------------------
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1-1-3 REACTIFS 

Tous les réactifs utilisés sont de qualité analytique 

• Acétate de sodium ( PROLABO) 

• Acide acétique 99%-100% (pROLABO) 

• Acide chlorhydrique 35% ( PROLABO) 

• Acide trichloroacétique (PROLABO) 

• a-Amylase: Takadiastase (SIG!viA A6211) 

• Carbonate d' ,r'\monium pur ~ )2C03 (MERK) 

• Chlorure de potassium KCL (RIEDEL - DE HAËN) 

• Méthanol pour CLHP (pROLABO) 

• Riboflavine (SIGMA R4500 ) 

1-1-4 PREPARATION DES SOLUTIONS 

• Acétate de sodium 2N : Dissoudre dans une fiole jaugée de 1000ml, 272g 

d'acétate de sodium par de l'eau d~sti1lée. 

• Acide chlorhydrique 0, lN : Diluer dans une fiole jaugée de 1000ml, 8.83ml 

d'acide chlorhydrique 35% par de l'eau distillée. 

• Acide trichloroacétique 50% ( rn/v): Dissoudre dans une fiole jaugée de 100ml, 

50mg d'acide trichloroacétique par de l'eau distillée 

~ -~.t'NM-,u,~_~,·talV1lfF. ~ 
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• a-Amylase 6% ( rn/v ) : Préparation extemporanée de la quantité suffisante pour 

l'analyse à raison de 0,06mg pour 1 ml d'eau distillée. 

• Carbonate d'ammonium 1% (rn/v) : Dissoudre dans une fiole jaugée de 1000ml, 

10mg de carbonate d'ammonium par de l'eau distillée. 

• Chlorure de potassium 1 % ( rn/v): Dissoudre dans une fiole jaugée de 1000ml, 

10mg de chlorure de potassium par de l'eau distillée. 

• Dihydrogénophosphate de potassium 1% (rn/v): Dissoudre dans une fiole jaugée 

de 1000ml, 10mg de dihydrogénophosphate de potassium par de l'eau distillée. 

• Solutions de référence 

• Solution mère de Riboflavine (lOOllglml ): Dans une fiole jaugée de IOOml 

suspendre IOmg de Riboflavine dans 60ml d'acide chlorhydrique O,IN; chauffer sous 

agitation permanpute au Bain-Marie 100°c jusqu'à dissolution totale ~ Refroidir et 

compléter à 100ml par l'acide chlorhydrique O,IN. Conserver dans un flacon teinté au 

réfrigérateur (+4 OC). 

• Solution standard de Riboflavine (l Ilglml) : Diluer au lllooème la solution 

mère dans de l'acide chlorhydrique O,IN 

1-2-5 APPAREILLAGE 

• Bain Marie thermostaté (47 + 2°C) (EMMERT) 

• Bain Marie thermostaté (95 + 5°C) ( EMMERT ) 

• Balance ( Précisa 808 M SCS) 

• Balance de Précision ( SARTORIUS RANDY H51-FI ) 

-------------------------------------------------------------------------------
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• Chromatograph~ liquide haute perfonnance : 

• Réservoir de phase mobile (vase clos en matière plastique de 2 litres) 

résetvoir unique pour un régime isocratique 

• Pompe (pERKlN ELMER *série200LC pump) 

• Système d'injection: Système à boucle de 20 ",1. avec une Microseringue 

en verre (25 ",1 ) 

• Précolonne (HS-3 Silica ) 

• Colonne de phase inverse Zorbax ODS (OctoDodecylSylane )5",m IOOA 

( 150 x 4.6 mm i. d. ) 

• Détecteur UV-Visible ( Applied Biosystems 785 A ) 

• Intégrateur ( HEWLETT PACKARD HP 3395). 

• Dispositif de Filtration type BÜCHNER 

• Support à filtre 

• Fiole à vide 

• Etuve ( EMMERT ) 

• Micropipettes (P200, PIOOO ; GILSON) 

• pHmètre électronique ( WP A CD7000) 

• Spectrophotomètre UV-visible (SPECTRONIC GENE SIS 5 SPECTROPHOTOMETER). 

-------------------------------------------------------------------------------
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1-2 METHODE 

Le travail que nous avons réalisé comporte deux principales étapes : 

.:. La mise au point de la méthode d'analyse; 

.:. Et la validation des résultats de cette méthode d'analyse. 

1-2-1 MISE AU POINT DE LA METHODE D'ANALYSE 

La mise au point de la méthode d'analyse comporte deux phases : 

.:. L'extraction; 

.:. Le dosage chromatogtaphique. 

1-2-1-1 Méthode d'extraction 

La mise au point de la méthode d'extraction a consisté au choix d'une procédure 

garantissant la stabilité de la vitamine B2 extraite avec un bon pourcentage de rendement. 

La procédure d'extraction proposée est basée sur celles utilisées par ANG C. Y. et 

Coll, en 1980 (1) et HAGG M, en 1994 (16)qui ont réalisé une extraction simultanée avec 

d'autres vitamines du groupe B, surtout la vitamine BI, en trois phases: 

• Hydrolyse acide 

• Hydrolyse enzymatique 

• Purification. 

L'hydrolyse acide a été réalisée à l'étuve plutôt qu'à l'autoclave et l'hydrolyse 

enzymatique avec une solution acqueuse d'o.-amylase de type Takadiastase. 

-------------------------------------------------------------------------------
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Dans un souci de travailler sur des volumes réduits et aussi d'économiser les 

réactifs, nous avons réduit dans la même proportion (1/5ème ) les quantités de 

l'échantillon et des réactifs. 

I-2-1-2 Méthode de dosage chromatographique 

La mise au point de la méthode de dosage chromatographique de la vitamine B2 a 

été réalisée en deux phases : 

.:. Le choix de la composition et du débit de la phase mobile pour obtenir une bonne 

rétention et séparation du pic chromatographique de la vitamine B2 ; 

.:. Le choix d'une longueur d'onde de détection par spectrophotométrie dans 

l'ultraviolet - visible. 

1-2-1-2-1 Choix de la composition et du débit de la phase mobile 

Le choix de la composition et du débit de la phase mobile a été réalisé en 

s'inspirant de celles utilisées par TOMA R. B. et Coll (38) et WIMALAZIRI P. et 

Coll (43). 

Ds ont utilisé un mélange de méthanol - eau avec ou non de l'acide acétique et en y 

additionnant des acides sulforuques (contres ions organiques pOUf, chromatographie 

par paire d'ions ). 

Nous avons proposé une phase mobile plus simple en substituant l'addition des 

acides sulfoniques par des sels ( le chlorure de potassium ou le carbonate d'ammonium ). 

------------------------------------------------------------~------------------
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Cette substitution a été proposée au w des travaux de WILLS R. B. H. 

et Coll (41) qui ont étudié: 

- La résolution des vitamines du groupe B sur deux types de phases stationnaires 

(hydrocarboné Cl8 et NH2) ; 

- La rétention et la séparation de ces vitamines par variation de la proportion du 

mélange méthanol - eau et en y additionnant ou non de l'acide acétique, des sels ou des 

contres ions organiques pour chromatographie paire d'ions . 

Les différents essais ont été réalisés de la manière suivante : 

.:. Apprécier l'importance des contres ions par leur suppression des phases mobiles; 

.:. Substituer les contres ions par les sels; 

.:. Evaluer la séparation du pic chromatogaphique de la vitamine B2 aux faibles 

concentrations ; 

.:. Ajustei par l'acide acétique le pH à 5.7 ( pH pour une meilleure séparation des 

vitamines du groupe B ) (41). 

L'appréciation de la rétention de la vitamine B2 a été réalisée par le calcul du 

facteur de capacité K' (grandeur caractérisant la rétention d'un soluté ) à partir du 

chromatogramme de la solution standard à 1 flg/ml; Les meilleures valeurs étant 

comprises entre 2 et 5. 

La séparation du pic chromatogaphique a été évaluée par l'analyse du 

chromatogramme d'un extrait de farine A additionné de 20flg de vitamine B2 pour 

l'identification du pic chromatogaphique. 

Pour les différents essais le débit de la pha3ti mobile a été fixé à 1 ml/mn et la 

longueur d'onde de détection dans l'ultraviolet à 254mn. 

----------------------------------
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~ Essais des phases mobiles proposées par TOMA R. B. et Coll, et. 

WlMALAZIRI P. et Coll avec Suppression des contres ions organiques 

L'observation des chromatogrammes figure 5 (a) et (b) (page 44 ) montre une 

mauvaise ligne de base en l'absence d'acide acétique. 

Le facteur de capacité (K') égale à 0.6 avec l'addition d'acide acétique indique 

une faible rétention de la vitamine B2. 

------------------------------ ------------------------------------
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(a) K' 2.8 (b) K' 0.6 
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Figure 5 (a) et (b) : 

(a) : Chromatogramme de la solution standard ( Iflg/ml) correspondant à la phase mobile nO l : 

(40%) 

(60 %) 

(b) : Chromatogramme de la solution standard ( 1 flg/ml ) correspondant à la phase mobile n02 : 

- Méthanol (39% ) 

- Acide acétique ( 1 % ) 

- H20 (60 %) 
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)io> Essais de phases mobiles avec substitution de l'addition des contres ions par 

des sels 

Les deuxièmes essais ont été réalisés en remplaçant l'eau distillée par une solution 

acqueuse à 1 % de sel ( chlorure de potassium ou carbonate de d'ammonium ) 

La proportion de méthanol a été réduite à 30% et 25% pour augmenter le temps de 

rétention de la vitamine B2, par l'augmentation de la polarité de la phase mobile. 

L'analyse des chromatograrumes (figures 6, 7, 8, 9 ; pages 46 et 47 ) ainsi obtenus 

montre une augmentation du temps de rétention, plus élevée pour le carbonate de 

d'ammonium par rapport au chlorure de potassium. 

Les factelu s de capacité indique de meilleure rétention avec la proportion de 

méthanol à 30%. 

-----------------------------------------------------------------------------
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K' 3 
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Figure 6 : Chromatogramme de la solution standard ( 1 Ilglml ) correspondant à la phase mobile n 03: 

- Méthanol (30 %) 

- Acide acétique ( 1 %) 

- KCL 1% (69 %) pH 2.85 
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Figure 7: Chromatogramme de la solution standard ( IJ.lg/ml) correspondant à la phase mobile n0 4: 

- Méthanol. (30 %) 

- Acide acétique (1 %) 

- ( ~ hC03 1 % ( 69 % ) pH=5.20 
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Figure 8: Chromatogramme de la solution standard ( IJ.lg/ml) correspondant à la phase mobile n05: 

- Méthanol ( 25 % ) 

- Acide acétique ( 1 %) 

- KCL 1% ( 74%) pH= 2.9 

K' 8.5 
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Figure 9 : Chromato~e de la solution standard ( 1 Jlglml ) correspondant à la phase mobile n °6: 

- Méthanol ( 25% ) 

- Acide acétique ( 1 % ) 

-(NH..)zC03 1%(74%) pH == 5.22 
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)1;> Séparation du pic chromatogaphique de la vitamine B2 aux faibles 

concentrations 

L'évaluation de la séparation du pic chromatogaphique de la vitamine B2 aux 

faibles concentrations a été faite avec la solution standard à 0.02Jlglml. 

L'analyse des chromatogrammes (figures 10 et 11 ; page 49 ) montre que le 

carbonate d'ammonium pennet une séparation du pic chromatogaphique de la 

vitamine B2 aux plus faibles concentrations par rapport au chlorure de potassium. 

-------------------------------------------------------------------------------
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Figure 10 : Chromatogramme de la solution standard ( 0.02j1g/ml ) correspondant à la phase 

mobile n03: 

- Méthanol (30% ) 

- Acide acétique (1 % ) 

- KCL 1 % ( 69 %) pH 2.9 
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Figure 11 : Chromatogramme de la solution standard ( 0.02j1g/ml ) correspondant à la phase 

mobile n04: 

- Méthanol ( 30%) 

- Acide acétique ( 1 % ) 

- ( N'l4 )zC03 1 % ( 69 % ) pH= 5.20 
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)0> Ajustement du pH à 5. 7 

L'ajustement du pH à environ 5.7 est obtenu avec 0.75% d'acide acétique pour la 

phase mobile avec le carbonate d'ammonium. 

Cette phase mobile a servi à l'analyse chromatographique de la solution standard à 

lllglml et à l'extrait de farine A additionnée de vitamine B2. 
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Figure 12 : Chromatogramme de la solution standard ( I~g/ml) correspondant à la phase mobile n07: 

- Méthanol (30 %) 

- Acide acétique (0.75 %) 

- (NH4hC03 1% (69.25 %) pH 5.8 
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Figure 13 : Chromatogramme d\m extrait de fàrine A additionné de 20flg de vitamine B2 correspondant 

à la phase mobile n07 : 

- Méthanol (30%) 

- Acide acétique (0.75 %) 

- (NH..hC031%( 69.25 %) pH=5.8 
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Le facteur de capacité égale à 4.1 et l'analyse du chomatogramme de l'extrait de 

farine (figures 12 et 13 ) (pages 50 et 51 ) démontrent respectivement une bonne 

rétention et une bonne séparation du pic chromatogaphique de la vitamine B2 par la phase 

mobile n07. 

On notera que Le choix des paramètres de l'intégrateur a été guidé par 

l'appréciation de l'aspect qualitatif du chromatogramme de l'extrait de farine A. 

Les valeurs retenues sont les suivantes : 

- Atténuation ( AIT 2 ") = 5 

- vitesse de déroulement du papier (CHr SP ) 0.8 

- Seuil de sensibilité (THRSH) = 1 

/-2-1-2-2 Choix de la longueur d'onde de détection 

Le choix de la longueur d'onde de détection par spectrophotométrie dans 

l'Ultraviolet - Visible a été fait par le tracé du spectre d'absorption de la vitamine B2 en 

suivant l'évolution de l'absorbance en fonction de la longueur d'onde de la solution 

standard 1 /lglml de vitamine B2 au spectrophotomètre U1traviolet - Visible. 

Le tableau IV et le spectre d'absorption (figure 14; page 53 ) indiquent deux 

maxima d'absorption de la vitamine B2 en solution chlorhydrique 0.1 N: 222nm et 

266nm. 

Le maximum d'absorption 266nm a été choisi comme longueur d'onde de détection 

car conforme aux données de la littérature (23); en outre, en spectrophotométrie 

d'absorption dans l'Ultraviolet - Visible la détection est généralement faite à des 

longueurs d'onde supérieures à 250nm pour éviter l'absorption des phases mobiles (24). 

-------------------------------------------------------------------------------
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Tableau IV : Abso'oances de la solution standard à lllg/ml en fonction de la longueur d'onde 

Longueur d'onde 

(nm) 

AbllObances du Standard 

(lpglml) 

21. 220 22' 2$0 211 240 24' 210 2 •• 2'0 2" 270 271 2.0 2 •• 210 2.' 100 

Figure 14: Spectre d'absorption de la solution standard à IIlg/ml 
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1-2-1-3 Procédure d'analyse 

L'analyse de la vitamine B2 est basée sur le principe suivant : 

La vitamine B2 est libérée des complexes protéiques et des systèmes enzymatiques 

par une hydrolyse acide chlorhydrique, suivie d'une déphosphorylation des esters par une 

hydrolyse enzymatique (a-amylase). 

L'extrait est purifié par une déprotéinisation et le dosage de la vitamine B2 est 

ensuite réalisé par ChromatogralJhie liquide haute Perfonnance en phase inverse. 

1-2-1-3-1 Protocole d'extraction 

( 

Papier 
aluminium 

1 g Farine + 
12 ml Hel 0,1 N 

(l) Etuve 121-1240 C pmdant 30 minutes 
(2) refroidisrement 
(3) Ajustement pH à 44,5 par 

de sodium (environ 1 ml) 

Solution dt: dosage 

r 1 ml u- amylase 6 % 

(1) Bain-Mlrie bouillant 15 minutes 

(2) Refroidissement et Ajusterœnt pH à 4 - 4.5 
par acétate de sodium ( enviroo. hnl ) .. 

r-Eau distillée JX>Uf 20 ml 

------ --------------------- ---------------
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1-2-1-3-2 Protocole de dosage 

.:. Préparation de la phase mobile 

La phase mobile est préparée par simple mélange, puis filtrée sur un dispositif de 

filtration büchner et dégazée sous vide, le vide étant maintenu jusqu'à l'absence de 

dégagement de bulles d'air. La phase mobile est ensuite disposée dans le résexvoir de la 

phase mobile en évitant la formation de bulles d'air . 

• :. Conditions opératoires 

Les conditions d'analyse sont les suivantes : 

• Phase mobile: - Méthanol ( 30 % ) 

- Acide acétique ( 0.75 % ) 

- (NH.)2C03 1% (69.25 %) pH = 5.8 

• Débit = lml/mn 

• Longueur d'onde = 266nm 

• Volume d'injection = 20J!1 

Avant tout début d'analyse on procède à la purge du circuit et ceci pour éliminer 

toute trace de bulles d'air. Cette purge est réalisée par l'ouverture d'une vanne prévue à 

cet effet. 

Le conditionnement de la colonne est réalisé à faible débit (0.2ml/mn) pendant 

90 minutes. Après le conwtionnement on remonte progressivement le débit jusqu'au débit 

d'analyse. 

9'A.w -~tI'~tU.~t»~,' "'lMY!T. ~ 
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L'injection des échantillons est réalisée dans un premier temps en chargeant par 

trois fois son volume la boucle de 20111 ( dans la position chargement ou "Load" ) et dans 

un second temps en ramenant par un mouvement de rotation la vanne dans la position 

injection et ceci déclenche simultanément la détection et l'intégration . 

L'intégrateur donne des résultats qui sont exprimés en surface de pic. 

A la fin des manipulations, le circuit du chromatographe est rÜlcé par un mélange 

méthanol- eau distillée ( 60/40 ). 

1-2-2 VALIDA nON DE LA METHODE D'ANALYSE 

La fiabilité et la précision des résultats de la méthode d'aualyse vont être 

démontrées par une étude de validation. 

Les paramètres utilisés pour la validation de la méthode sont les suivants : 

.:. Spécificité de la méthode ; 

.:. Linéarité de la méthode ; 

.:. Répétabilité de l'analyse chromatographique et de l'ensemble de la procédure; 

.:. Exactitude de la méthode; 

.:. Limite de détection de la méthode. 

---------------------------------------------------------------~-------------
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1-2-2-1. Spécificité de la méthode 

La spécificité est la capacité d'une procédure à analyser effectivement la substance 

considérée. 

L'étude de la spécificité à été réalisée par comparaison du spectre d'absorption des 

fractions d'éluat du pic au Tf = 8.5mn (figure 15 ; page 58 ) d'un extrait de farine A au 

spectre d'absorption de la solution standard de vita..mine B2 à 1Jlglml. 

Le recueillement des fractions d'éluat de l'extrait de farine A se fait manuellement 

partir de la 9ème goutte qui suit le début de la monte du stylet enregistreur du pic au temps 

de rétention de 8.5 minutes ( Figure 15 ; page 58 ). 

Quatre fractions de deux extraits sont collectées dans un tube à essai puis évaporé 

à l'étuve à 121-124°c jusqu'au volume d'environ 0.2 ml et ensuite le concentré est repris 

par 1ml d'Hel O.lN. 

Cette solution aInSI obtenue e.:;t analysée au spectrophotomètre 

Ultraviolet - Visible. 

-----------------------------------------------------------------------------
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Figure 15 : Chromatogramme d'un extrait de farine A 
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1-2-2-2 Linéarité de la méthode 

La linéarité est la capacité d'une procédure à obtenir à l'intérieur d'un certain 

intervalle défini des résultats directement proportionnels à la quantité de substance à 

examiner dans l'échantillon; 

L'étude de la linéarité a été faite sur un gamme étalon obtenu par dilution 

progressive de la solution mère et en déterminant les coefficients de corrélation et de 

détermination exprimant la relation entre les surfaces des pics obtenus et les 

concentrations en vitamine B2• 

L'équation de la droite de régression et le domaine de linéarité seront ainsi définis. 

-----------------------------------------------------------------------------
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I-2-2-3 Répétabilité de la méthode 

La répétabilité exprime la fidélité qui est l'étroitesse de l'accord entre une série de 

mesures provenant de multiples prises d'un même échantillon homogène dans des 

conditions prescrites. 

La répétabilité est démontrée par le calcul du coefficient de variation (CV)qui 

équivaut au pourcentage de l'écart entre une série de valeurs et la valeur moyenne: 

O'n -1 

CV= 100 

X 

-X: moyenne 

- Un _1 : écart-type 

- n : nombre de mesure 

LXi 

X 

n 

L(Xi _X)2 

0'0-1 

n -1 

La répétabilité a été étudiée : 

• D'une part sur l'analyse chromatographique en l'appliquant dix fois à deux 

concentrations du standard ( 0.5 et 1 flglml ) et à un extrait de farine A ; 

• Et d'autre part sur l'ensemble de la procédure ("Whole test procedure ") en 

appliquant toute la procédure d'analyse à six prises de la farine A. 
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I-2-2-4 Exactitude de la méthode 

L'exactitude de la méthode est évaluée par le calcul du pourcentage de 

récupération. 

La détermination du pourcentage de récupération est réalisée par la méthode des 

ajouts dosés en procédant à quatre extractions de la farine A après ajout de quantité 

croissante de vitamine B2. 

Le pourcentage de récupération des ajouts est déterminé par rapport à un extrait de 

farine A sans ajout. 

Le rendement de la méthode d'extraction est égale à la moyenne des pourcentages 

de récupération des ajouts. 

I-2-2-5 Limite de détection de la méthode 

La limite de détection équivaut à la plus faible concentration détectable et 

intégrable. 

Cette limite est déterminée en appliquant l'analyse chromatographique à des 

dilutions successives de la solution mère du standard. 

-----------------------------------------------------------------------------
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1/-1 RESULTATS 

11-1-1 VALIDA TIONnE LA MEmODE D'ANALYSE 

II-1-1-1. Spécificité la méthode 

L'interprétation du tableau V et des spectres d'absorption (figure 16 page 63) 

montre qu'on retrouve au niveau du spectre du pic au Tr = 8.5mn (figure 15 page 58 ) les 

points caractéristiques de la vitamine B2, avec deux maxima d'absorption à 230nm et 

269nm. 

-------------------------------------------------------------------------------
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Tableau V : Absorbanœs du standard ( lllg/ml ) et des fractions d'éluat d'un extrait 

de farine A en fonctiou de la longueur d'onde 

Longueur d'onde Absobances du Standard Absobances "Extrait de 

(nm) (lp.glml) Farine A" 

-~ - . -275 0.03. 0.029 

280 0.023 0.029 

2&,5 0.015 0.026 

290 0.011 0.025 

300 0.021 0.022 

Figure 16 : Spectres d'absorption du standard ( 111g1ml ) et des fractions d'éluat d'un extrait de farine A 
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II-1-1-2 Linéarité de la méthode 

• Coefficient de corrélation: r 82= 0.9998 

• Coefficient de détermination: rZm= 0.9996 

• Equation de la droite de régression : 

y = 745118.74 x - 8715,73 x: concentration en pglml 

y: surface des pics 

Les coefficients de corrélation et de détemllnation entre les concentrations et les 

surfaces des pics correspondantes respectivement 0.9998 et 0.9996 sont proches de 1 

donc satisfaisants, ce qui indique qu'il existe une proportionnalité entre la surface des pics 

et la concentration en vitamine B2. 

Cette proportionnalité cst représentée par la droite d'étalonnage (figure 17 page 65) 

dont l'équation est: y = 745118.74.x - 8715.73 

On déduit de cette équation que le domaine de linéarité est compns entre 

0.051lglml et 1.251lglml 

-------------------------------------------------------------------------------
~ -~tJ'/âr1),u,~-~/~fF. ~ 

~,' ~IMV./Jt'IMtJ'tVte-~tJ'~tfe,fo,r.>IâiI1tIne>YJ, 1HV~1_~~.9f'ârt.t.,~ (8..Ç.9f:fi! j 
~(I(b~~~.,,~,u,~ 



éTUDE EXPERIMENTALE 65 RESULTATS éT DISCUSSION 

Tableau VI : Gamme étalon de la vitamine B2 

CONCENTRATION 
SURFACE 

(,..glmI ) 

0.02 1328 

0.04 13691 
, 

0.05 30957 

0.08 60377 

0.2 140102 

0.5 361799 

1 747131 

1.25 914562 

1000000 

900000 

800000 

700000 

600000 

500000 

400000 

300000 

200000 

100000 

0 

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,2 1,4 

Figure 17 : Droite d'étalonnage 
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ll-I-I-3 Repétabilité de la méthode 

11-1-1-3-1 Répétabilité de l'analyse chromatographique 

.:. Répétabilité du standard 

Tableau VII: Repétabilité du Standard ( O.5/lglml ) 

SURFACE MOYENNE 0'. -1 cv 

~66206 5435.49 

Tableau VIII : Repétabilité du standard ( 11lglml ) 

SURFACE MOYENNE cv 

7~5309 13130.63 

Les coefficients de variation obtenus pour les concentrations O.5Jlglml et 1Jlglml 

respectivement 1.51% et 1.78% sont inférieurs à 2%, valeur généralement admise en 

analyse quantitative des solutions de références. 
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.:. Répétabilité d'un extrait de farine A 

Tableau IX : Repétabilité d'un extrait de farine A 

SURFACE 
CONCENTRATION MOYENNE <Jn-I CV 

1 536720 

2 494767 0.676 

3 498284 0.680 

4 491093 0.671 

5 505035 0.689 0.6860 0.020 

6 481413 0.658 

7 514397 0.702 

8 489897 0.669 

9 504035 0.688 

10 509880 0.696 

Le coefficient de variation (2.9%) de l'extrait de farine A est inférieur à 5%, valeur 

généralement admise dans les tests de répétabilité d'une analyse chromatographique d'un 

extrait. 
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II-1-1-3-2 Répétabilité de l'ensemble de la procédure" Whole test procedure " 

Tableau X : Repétabilité l'ensemble de la procédure 

SURFACE 
CONCENTRATION MOYENNE (Jo -1 CV 

1 502552 0.686 

2 483724 0.661 

3 460841 0.630 

4 498567 0.681 0.679 0.036 

5 489541 0.669 

6 549399 0.749 

Le coefficient de variation ( 5.3% ) de l'ensemble de la procédure, "whole test 

procedure" est inférieur à 10%, valeur généralement recommandée en analyse 

alimentaire. 
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TI -1-1-4 Exactitude de la méthode 

Tableau XI : Pourcentage de récupération 

Quantité ajoutée 
Quantité total Quantité d'ajout Pourcentage d'ajout 

trouvée trouvée récupéré 
(pg) 

(Ilglg) (Ilg) (% ) 

0 15.26 -- --
2 17.04 1.78 89 

4 18.88 3.62 90.5 

5 19.72 4.46 89.2 

6 20.96 5.7 95 

Pourcentage de récupération = 91 ± 2.42% 

Le rendement 91 0/0 est compns entre 90 P,t 1001%, valeurs généralement 

recommandées ep analyse quantitative. 
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II-1-1-5limite de détection de la méthode 

Tableau xn : Evaluation de la limite de détection 

CONCENTRATION 
DILUTION SURFACE 

(p.glml) 

1/100 0.10 747131 

1/200 0.50 361799 

1/500 0.20 140102 

112000 0.05 30957 

1/5000 1328 

1/10000 

La limite de détection de la vitamine B2 est égale à O.02~glml 
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11-1-2 APPLICATIONS AU DOSAGE DE LA VITAMINE B~ DANS LES FARINES A BASE DE 
CEREALES 

Tableau xm : Teneurs en vitamine B2 des farines 

La tenem en vitamine B2 des farines industrielles A, B et C sont supériemes aux 

valems indiquées par le fabriquant sm le conditionnement. 

La tenem en vitamine B2 de la farine "5 céréales" est de 0.2011lg pom lOOg de 

farine. 
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11-2 DISCUSSION 

La méthode d'analyse chromatographique proposée respecte les pnnclpes 

généraux des techniques d'analyse et de contrôle dans les industries agro-alimentaires 

des vitamines du groupe B (23, 33). 

Notre méthode d'extraction est réalisée avec des quantités réduites de l'échantillon 

et des réactifs, facilitant les différentes manipulations et permettant d'économiser les 

réactifs. 

Notre méthode de dosage utilise une phase mobile simple qui ne nécessite pas 

l'utilisation de contres ions organiques pour chromatographie par paire d'ions, mais 

plutôt un sel (le carbonate d'ammonium) plus favorable à la durée de survie de la phase 

stationnaire (14). 

Elle permet d'obtenir une bonne rétention de la vitamine B2 (facteur de capacité 

égale à 4.01 ) et une bonne séparation de son pic chromatographique (figure 13 page 51). 

Par ailleurs l'utilisation des sels permet une réduction du coût de l'analyse par 

rapport aux contres ions organiques qui ont un coût très élevé. 

11-2-1 VALIDATION DE LA MEmODE D' ANALYS~ 

La validation de la méthode d'analyse à été menée avec des critères du guide de 

validation analytique établis par une commission de la Société Française des Sciences et 

Techniques Pharmaceutiques (S.F.S.T.P) dans le but d'aider les industriels à valider leurs 

procéd1h'e d'analyse (5). 
) 
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ll-2-1-1. Spécificité de la méthode 

Les résultats de l'étude de la spécificité (tableau V et figure 16 page 63 )ont 

montré que le pic au Tr = 8.5mn (figure 15 page 58 ) possède les points caractéristiques 

de la vitamine B2 . 

. Cependant l'absence de symétrie autour des maximums d'absorption pourrait 

être imputable à la présence d'impureté due au mode de prélèvement et aussi à la 

composition complexe des farines qui sont des dérivés biologiques naturels. 

Notre méthode d'analyse avec une méthode de détection par spectrophotométrie 

dans l'ultraviolet possède une spécificité d'analyse de la vitamine B? 

ll-2-1-2. Linéarité de la méthode 

Les coefL"ients de_ corrélation (0.9998 ) et de détermination (0.9996 ) étant 

proches de 1 (page 64 ) et la figure 17 (page 65 ) indiquent que notre méthode d'analyse 

possède une linéarité de réponse dans un large domaine de concentrations allant 

de 0.05 à 1.25Ilg/ml. 

ll-2-1-3. Répétabilité de la méthode 

Le coefficient de variation 5.3% (Tableau X page 68) de l'ensemble de la 

procédure inférieur à 10% indique que notre méthode d'analyse possède une bonne 

répétabilité des mesures. 
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II-2-l-4. Exactitude de la méthode 

La méthode d'extraction proposée avec des quantités réduites de r échantillon et 

des réactifs donne un pourcentage moyen de récupération de 91 % (Tableau XI page 69) ; 

pourcentage supérieur à ceux obtenus par ANG C. Y. et Coll et HAGG M 

respectivement 89.3% et 88% (1, 16) 

II-2-1-6. Limite de détection de la méthode 

La méthode d'analyse proposée avec une méthode de détection par 

spectrophotométrie dans Pu1traviolet a une limite de détection de O.02~g/ml (page 70) 

soit O.04mg/l OOgd'aliment. 

Cette limite est satisfaisante car proche des faibles teneurs en vitamine B2 des 

aliments, environ O.02mg/1 OOg d'aliment (Tableau l page Il ). 

WIMALASIRf P. et Coll (43 ) ont obtenu Wle limite de détection de O.25J1g/ml, 

soit une amélioration de la limite de détection 12.5 fois par notre méthode d'analyse. 

11-2-2 APPLICATIONS AU DOSAGE DE LA VITAMINE B1 DANS LES FARINES A BASE DE 

CEREALES 

Les différents résultats de l'étude de validation montrent que la méthode d'analyse 

est performante. 
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L'application au dosage de la vitamine B2 dans deux catégories de farines à base 

de céréales destinées à l'alimentation des nourrissons montre que : 

.:. Les trois farines industrielles (A, B, C ) ont les teneurs déterminées (1.358, 

9.542, et 0.400mg/l00g ) (Tableau XIII page 71 ) supérieures aux teneurs indiquées par 

le fabriquant sur le conditionnement respectivement 0.800,0.600, 0.300mg/l00g. 

Des résultats similaires ont été obtenus par CHASE G. W. et Coll (6). 

En effet, dans l'industrie on procède à la supplémentation en vitamine, afin 

d'obtenir à la fin du process des produits diététiques à teneur garantie en vitamine ; 

généralement cette supplémentation se fait dans une proportion comprise entre 80 et 

200%, exception faite pour les vitamines D et K (37). 

Les farines A et C sont donc supplémentées respectivement à 186%) et 135%, alors 

que la farine B est très fortement supplémentée 1600% . 

• :. La farine " 5 céréales " préparée et proposée par le service de Diététique 

Préventive de l'Institut National de Santé Publique d'Abidjan est dosée à 0.201mg de 

vitamine B2 pour 100g de farine (Tableau XIII page 71 ). 

La connaissance de cette teneur pennettra aux diététiciens de mieux prescrire les 

quantités de farine nécessaire et la répartition des différents repas en vu d'un meilleur 

apport vitaminique aux nourrissons. 

Cette détennination dans la farine " 5 céréales " devra être élargie aux autres 

vitamines du groupe B. 
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76 CONCLUSION 

La vitamine B2 ou Riboflavine est lUl nutriment qui possède lUl rôle essentiel sur 

la croissance. 

Divers essais et analyses nous ont permis de mettre au point lUle méthode d'analyse 

de la vitamine B2 par Chromatographie Liquide Haute Perronnance comportant deux 

étapes: 

.:. l'extraction par lUle hydrolyse acide chlorhydrique et enzymatique 

( a.-amylase type Takadiastase ), suivie d'lUle purification par déprotéinisation ; utilisant 

des quantités réduites d'échantillon et de réactifs . 

• :. le dosage par chromatographie en phase inverse avec les conditions opératoires 

suivantes: 

» phase stationnaire en C18 (Zorbax) 

» phase mobile,lUl mélange (30% méthanol-0.75% acide acétique-69.25% (Nli4)zCO, 1%) 

» débit de phase mobile à 1 ml/mn 

» détection dans l'ultraviolet à 266nm 

» volume d'injection 20111 

Les Critères de validation appliqués (spécificité, linéarité, repétabilité, exactitude 

et limite de détection) ont donné les réslùtats suivants: 

.:. Coefficient de corrélation = 0.9998 et Coefficient de détermination = 0.9996 

.:. Coefficient de variation de l'analyse = 5.3 O;ô 

.:. Exactitude = 91 % 

.:. Limite de détection = 0.02 Ilg/ml (0.04mg/l00g d'aliment). 

Ces réswtats montrent que la méthode d'analyse est peIfonnante. 
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77 CONCLUSION 

L'application au dosage de la vitamine B2 dans deux catégories de farines à base 

de céréales destinées à l'alimentation des nourrissons montre que: 

.:. Les farines industrielles ont leurs teneurs en vitamine B2 détenninées 

(1.358, 9.542, et 0.40Omg/lOOg ) supérieures aux teneurs indiquées par le fabriquant sur 

le conditionnement respectivement 0.800, 0.600, 0.300mg/100g. Ce qui est courant dans 

les produits diététiques industriels . 

• :. La farine "5 céréales" préparée et proposée par le servIce de diététique 

préventive de l'Institut de Santé Publique d'Abidjan dans le cadre de la réhabilitation 

nutritionnelle des nourrissons est dosée à 0.201mg de vitamine B2 pour 100g de farine. 

Notre étude présente donc l'intérêt: 

? D'aider les diététiciens du service de nutrition de l'Institut National de Santé 

Publique (LN.S.P. ) d'Abidjan de mieux prescrire les quantités de farine nécessaire et la 

répartition des différents repas en vu d'un meilleur apport vitaminique aux nourrissons. 

? Et aussi d'être le point de départ de la mise au point des méthodes d'analyse 

des vitamines du groupe B, contribuant ainsi à la mise en place de méthodes de contrôk 

de qualité des produits pharmaceutiques et à l'établissement de la table de composition 

des aliments couramment consommés en Côte d'Ivoire. 
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l, 

18 BmUOGRAPH1Ir 

1 - ANG C.Y.W. AND MOSELEY F.A. 

Détermination of thiamin and riboflavin in meat and meat products by High

Pressure Liquid Chromatography. 

J.Agric. Food chem 1980 ;28 :486-489. 

2 - APFELBAUM M, FORRA TC, NILLUS P. 

Abrégé de diététique et de nutrition. 

2eme édition. Paris : MASSON, 1989 :473. 

3 - ASSOCIATION OF OFFICIAL ANAL YTICAL CHEMITS (AOAC). 

Official methods of analysis of the Association of Official Analytical chemists. 

14th ed. WASHINGTON, De: Association of Official Chemists, 1984: 840-886. 

4 - AUGUSTIN J. 

Simultaneous determination of thiamin and Ribot1avin m foods by Liquid 

Chromatography. 

J. Assoc. Off. Anal. Chem. 1984; 67(5) : 1012 -1015. 

5 - CHAMINADE P., FERAUD S. , BAILLET A . , FERRIER D. 

Validation d'une méthode analytique de dosage par CLHP : Test de robustesse 

et validation de la méthode. 

S.T.F. Ph arma. Pratiques. 1995; 5(1):17-35 

6 - CHASE G.W., LANDER W.D., SOLIMAN A.M.AND J.&., 

EITENMILLER RR. 

Method modification for Liquid Chromatographic determination of thiamme, 

riboflavin, and Pyridoxine in medical foods. 

Journal of AOAC international. 1993 ; 76(6): 1276 1280. 

-------------------------------------------------------------------------------



79 BIBliOGRAPHIE 

7 - CHEFTEL J.C., CHEFTEL H. , BESANCON P. 

Introduction à la Biochimie et à la technologie des aliments . 

Paris: Technique et Documentation / E.M.E, 1979 ; 2 : 420 

8 - DAWSON K.R. , UNKLESBA y N.F., HEDRICK H.D. 

HPLC determination of Ribotlavin, Niacin,and thiamin in beef, Pork, and 

Lamb after Alternate Heat - Processing Methods. 

J. Agric. Food chem; 1988; 36: 1176-1179. 

9 - DUPIN H , CUQ J.L. , MALEWIA K. , LEYNAUD - ROUAUD C. , 

BERTHIER A.M. 

Alimentation et nutrition humaine. 

Paris: ESF éditeur, 1992 : 1533 

10 - F.A.O. 

Table de composition des aliments à l'usage de }' Afrique: Origine végétale 

Groupe 1 Céréales et produits dérivés. 

Rome 1970 : 1-21. 

11 - FAVIER J-C., fRELAND-RIPERT J., LAUSSUCQ C., FEINBERG M. 

Répertoire général des aliments: Table de composition des fruits exotiques, 

fruits de cueillette d'Afrique. 

Paris: ORS TOM - Technique et Documentation - INRA. 1993 ; tome III : 207. 

---------------------------------------------------------------



80 BlBUOGRAPHIE 

12 - FELLMAN J.K., ARTZ W.E., TASSINARI P.D., COLE C. L., 

AUGUSTIN J. 

Simultaneous determination of thiamin and Riboflavin in seleeted foods by 

High - Performance Liquid Chromatography. 

Journal offood science. 1982; 47 : 2048 - 2050,2067 

13 - FERNANDO S. M. ,MURPHY P.A. 

HPLC determination of Thiamin and riboflavin in soybeans and Tofu . 

J. Agric. Food chem. 1990; 38: 163 - 167. 

14 - FINGLAS P.M. , FAULKS R.M. 

The HPLC analysis of thiamin and riboflavin in Potatoes. 

Food chemistry 1984 ; 15 : 37 - 44 

15 - GUILARTE T.R. 

Radiometrie mierobiologieal assay of B-Vitamins. Part 2: extraction 

methods. J.Nutr. Biochem. 1991 ,july ; 2 : 399 - 402 

16-HÂGGM. 

Effect of vanous commercially available enzymes in the Liquid 

Chromatographie determination with external standardization of thiamine and 

riboflavin in foods. 

Journal of AOAC International 1994 ; 77(3) :681 - 686. 

-------------------------------------------------------------------------------



81 BlBUOORAPHlE 

17 - HOLLMAN P.C.H., SLANGEN J.H., WAGSTAFFE P.J., FAURE U., 

SOUTHGATE D.A.T. , FINGLAS P.M. 

Intercomparison of Methods for the determination of vitamins in foods. Part 

2. Water - Soluble vitamins. 

Analyst 1993 May; 118 : 481 - 488. 

18 - HUOPALAHTI R. , SUNELL J. 

Use of capillary zone electrophoresis in the determillation of B vitamins in 

PhannaceuticalproducŒ. 

Journalofchromatography 1993 ; 636: 133-135. 

19 - KAMMAN J.F. , LARUZA T.P. , W ARTHESEN J.J. 

Thiamin and riboflavin analysis by High Performance Liquid 

Chromatography. Journal offood science 1980,45 :1497 - 1499,1504. 

20 - KIRCHMEIER R.L., UPTON R.P. 

Simultaneous determination of Niacin, Niacinamide, Pyridoxine, thiamine, 

and riboflavin in multivitamin Blends by ion - pair High - Pressure Liquid 

Chromatography. 

Journal ofPharmaceutical sciences. 1978; 67( 10): 1444 -1446 

n -LEBOULANGER J. 

Les Vitamines: Biochimie - Mode d'action - intérêt thérapeutique. 

France Roche: 1984 

~-~tI'~.~_~.' ~[F.~ 
~"ÂfÎIIe._jltHnbtt'_~tI'~.h~{a, t=~~~~~~(G"'p'$il1) 

~_~tftnt,k..~à-4t..tt.~ 



82 BIBUOORAPHlE 

22 - LESPAGNOL A. 

Chimie des médicaments. 

Paris: EME - Technique et Documentation 1975; Tome II: 446 

23 .. LINDEN G. 

Techniques d'analyse et de contrôle dans les industries agro-alimentaires: 

Principes des techniques d'analyse. 

Paris :Technique et Documentation - APRIA 1981 2: 59 - 95 

24 .. MAHUZIER G. , HAMON M. 

Abrégé de chimie analytique : Méthodes de séparation. 

2e édition : Paris : MASSON 1986 ; tome II : 262 

25 .. MAURO D.J. , WETZEL D.L. 

Simultaneous determination of thiamin and ribotlavin in enriched cereal 

based products by High - Performance Liquid Chromatography using 

selective détection. 

Journal of chromatography 1984; 299 : 281 - 287 

26 .. MUNNICH A. , OGIER H. , SAUDUBRA y J.M. 

Les vitamines: Aspects métaboliques, génétiques, nutritionnels et 

thérapeutiques. 

Paris: ROCHE et MASSON 1987 :428 

27 .. POLESELLO A. , RIZZOLO A. 

Applications of HPLC to the determination of water - soluble vitamins in 

foods (a review 1981 - 1985). 

Journal ofMicronutrient Analysis. 1986; 2: 153 - 187. 

-------------------------------------------------------------------------------



83 BIBLIOGRAPHIE 

28 - REYES E.S.P., SUBRYAN L. 

An improved method of simultaneous HPLC assay of riboflavin and thiamin 

in selected cereal Products. 
o 

Journal of food composition and analysis 1989 ; 2 : 41 • 47 

29 - RIZZOLO A., POLESELLO S. 

Chromatographie determination of vitamins in foods. 

Journalofchromatography, 1992; 624: 103 -152. 

30-ROCHE. 

Guide pratique des vitamines dans l'alimentation. 

France: F. HOFFMAl'.J" - La ROCHE et Cie 

31- ROCHE. 

Vitamines du groupe B: Aspects nutritionnels, Physiologiques et 

> Pathologiques. 

France: F. HOFFMAN • La ROCHE et Cie 

32 - ROSSET R. , CAUDE M. ,JARDY A. 

Manuel pratique de chromatographie en phase liquide. 

2e Edition: Paris: MASSON, 1982 : 374 

33 -ROUGEREAU A. 

Vitamines dans DEYMIRE B., MULTON J.L., SIMON D., eds. Techniques 

d'analyse et de contrôle dans les inqustries agro-alimentaires. 

Paris :Technique et Documentation - APRIA 1981 ; 245 - 263 

g;{.w-~"'t!hIeé~_~/ ~ET.~ 
~ .. .I:fi.rt,_jKNMtI"_~"/~tkJ,J:r,uitomIIft;.~ _~p-~~~~(G..p.$!l1) 

~_~a'ovh~&_tkJ,~ 



84 BIBUOGRAPHIE 

34 .. ROY R..B. , SALPETER J. , DUNMIRE D.L. 

Evaluation of urea .. acid system as a medium of extraction for B- Group 

vitamins. Simplifies .Automated ana1ysis of Riboflavin in food oroducts . 

Journal offood science, 1976; 41 : 996 - 1000 

3S .. RUSSELL L. F., V ANDERSLICE J. T. 

Non - degradative extraction and simu1taneous quantitation of riboflavin, 

flavin mononu1eotide, and flavin adenine dinuc1eotide in foods by HPLC . 

Food chemistry 1998 ; 43 : 151 .. 162 

36 .. SKURRA Y G.R. 

A rapid method for se1ective1y determining small amounts of niacin, 

riboflavin and thiamine in food . 

Food chemistry 1981 ; 7 : 77 - 80 

37 .. SOMMAIRE P. A. , BOURRINET P. 

Les produits diététiques. 

Les actualités pharmaceutiques 1976, (120):38-45. 

38 .. TOMA R. B. , TABEKHIA M. M. 

High Performance Liquid Chromatographic analysis of B-vitamins in rice and 

rice products. 

Journal of Food Science 1979; 44 :263-265,268 

39- WATIER B. 

Un équilibre alimentaire en Afrique . Pourquoi ? 

France: F.HOFFMAN -LaROCHEetCie 1981 :58. 

-------------------------------------------------------------------------------



85 BIBUOGRAPHIE 

40 - WEHLING R. L. ,WETZEL D. L. 

Simultaneous determination of pyridoxine ,riboflavine and thiamin 

in fortified cereal products by High Performance Liquid Chromatography. 

J. Agrie. FoodChem. 1984; 32: 1326-1331. 

41- WILLS R. B. H., SHAW C. G., DAY W. R. 

Analysis of water soluble vitamins by High Pressure Liquid Chromatrography 

. Journal of Chromatographie Science. July, 1977 ; 15 : 262 - 266 

42 - WILLS R. B. H., WIMA.LASIRI P., GREENFIELD H. 

Comparative determination of thiamin and ribotlavin in foods by High 

Prerformance Liquid Chromatography and fluorometric methods. 

Journal of Mieronutrient Analysis, 1985 ; 1 : 23- 29. 

43 - WIMALASIRI P., WILLS R. B. H. 

Simultaneous analysis of thiamin and riboflavin in foods by hib:l Performance 

Liquid Chromatography. 

Journal ofChromatography, 1985 ;318 : 412 - 416. 

-------------------------------------------------------------------------------



La vitamine B2 ou Riboflavine est un nutriment essentiel à divers métabolisme de rorganisme. Elle constitue 

un coenzyme de multiples réactions métaboliques au niveau de divers tissus et organes et. possède donc un rôle 

essElJtÎel sur la croissance. 

La carence en vitamine B2 provoque classiquement une augmentation insuffisante du poids et un retard de 

croissance chez le nourrisson et l'enfant et des lésions de la peau et des muqueuses (surtout la muqueuse buccale). 

Les principales sources alimentaires de la vitamine BI sont diverses notamment les céréales, les légumes et 

les produits animaux (viandes, poissons, lait, œufs ). 

Divers essais et analyses ont permis de mettre au point une m~.hode d'analyse de la vitamine B2 en 

deux étapes : 

.:. L'extraction de la vitamine Bz par une hydrolyse acide chlorhydrique et. enzymatique ( o.-amylase type 

Takadiastast> ), suiVle d'une purification par déprotéinisation ; 

.:. Et le dosage par Chromatographie Liquide Haute Performance en phase inverse avec une phase 

stationnaire ClI (Zorbax ), parcourue par un mélange (méthanol 30% - acide acétique 0.75% -

<N"H4hC~ 1% 69.25%) au débit de 1 rnVnm et. une détection dans l'ultraviolet à 266mn, permettant d'obtenir une 

bonne rétention (facteur de capacité K' égale à 4.01) et séparation au temps de rétention 8.5 minutes. 

Les Critères de validation appliqués (spécificité, linéarité, répétabilité, exactitude et. limite de détection) ont 

donné les résultats suivants : 

.:. Coefficient":J corrélation = 0.9998 et Coefficient de détermination 0.9996 

.:. Coefficient de variation de l'analyse = 5.3 % 

.:. Exactitude = 91 % 

.:. Limite de détection = 0.02 J.1g/ml (O.04mg/l00g d'aliment). 

Ces résultats montrent que la méthode d'analyse est perfonnante. 

L'application au dosage de la vitamine B2 dans deux catégories de farines à base de céréales destinées à 

l'alimentation des nourrissons montre que: 

.:. Les farines industrielles ont leurs teneurs en vitamine BI déterminées (1.358, 9.542, et OAOOmg/lOOg ) 

supérieures aux teneurs indiquées par le fabriquant sur le conditionnement respectivement 0.800, 0.600, 

0.300mgllOOg. Ce qui est courant dans les produits diététiques industriels . 

• :. La farine "5 céréales" préparée et proposée par le service de diététique préventive de l'Institut de Santé 
) 

Publique dtÂbidjan dans le cadre de la réhabilitation nutritionnelle des nourrissons est dosée à 0.201mg de vitamine 

Bz pour loog de farine. 

MOTS CLES : Analyse -- Céréale -- C.L.H.P. -- Vitamine 


