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1 INTRODUCTION

..?,co développement, la croissance et 1’entretien de I’organisme humain

nécessitent une alimentation saine et riche en éléments nutritifs tels que les lipides, les
glucides, les protides, les oligo-é1éments et les vitamines.

Ces ¢éléments nutritifs présentent une trés grande importance dans 1’alimentation
du nourrisson et de 1’enfant qui sont des stades de croissance rapide de I’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 B, comme toutes les vitamines est un nutriment que 1'organisme est
incapable d’élaborer lui — méme, et qui a des doses infinitésimales participent pour la
plupart aux réactions de synthese et de dégradation de différents substrats

indispensables au développement, a I'entretien et au fonctionnement de 1'organisme.

Une bonne maitrise de 1'apport nutritionnel des vitamines et en particulier de la
vitamine B,, nécessite a l'origine une connaissance de leur teneur dans les principaux
aliments ; d’ou la nécessité de mettre au point des méthodes d'analyse précises

permettant de les identifier et de les doser.
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2 INTRODUCTION

Notre étude a donc pour objectif :
» De mettre au point une méthode d'analyse performante de la vitamine B, adaptée

au contréle de routine |

» D'appliquer cette méthode au dosage de la vitamine B, dans les farines a base de

céréales destinées a I’alimentation des nourrissons.

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

< Une premiére paitie sur l'étude bibliographie de la vitamine B,, et de ses

méthodes d'analyse dans les aliments,

% Une deuxiéme partie sur notre étude expérimentale, traitant de la méthode
d'analyse de la vitamine B, (sa mise au point, sa validation, et son application au dosage

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

o - m S = = - = o v - - — Am - e N v W e e e

Fhaeo -%Jwéwuﬁwﬂwab; QW-?FJ(’M
Theme - Mo aw poins o ano méhods & anafyeo do lo vitamino B ou Ribpflavine par Giromatggrabhle SLipaido FHonte Lepformance (6L HL ).



- BONY F. Nicaise

’

Fheeo - Diplsme &' ttat de Docteur en Pharmacie
Fheme : Mise au point ' une méthode o anafpse do ln vitamine B o Ribgflavine par Chromategraphie Sguide Farte Pyformance (65 FL ).

Application aw doeqge dane lea farince & base do céréales.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 3 RAPPELS SUR LA VITAMINE B, |

I-1. GENERALITES SUR LES VITAMINES

I-1-1. DEFINITION DE LA VITAMINE

Le nom de vitamine a été donné par le Polonais CASIMIR FUNK en 1911 a une
substance cristalline azotée hydrosoluble qu'il isola en 1910 de la cuticule de riz et qui

avait la propriété de prévenir et de guérir rapidement ie "béribéri" expérimental (21, 26 ).

Le nom de vitamine fut éiendu aprés a l'ensemble des substances nutritives
indispensables, dont 'organisme ne peut faire la synthése et qu'il doit donc recevoir par

I'alimentation (26).

RANDOIN et SIMONET ont défini les vitamines comme des principes que
l'organisme animal est incapable d'élaborer Ini-méme et qui a des doses infinitésimales
(de I'ordre du miiliéme voire du dix millioniéme du poids de la ration quotidienne) sont
indispensables au développement, a I'entretien, au fonctionnement des organes et dont
'absence dans l'alimentation détermine des troubles et des lésions caractéristiques

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

Les vitamines sont classiquement reparties en deux groupes selon leur

solubilité (21, 26) :

¢ les vitamines liposolubles :
e vitamine A ou vitamine antixérophtalmique
¢ vitamine D ou vitamine antirachitique
e vitamine E ou vitamine de la fertilité
s vitamine K ou vitamine antihémorragique.

¢ les vitamines hydrosolubles :
¢ vitamine C ou vitamine antiscorbutique

e vitamines du groupe B

I-1-3. VITAMINES DU GROUPE B

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

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

Les deux premiers facteurs furent les facteurs B; et B;, mais on a constaté que ce
dernier constituait aussi un groupe de wvitamines dés quon parvient a isoler

la riboflavine (vitamine B,) (21).
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 5 RAPPELS SUR LA VITAMINE B,

Ainsi prés de 15 facteurs faisant partie du groupe B ont été définis mais certains
d'entre eux (B4 ou adénine, B; ou choline, By ou acide para-aminobenzoique) ne font

plus partie du fait que leur caractére vitaminique n'a pas été confirmé chez 'homme.

Cependant ceux dont le rdle avait été pressenti (B;; ou camnitine, B3 ou acide

orotique, By4 ou xanthoptérine, Bys ou acide pangamique) sont en cours d'étude (21).

Des progrés continuent d'ére réalisés dans I'évaluation des signes cliniques des
carences isolées spécifiques a 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 biére, les légumineuses et les
légumes) et dans les aliments d'origine animale (lait, viande, foie, cervelle,

jaune d'ccuf ) (21).

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

catalyseurs de nombreux systémes enzymatiques.

Elles participent a de multiples réactions enzymatiques de dégradation ou de
synthése ( Figure 1 ) par l'intermédiaire desquelles les hydrates de carbone, les
lipides, les protides et tous les éléments nutritifs absorbés provenant de 1'alimentation
vont étre transformés pour fournir 1'énergie indispensable au travail cellulaire, et

constituer éventuellement des réserves énergétiques pour I'organisme (21).
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Le groupe vitaminique B est constitué de la:
e vitamine B; ou thiamine ou aneurine: vitamine antibéribérique ou
antinévritique
e vitamine B, ou riboflavine
e vitamine B; (vitamine PP): vitamine anti-pellagreuse
e vitamine Bs ou acide pantothénique
e vitamine B¢ ou pryridoxine
¢ vitamine Bg ou biotine ou vitamine anti-séborrhéique
e vitamine By ou acide folique

¢ vitamine B,, ou cobalamine.

Fheso - Biplsme & teas do Doctewr ov Pharmacie ; BONY F- Nicaieo
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Figure 1 : Principales fonctions des vitamines du groupe B au niveau du métabolisme cellulaire ( 21 )
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I-2. LA VITAMINE B,

I-2-1. HISTORIQUE

Au départ la vitamine B,, ou Riboflavine, ou Lactoflavine avait été confondue
avec les autres vitamines du groupe B; elle en fut progressivement séparée grice a de

nombreux travaux entrepris dans le domaine de 'expérimentation animale (21).

Dés 1920, EMMET avait constaté qu'aprés destruction du facteur anti-névritique
par la chaleur, il persistait dans les exfraits de levure un facteur de croissance
thermostable dont on montra un peu plus tard l'identité avec un pigment jaune isolé du

lait par ZLYTH dés 1879; d'ou le nom de lactoflavine (21, 26).

En 1938, SEBRELL et SYDENSTRICKER rapportérent les premiéres

observations d'ariboflavinose (21, 26).

I-2-2. STRUCTURE CHIMIQUE

La vitamine B, résulte de la combinaison d'une flavine, un corps hétéro-cyclique
azoté a trois noyaux hexagonaux ( l'iso-alloxazine ), avec un sucre a 5 carbones

(le ribose ) d'ott le nom de riboflavine (21, 26).

< Formule brute
Riboflavine: C;:H2006N4
Poids moléculaire (PM): 376
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% Formule développée (figure 2 )

OH H H
?Hz——— CH—CH— CH—CH,OH
-0

Figure 2 : Vitamine B, ou Riboflavine : dimethyl -6, 7 (d- ribithyl )-9 Isoalloxasine (26 )

La vitamine B, est le précurseur de 2 coenzymes (Flavine Adénine Dinucléotide:
FAD et Flavine }“ononucléotide: FMN) qui jouent un réle majeur dans de nombreuses
réactions d'oxydo-réduction de Il'organisme, impliquées dans le métabolisme
intermédiaire (26).

Le FMN est formé a partir de la riboflavine par l'addition en position 5' d'un
groupement phosphate provenant de 1'Adénosine Triphosphate (ATP), et le FAD a partir
. du FMN par combinaison a une molécule dAMP, elle méme issue d’une deuxiéme

molécule A’ATP.
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I-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 a la chaleur et ne s'oxyde pas 4 l'air

atmosphérique (2; 21; 26).

La riboflavine est modérément soluble dans I'eau, a l'inverse de ses deux formes
nucléotidiques FAD et FMN. Elle esi moins soluble dans l'alcool et insoluble dans

I'éther, le chloroforme et les solvants organiques (26).

La riboflavine est stable en solution acide, mais trés instable en solution alcaline
et surtout quand elle est exposée, méme quelques minutes, a la lumiére ultraviolette qui
entraine sa décomposition irréversible en son antagoniste la lumiflavine (2; 21; 26).

I-2-4. SOURCES NATURELLES ET BESIONS NUTRITIONNELS

I-2-3-1. Sources naturelles

La vitamine B, est I’'une des vitamines les plus répandues dans la nature et la

plupart des plantes et des cellules animales en contiennent (26).

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

plupart des autres sources alimentaires, elle est conjuguée aux protéines (26).

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

germes des céréales, dans les 1égumes, et dans les muscles des animaux (surtout le rein

et le foie), dans les poissons ainsi que dans le lait et 'es oeufs.

FRowo - Dyplome &' ttas do Doctear ov Pharmacic , BONY F. Nicaiso
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La riboflavine est relativement thermostable. La pasteurisation et les cuissons
ménagéres habituelles n'en diminuent que fort peu la teneur. Par contre elle est

photo - sensible (2).

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

25-3

3-5

grain 0.1-0.8
farine 0.1-0.2
grain 0.06 -0.17
farine 0.02-0.11
grain 0.08 -0.17
farine 0.08-0.2
grain 0.03 - 0.08
grain 0.05 - 0.24
farine 0.06 - 0.22

02-04
graines de Soja 0.1-04

: i 0.1-0.2

0.1

0.04

0.16

0.1-0.15

0.02 -0.05

0.1-0.2

0.03-0.18

0.01-0.03

0.04 - 0.06

0.02 -0.07

0.03 -0.05

_ 0.05-0.1

| beeuf, mouton, porc 1.7-32

0.9

beeuf, veau, mouton, porc 0.1-04

e femme, en moyenne 0.04

e vache, en moyenne 0.157

0.3

1.2

| hareng, sardine, maquereau 03-0.6

I 0.4-0.7 et plus

03-07
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 12 RAPPELS SUR LA VITAMINE B,
I-2-3-2. Besoins nutritionnels

Les besoins quotidiens en riboflavine sont variables en fonction de I'dge, du poids
corporel, de I'intensit¢ 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 KCal; cependant afin d'avoir une marge de sécurité, on
recommande une dose légérement supérieure : 0,5 mg/ 1000 Kcal.

Les besoins sont augmentés lors de la grossesse et 1a lactation.

Tableau II : Besoins en riboflavine (en mg/j) (21, 30)

Nourrissons (6 & 12 mOis)................occevcvvvienveseeeneiiecnenennn.. 0,6
Enfantsde 1a3ans...........cc..ooioiiivieiccicnicce e 0,8
Enfantsde 449 ans .............ooooveivieiiiieecceeceieeie e L

Enfantsde 10a12ans .................covveieieiieeccicecieeecveeneeens. 1,4
Adolescents, hommes adultes ............cccoeeeeieeiie ... 1,8
Adolescents, femmes adultes ..............cocoevvveiieevcieeireeie e 1,5
Grossesse, allaitement .................c.cccco.eeeeeveeveiveecieeeeevenneene.e. 18

Chez les nourrissons, les apports recommandés sont de 0.4 a 0.6mg/j

Dans de nombreuses espéces animales, la riboflavine est synthétisée par les
bactéries intestinales mais chez I'homme, l'entérosynthése est insuffisante pour assurer

~ les besoins (21).
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I-2-5. METABOLISME

1-2-5-1. Absorption

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

mécanisme encore mal connu chez I'hemme (26).

La phosphorylation de la riboflavine en FMN s'effectue dans la muqueuse
intestinale mais on ignore si cette phosphorylation est réellement nécessaire a
I'absorption elle-méme. Les capacités intestinales d'absorption de la riboflavine et des

dérivés ne sont pas illimitées (26).

I-3-5-2. Transport plasmatique

Aprés absorption, une fraction importante de riboflavine et surtout de FMN est
liée aux protéi.es plasmatiques et principalement a I'albumine pour étre transportée

jusqu'au foie par la veine porte (26).
1-2-5-3. Diffusion

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

FAD, 5 a 30 % sous forme de FMN et seulement 0,5 a 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 muscies striés et dans le cristallin (26).

FRoeo -%Jmégwwnﬂmwdo; BONY F- Ncaieo
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I-3-5-4. Excrétion

Chez 'homme, 1'excrétion de riboflavine se fait a la fois dans les urines et dans les
selles, principalement sous forme libre.

L'apport protéique influence l'excrétion qui apparait 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 FAD issues de la vitamine B, sont les

groupements prosthétiques de nombreuses enzymes.
Sous le now de flavoprotéine (FP), ces enzymes jouent un réle important dans la

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

enzymatiques qui produisent 1'énergie nécessaire aux besoins cellulaires (21).

I-2-6-1. Réle de la vitamine B, dans la chaine respiratoire

La chaine respiratoire ou chaine des transporteurs d'hydrogéne ou d'¢lectrons
aboutit 4 la formation d'une molécule d'eau avec production d'énergie stockée sous la

forme de molécules d'ATP (21).

FRoeo -%J’mé@mnw; BONY F. Nicaiee
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Les flavoprotéines forment le chainon entre les dipyridine-nucléotides (NAD) et
les cytochromes, le transfert & ces demniers se faisant sans doute par l'intermédiaire de
'ubiquinone.

La premiére réaction a laquelle participent les flavoprotéines est I'oxydation du
NAD réduit, soit:

NADH + H' + FP > NAD" + FPH2

La flavoprotéine joue ainsi le réle dune NAD déshydrogénase dont le

groupement prosthétique est ia riboflavine sous forme de FMN ou sous forme de FAD.

La vitamine B, est également le groupement prosthétique d'une succinyl-
déshydrogénase qui catalise l'oxydation de I'acide succinique en acide fumarique avec
FP a FAD selon la formule:

Acide succinique + FP > Acide fumarique + FPH2

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

[-2-6-2. Autres propriétés enzymatiques de la vitamine B,

1-2-6-2-1 Métabolisme des acides gras

L'oxydation des acides gras, mis en circulation dans l'organisme aprés hydrolyse
des graisses, débute par le rattachement de leur radical acide a I'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 FAD, les flavoprotéines contiennent ie groupement prosthétique
des acyl-coenzyme A déshydrogénases. L'action de ces enzymes est a l'origine d'une
série de réactions enzymatiques qui se terminent par la béta-oxydation des acides gras.

Sous forme de FMN, la vitamine B, est un groupement prosthétique d'une
déhydro-acyl réductase, et elle participe par ce biais a la synthése des acides gras a
longue chaine a partir de l'acide acétique.

Cette participation de la vitamine B, au métabolisme des acides gras explique
'augmentation des besoins en vitamine B, lorsque le régime alimentaire est riche en

matiéres grasses.

1-2-6-2-2 Métabolisme des purines

Par l'intermédiaire de la xanthine-oxydase dont elle est également le groupement
prosthétique, la FAD participe a 1'oxydation de I'hypoxanthine en xanthine puis en acide

urique qui est chez I'homme le produit final 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 a 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 déshydrogéné par l'intermédiaire d'un
accepteur d'hydrogéne (une flavoprotéine) ayant la vitamine B, comme groupement

prosthétique.
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Ainsi transformé, l'acide aminé est hydrolysé en libérant I'aminoniac et un acide

cétonique qui peut rejoindre le cycle tricarboxylique de Krebs.

I-2-7. PATHOLOGIES LIEES A LA VITAMINE 22

I-2-7-1. Carence en vitamine B,

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

En dehors de circonstances particuliéres comme la famine, la ration alimentaire
de l'adulte fournit habituellement la vitamine B, en quantités suffisantes pour satisfaire

les besoins des individus présentant une activité normale (21).
Une carence peut toutefois se manifester chez certains sujets soumis a un régime
déséquilibré co..portant 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 €tre observée chez les nourrissons nourris

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

I-2-7-1-2 Symptdomes de la carence

Chez I'homme, les symptomes de la carence en vitamine B, sont habituellement
frustres, non spécifiques et intriqués le plus souvent a des signes d'autres déficits

vitaminiques ou carence en protéines (21, 26).
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% Les lésions cutanéo-muqueuses sont classiques. Sur les lévres, lisses, biillantes
et séches de couleur anormalement rouge se forme des lésions suintantes et crofiteuses
(chéilite) tandis que les commissures présentent des fissures (perléche).

La stomatite se manifeste sous la forme d'une langue pourpre ou langue "rouge
magenta” avec atrophie lisse des papilles. On observe parfois également une

hyperpigmentation au niveau du scrotum ou de la vulve.

% Les [ésions 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 symptémes oculaires sont classiques. Ils 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.

[-2-7-2. Hyperviwuminose B,

11 n'existe aucune manifestation d'hypervitaminose B; aigué ou chronique {21).

I-2-8. EXPLORATIONS FONCTIONNELLES DU STATUTVITAMINIQUE

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

< le dosage plasmatique direct de la vitamine B libre par diverses méthodes
fluorimétriques ou microbiologiques. Aussi le dosage érythrocytaire de la vitamine B,

elle-méme ou de son cofacteur FAD;
& les dosages urinaires de base ou dans différentes conditions de surcharge;

Fhaeo - Diplsme & deat do Doctear ov Bharmacie ; BONY F. Nioaise
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< la détermination de l'activité glutathion réductase érythrocytaire avec ou sans
stimulation par le FAD;

* I'é¢tude des acides organiques du plasma et des urines.

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

cliniques et biologiques sous administration orale de 5 2 10 mg de vitamine B,.

1-2-9. ASPECTS THERAPEUTIQUES

1-2-9-1. Indications thérapeutiques

La vitamine B, est indiquée lorsqu'il existe des signes de carence chez les
malades soumis a un régime alimentaire déséquilibré, ayant été traités par

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

Cependant la vitamine B, 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 I'enfant : augmentation insuffisante de poids, retard
de croissance |

+ maladies de la peau et des muqueuses : chéilite, perléche, glossite, stomatite,
séborrhée faciale, dermatite du scrotum, prurigo, acné rosacee;

% affections oculaires : héméralopie, photophobie, kératite;

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

coeliaque;
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K/

%* crampe musculaire de toute origine, migraine (21).
1-2-9-2. Effets indésirables

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

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

1-2-9-3. Posologie

La posologie moyenne de la vitamine B, est de 20 a 40 mg/j. Elle peut étre

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 B, et Bs en particulier la Béflavine* Roche (21, 26).
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Produits animaux :
- Abats (Foie, reins,

cceur)
- Eufs
- Poissons
- lait
- Fromages

Produits végétaux

- Céréales
- Légumes

Sensible :
- A la lumiére
- Aux rayonsU.V
- Aux solutions
alcalines

Stable en
présence :
- de la chaleur
- des oxydants

Tableau HI : Généralités sur la vitamine B ou Riboflavine (30)

mg de
riboflavine
pure

elle a
métabolisme des
glucides, lipides,
protides (coenzyme
de multiples

réactions)

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

- Favorse la
croissance

- Réle dans les
phénoménes de
1a vision

- Nourrissons (6 & 12 mois)0,6mg
-Enfantsde 1 4 3 ans : 0,8 mg
-Enfantsde4d9ans: 1,4 mg
-Enfantsde 104 12 ans : 1,4 mg

- Adolescents, hommes, aduites :1,8m
g

~ Adolescents, femmes, adultes 1,5 mg

- Grossesse, allaitement : 1,8 mg

- Lésions de la peau et
des muqueuses

( lévres ,langue...)
- Symptomes oculaires

- Pas d’observation chez [’homme
de manifestations
dhypervitaminose

- Trés bonnpe tolérance
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Les techniques générales de dosage des vitamines et en particulier de la vitamine
B, ou mnboflavine peuvent étre utilisées aussi bien pour les milieux biologiques, les
produits pharmaceutiques et les tissus animaux ou végétaux.

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

différent en fonction du type de produits.

II-1. METHODES D'EXTRACTION DE LA VITAMINE B, DES ALIMENTS

La littérature indique de nombreuses procédures d'extraction des vitamines du
groupe B (surtout By, B, ) de divers aliments. Le choix de ia 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 a 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 systémes enzymatiques et stabiliser les

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

L'hydrolyse enzymatique avec des enzymes, telles que la clarase, la takadiastase,
la papaine, la phosphatase, Pajanine, permet de détruire les molécules apparentées, dans
le cas des vitamines B, la forme coenzyme et les esteis (15, 16, 33, 34).

FRoee - Diplsme o ttet do Doctoar ov Pharmacie » BONY F. Nicalee
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* Pour améliorer l'efficacité de I'extraction de la vitamine B,, de nombreux auteurs
associent a l'hydrolyse acide et enzymatique une purification de 1’extrait par une

déprotéinisation avec I’acide trichloroacétique (1, 8, 12, 16 ).

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

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

dans les aliments.

I 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 a I'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 a
- T'heure actuelle les méihodes chromatographiques, en particulier la chromatographie

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

vitamines (33).

Theso - Piplomeo & éeat do Dootear ov Bharmacio , BONY F- Nivaise
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I1-2-1. METHODES SPECTROPHOTOMETRIQUES DANS L’ULTRAVIOLET - VISIBLE

La spectrophotométrie dans Iultraviolet - visible s’applique au produit
renfermant des groupements chromophores (C=C, C=0, N=0, N=C, noyau aromatique

et noyau hétérocyclique).

La vitamine B, qui renferme dans sa formule développée (figure 2 ) des
groupements chromophores posséde en sclution acide chlorhydrique des maxima

d’absorption dans 1’ultraviolet - visible & 266nm, 375nm et 440nm (23).

I1-2-2. METHODES FLUORIMETRIQUES

La méthode fluorimétrique est basée sur la transformation de la vitamine B; en un
composé fluorescent en présence d’un mélange de pyridine, acide acétique, eau distillée
viviv(10: 1 :40).

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

secondaire a 550-570nm (33).

I1-2-3 METHODES 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).

TR - Diplome & seat do Doctear ov Barmacdie ; BONY F. Nloaieo
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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. CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE (C.L.H.P.)

Lcs techniques chromatographiques dont 1'origine remonte a 1903 3 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 progrés récents ne portant que sur une amélioration de la rapidité et la
spécificité des ..chniques ont abouti a la mise au point de la chromatographie liquide

haute performance (CLHP) (23).

I1-2-4-1. 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 Performance ( 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).

[1-2-4-2 Grandeurs fondamentales et données théoriques

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

< Les constituants a séparer ont des affinités différentes pour la phase stationnaire ;
% Les pics d'élution sont bien séparés, symétriques et gaussiens ;

% L'analyse est rapide.

11-2-4-2-1. Coefficient de distribution entre deux phases

Dans toute méthode chromatographique, les séparations sont fondées sur la
différence de distribution des espéces entre deux phases non miscibles (phase

stationnaire et phase mobile).

Pour un systéme 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 = coeemmmmem
Cum

- Cs et Cy désignent respectivement les concentrations du soluté a l'équilibre dans les phases

stationnaire et mobile.

FReee -%Jmémmw; BONY F- Nicaise
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11-2-4-2-2.Grandeur de _rétention et  d'affinité du  soluté pour la phase

Stationnaire (23, 24, 32 )

th OU Vm
S EiNG

d ou tr ou Vr ,

A

co s Y—

1

: Ligne de base

. : L

| L - - T
d
t

o
cm

ou mn

Figure 3: Chromatogramme 1llustrant les définitions ( 24 )

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

O largeur du pic a mi-hauteur

H : hauteur du pic.

Tr : Temps de rétention

To : 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

o : largeur de pic a la base ;
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- Le temps de rétention (t5) est le temps d’élution au sommet du pic mesuré

depuis I’injection de 1’échantillon ;

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

le soluté de la colonne.

- Le temps (1y) correspond au temps d’élution du volume de la phase mobile (Vy)

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

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

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

Cs . Vs VS
L= "SR
CM . VM VM

- Cs, C\s : concentration du soluté dans les phases stationnaire et mobile

- Vs,V : volume des phases stationnaire et mobile

- K : coefficient de partage.

Le facteur de capacité (K’) peut étre relié au temps de rétention (tr) par ia

relation :

tr=to(1+K’) =

tr -t

|
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Le temps de rétention et le volume de rétention sont des grandeurs
caractéristiques d'un soluté pour un systétme chromatographique donné et servent

comme moyen d'identification en analyse qualitative.
Aussi la durée d'une analyse peut étre modifiée en intervenant sur les paramétres
que sont ia longueur de ia 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).

II-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:

ta-to Kb

a: =

t;-to K

- tr; = tg du composé le moins retenu

- try = tg du composé le plus retenu

Pour avoir une séparation il faut o > 1.
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¢ Efficacité d'une colonne (23, 24, 32

L'efficacité d'une colonne dépend de I'¢largissement des pics chromatographiques

obtenus.

Par analogie aux phénoménes de distillation” ou d'extraction, on exprime
l'efficacité d'une colonne par son nombre de plateaux théoriques (N) calculé¢ par la

relation :

N=16(d/w)2=5,54(d/8 )

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

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

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

que, par conséquent, la HEPT est plus faible.

Ghewo - %J’Méwww; BONYY F. Necaiee
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[1-2-4-2-4. 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 2 1, les pics sont séparés

Rs < I les pics se chevauchent

On démonire que:

Rs= %(a-1/a).(K2/1+K%). N,*

N,: composé le plus retenu

La résolution apparait donc influencée par a (sélectivité), par K'; et K', (facteurs

de capacité) et par N (nombre de plateaux théoriques).
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[1-2-4-3. Appareillage

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

performance. Il comprend essentiellement (24) :
> un ou plusieurs réservoirs de phase mobile;
» un systéme de pompe;
> un systéme d'introduction des échantillons (systéme d'injection);

» un systeme de détection et d'enregistrement.

Systéme
Pompe d ’injection
s
& |
- - _.-_:-.-' Colonne
s Ay
Réservoir de phase mobile Détecteur

Integrateur - Enregistreur
Eluat

Figure.4: Schéma d'un chromatographe liquide haute performance (24)
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La vitamine B, est séparée sur colonne type NH, et surtout de type
hydrocarbonné (C;, Cs, Cis ) avec un mélange méthanol - eau ou acétonitrile-eau
comme phase mobile.

La détection est réalisée soit par fluorimétrie, soit par spectrophotométrie dans
I’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 a la détection spectrophotométrique (17, 43).
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f étude expérimentale effectuée au département de chimie Analytique-

Bromatologie de ’'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 B; ;

- L’application au dosage dans les farines a 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.

Fheee - Diplome o' ttat do Docteur ov Pharmadic , BONY F. Nicaieo
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I-1 MATERIEL

1-1-1 ECHANTILLONNAGE

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

destinées a I’alimentation des nourrissons :

K/

%  La premiére catégorie comprend trois (3) farines industrielles vendues en
Officine de pharmacie et dont les teneurs en Vitamine B, sont indiquées par le fabriquant
sur le conditionnement :

o A - Farine de ceréales lactée biscuitée pour nourrissons des 4 mois dosée
a 800pg de Vitamine B, pour 100 g de Farine.

o B - Farine 7 céréales pour nourrissons dés 4 mois dosée & 600ug de
Vitamine B, pour 100 g de farine.

o C - Farine de mais au SOJA pour nourrissons dés 4 mois dosée a 300ug de

Vitamine B; pour 100 g de farine.

%  La deuxiéme catégorie est constituée par la farine I? ou farine "5 céréales”
préparée par le service de Diététique Préventive de I’Institut National de Santé Publique
(INSP) d’Abidjan et proposée dans le cadre de la réhabilitation nutritionnelle des

NOWITISSONS :
e (Composition : Mais blanc.............. 1 kg
Mais jaune.............. 1 kg
Mil . 1 kg
Rizlocal................. 1 kg
Arachide.................. 0.5 kg
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e Préparation

Les céréales et ’arachide sont dorées isolement en les faisant griller a feu doux et
en évitant de les briller. Elles sont ensuite broyées jusqu'a 1’obtention d’une farine.
Les différentes farines obtenues sont séchées, puis mélangées jusqu'a I’obtention

d’une farine homogéne.

La farine commerciale A4 a été choisie pour les différents essais de mise au point de

la méthode d'analyse de la vitamine B,

I-1-2 VERRERIE ET ACCESSOIRES

e Eprouvette graduée ( 20 ml )

e Erlenmeyer en Pyrex (125 ml )

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

e Papier aluminium

e Papier Filtre (WHATMAN n°40 & 125 ml )

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

e Tubes a hémolyse
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I-1-3 REACTIFS

Tous les réactifs utilisés sont de qualité analytique

o Acétate de sodium ( PROLABO)

¢ Acide acétique 99%-100% (PROLABO)

¢ Acide chlorhydrique 35% ( PROLABO)

¢ Acide trichloroacétique ( PROLABO)

o a-Amylase : Takadiastase (SIGMA A6211)

e Carbonate d’ Amonium pur (NH; ),CO; (MERK)

e Chlorure de potassium KCL (RIEDEL - DE HAEN)
e Meéthanol pour CLHP (PROLABO)

¢ Riboflavine (SIGMA R4500 )

I-1-4 PREPARATION DES SOLUTIONS

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

d’acétate de sodium par de I’eau distillée.

o Acide chlorhydrique 0,IN : Diluer dans une fiole jaugée de 1000ml, 8.83ml
d’acide chlorhvdrique 35% par de I’eau distillée.

o Acide trichloroacétique 50% ( m/v ): Dissoudre dans une fiole jaugée de 100ml,
50mg d'acide trichloroacétique par de l'eau distillée
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o a-Amylase 6% ( m/v ) : Préparation extemporanée de la quantité suffisante pour

I’analyse a raison de 0,06mg pour 1 ml d’eau distillée.

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

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

o Chlorure de potassium 1% ( m/v ): Dissoudre dans une fiole jaugée de 1000mi,

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

o Dihydrogénophosphate de potassium 1% ( m/v ). Dissoudre dans une fiole jaugée
de 1000mi, 10mg de dihydrogénophosphate de potassium par de I'eau distillée.

o Solutions de référence

v Solution mére de Riboflavine (100pg/ml ). Dans une fiole jaugée de 100ml
suspendre 10mg de Riboflavine dans 60ml d’acide chlorhydrique 0,IN ; chauffer sous
agitation permanente au Bain-Marie 100°c jusqu'a dissolution totale; Refroidir et
compléter a 100ml par I’acide chlorhydrique 0,1N. Conserver dans un flacon teinté au
réfrigérateur (+4°C).

« Solution standard de Riboflavine (1 pg/ml) : Diluer au 1/100*™ la solution
mére dans de I’acide chlorhydrique 0,IN

| 1-2-5 APPAREILLAGE

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

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

e Balance ( Précisa 808 M SCS)

e Balance de Précision ( SARTORIUS HANDY H51-F1)

Fhene - Biplsme &' ttoe do Docteur e Pharmacie ; BONY F. Nlodiee
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e Chromatographe liquide haute performance :

= Réservoir de phase mobile (vase clos en matiére plastique de 2 litres )
réservoir unique pour un régime isocratique

» Pompe (PERKIN ELMER *série200LC pump)

= Systéeme d'injection : Systéme a boucle de 20 pl. avec une Microseringue

en verre (25 ul)

*  Précolonne (HS-3 Silica )

» (Colonne de phase inverse Zorbax ODS ( OctoDodecylSylane )Sum 100A
(150x4.6 mmi. d.)

v Détecteur UV-Visible ( Applied Biosystems 785 A )

» [ntégrateur ( HEWLETT PACKARD HP 3395).

e Dispositif de Filtration type BUCHNER
~ Support a filtre

s [ijole a vide

Etuve (EMMERT )

Micropipettes (P200, P1000 ; GILSON )

o pHmétre électronique ( WPA CD7000)

Spectrophotométre UV-visible (SPECTRONIC GENESIS 5 SPECTROPHOTOMETER ).

Ghsse -%&J’Mé%mmﬂmmado; Q&A?/K.A"m
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I-2 METHODE

Le travail que nous avons réalisé comporte deux principales étapes :
% La mise au point de la méthode d’analyse ;

% Etla 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 4’analyse comporte deux phases :
< L’extraction ;

% Le dosage chromatogiaphique.

[-2-1-1 Méthode d’extraction

La mise au point de la méthode d’extraction a consisté au choix d’une procéduie

garantissant Ia stabilité de la vitamine B, 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 B, en trois phases :
e Hydrolyse acide
o Hydrolyse enzymatique
e Purification.

L'hydrolyse acide a été réalisée a l'étuve plutdt qu’a ’autoclave et ’hydrolyse

enzymatique avec une solution acqueuse d’a-amylase de type Takadiastase.

Fheae - Biplome o étos de Doctenr e Pharmacic » BONY F. Nicaiso
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Dans un souci de travailler sur des volumes réduits et aussi d’économiser les
réactifs, nous avons réduit dans la méme proportion (1/5™ ) les quantités de

I’échantillon et des réactifs.

[-2-1-2 Méthode de dosage chromatographique

La muse au point de la méthode de dosage chromatographique de la vitamine B, 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 B,
¢ Le choix d’une longueur d'onde de détection par spectrophotométriec dans

I’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).

IIs ont utilisé un mélange de méthanol - eau avec ou non de I’acide acétique et en y
additionnant des acides sulfoniques (contres ions organiques pour chromatographie

par paire d’ions ).

Nous avons proposé une phase mobile plus simple en substituant 1’addition des

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

Fheee —%J’mé@{w&wfmﬂwmb; QWQV Necaise
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Cette substitution a été proposée au vu des travaux de WILLS R. B. H.
et Coll (41) qu ont étudié : |

- La résolution des vitamines du groupe B sur deux types de phases stationnaires
(hydrocarboné Cig et NH,) ;

- La rétention et la séparation de ces vitamines par variation de la proportion du
mélange méthanol - eau et en y additionnant ou non de I’acide acétique, des sels ou des

contres ions organiques pour chromatographie paire d'ions .

Les différents essais ont été réalisés de la maniére suivante :

*¢ Apprécier I'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 B, aux faibles
concentrations |

¢ Ajuster par ’acide acétique le pH a 5.7 ( pH pour une meilleure séparation des

vitamines du groupe B ) (41).

L’appréciation de la réiention de la vitamine B, a été réalisée par le calcul du
facteur de capacité K’ (grandeur caractérisant la rétention d’un soluté¢ ) & partir du
chromatogramme de la solution standard & 1pg/ml; Les meilleures valeurs étant

comprises entre 2 et 5.

La séparation du pic chromatogaphique a été évaluée par [’analyse du
chromatogramme d’un extrait de farine A additionné de 20pg de vitamne B, pour
’identification du pic chromatogaphique.

Pour les différents essais le débit de la phase mobile a été fixé a 1ml/mn et la
longueur d'onde de détection dans l'ultraviolet a 254mn.
Fheeo - Diplome o stat de Doctear enw Pharmacie , BONY F. Nivaise
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»  Essais des phases mobiles proposées par TOMA R. B. et Coll, et
WIMALAZIRI 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 & 0.6 avec I’addition d’acide acétique indique

une faible rétention de la vitamine B,.

Fhoeo - Diplomeo &' état de Doctear e Pharmacie ; BONY F. Nicaiso
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(a) K'=28 (b)

-~

o]
: U

-

STHRED

STaRT

Figure S (a) et (b) :
: Chromatogramme de la solution standard ( 1pg/ml ) correspondant a la phase mobile n°1 :

(@)

- Méthanol
-H,0

(40 % )
(60 %)

(b) : Chromatogramme de la solution standard ( 1pg/ml ) correspondant a la phase mobile n°2 :

- Méthanol

(39%)

- Acide acétique ( 1 %)

- H,O

(60 %)

Fheeo - Biplome o &tat do Doctenr ev Pharmacie ; BONY F- Niaaiso
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» Essais de phases mobiles avec substitution de [’addition des contres ions par

des sels

Les deuxiémes essais ont été réalisés en remplagant 1’eau distillée par une solution

acqueuse a 1% de sel ( chlorure de potassium ou carbonate de d’ammonium )

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

rétention de la vitamine B,, par I’augmentation de la polarité de la phase mobile.

L’analyse des chromatogranumes (figures 6, 7, 8, 9 ; pages 46 et 47 ) ainsi obtenus
moentre une augmentation du temps de rétention, plus élevée pour le carbonate de

d’ammonium par rapport au chlorure de potassium.

Les factews de capacité indique de meilleure rétention avec la proportion de

méthanol a 30%.

GReee —%J’mé%dammﬂwm,- BONY F. Nicaiee
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Figure 6 : Chromatogramme de la solution standard ( 1pg/ml ) correspondant a la phase mobile n°3
- Méthanol (30%)
- Acide acétique (1 %)

-KCL 1% (69 %) pH =285
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Figure 7 : Chromatogramme de la solution standard ( 1pg/ml ) correspondant a la phase mobile n°4:
- Méthanol. (30%)
- Acide acétique (1 %)

- (NH4),CO; 1% (69 %) pH=520
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Figure 8 : Chromatogramme de la solution standard ( 1pg/ml ) correspondant a la phase mobile n°5:
- Méthanol (25%)
- Acide acétique (1 %)
-KCL 1% (74 %) pH=29
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Figure 9 : Chromatogramme de la solution standard ( 1j:g/ml ) correspondant a la phase mobile n°6:
- Méthanol (25%)
- Acide acétique (1%)
A NH,),CO; 1% ( 74%) pH=522

Fheeo - Diplome &' état do Docteur ene Pharmacio , BONY F. Nicaise
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» Séparatibn du pic chromatogaphique de la vitamine B, aux faibles

concentrations

'L’¢valuation de la séparation du pic chromatogaphique de la vitamine B, aux

faibles concentrations a été faite avec la solution standard a 0.02pug/ml.

L’analyse des chromatogrammes (figures 10 et 11 ; page 49 ) montre que le
carbonate d’aminonium permet une séparation du pic chromatogaphique de 1la

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

Fhaeo - Diplsme &' état de Doctenr ey Pharmacio ; BONY F. Nloaleo
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Figure 10 : Chromatogramme de la solution standard ( 0.02pg/ml ) correspondant a la phase

mobile n°3:
- Méthanol (30%)
- Acide acétique (1%)
-KCL 1% (69 %) pH=29
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Figure 11 : Chromatogramme de la solution standard ( 0.02ug/ml ) correspondant a la phase
mobile n°4:
- Méthanol (30%)
- Acide acétique ( 1 % )
- (NH4),CO; 1% (69 %) pH =5.20
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» Ajustement du pH a 5.7

L’ajustement du pH a 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 a I’analyse chromatographique de la solution standard a

1pg/ml et a ’extrait de farine 4 additionnée de vitamine B,.
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Figure 12 : Chromatogramme de la solution standard ( 1pg/ml ) correspondant a la phase mobile n°7:
- Méthanol (30%)
- Acide acétique (0.75 %)
- (NH4),CO; 1% (69.25 %) pH=528
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Figure 13 : Chromatogramme d'un extrait de farine A additionné de 20ug de vitamine B, correspondant

a la phase mobile n°7 :
- Méthanol (30%)
- Acide acétique (0.75 %)
- (NH4),C0; 1% (69.25 %) pH=528
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Le facteur de capacité égale a 4.1 et ’analyse du chomatogramme de I’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 B, par la phase

mobile n°7.

On notera que Le choix des paramétres de l'intégrateur a été guidé par
I'appréciation de I'aspect qualitatif du chromatogramme de l'extrait de farine 4.
Les valeurs retenues sont les suivantes :
- Atténuation (ATT2") =5
- vitesse de dérculement du papicr (CHT SP) = 0.8
- Seuil de sensibilité (THRSH ) = 1

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

Le choix de la longueur donde de détection par spectrophotométrie dans
I’Ultraviolet - Visible a été fait par le tracé du spectre d'absorption de la vitamine B, en
suivant ['évolution de I'absorbance en fonction de la longueur d'onde de la solution

standard 1 pg/ml de vitamine B, au spectrophotomeétre Ultraviolet - Visible.

Le tableau IV et le spectre d’absorption (figure 14 ; page 53 ) indiquent deux
- maxima d’absorption de la vitamine B, en solution chlorhydrique 0.1N: 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 I’Ultraviolet - Visible la détection est généralement faite a des

longueurs d’onde supérieures a 250nm pour éviter I’absorption des phases mobiles (24).

Showo - Diplsme & ttat do Doctear e Pharmacie ; BONY F. Nipaieo
Theme » Miee au poins & une méthode & anafyee do la vicamine B ow Ribgflavine par Gliromategraphic Figuide Hauto Popformance (CEXE ).
Application aw doegge dane log farince & baeo do ctréales.



ETUDE EXPERIMENTALE 53 MATERIEL ET METHODE

Tableau IV : Absorbances de la solution standard & 1ug/ml en fonction de la longueur d'onde

Longueur d'onde Absobances du Standard
(nm) (1pg/ml)
215 0.035
220 0.058
24 0.059
225 0.058
230 0032
235 0015
240 0.007
245 0.012
250 0.023
255 0.036
260 0.050
265 0.062
268 0.060
270 0.057
278 0.038
280 0.023
285 0018
290 0.011
300 0.021
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216 220 226 230 236 240 246 260 266 280 266 270 276 2900 296 200 246 300

Figure 14 : Spectre d'absorption de la solution standard a 1ug/ml
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[-2-1-3 Procédure d'analyse

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

La vitamine B, est libérée des complexes protéiques et des systémes enzymatiques
par une hydrolyse acide chlorhydrique, suivie d'une déphosphorylation des esters par une
hydrolyse enzymatique ( c-amylase ).

L'extrait est purifi¢é par une déprotéinisation et le dosage de la vitamine B, est

ensuite réalisé par Chromatographie liquide haute Performance en phase imverse.

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

1 g Farine + 1 ml Q- amylase 6 % :

12 ml Hel 0,1 N /— ° 0,4 ml acide
trichloroacétique

5 50%

(1) Etuve 121-124° C pendart 30 minutes

(2) refroidissement Rl R

(3) Ajustement pH a 44,5 par ]‘
de sodium (environ 1 ml)

Bain-marie 45-50° C pendant 3 heures

E D

(1) Bain-Marie bouillant 15 minutes
(2) Refroidissement et Ajustement pHa 4 -4.5
par acétate de sodium ( environ 1ml )

Eau distiliée pour 20 ml \;\ Papier filtre
- [ \ WHATMAN N°40

: CRXEN
Solution de dosage

Ghese —@Ww%’é&a&zﬁ@mw%maw; Q@W?/‘m
Fheme - Mise aw point & une méthode d analy de la vitami QMWMWWWWK({ZWE/




ETUDE EXPERIMENTALE 55 MATERIEL ET METHODE

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 biichner et dégazée sous vide, le vide étant maintenu jusqu'a l'absence de
dégagement de bulles d'air. La phase mobile est ensuite disposée dans le réservoir 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;),CO;3 1% (69.25% ) pH=538
Débit = 1ml/mn

Longueur d'onde = 266nm

Velume d’injection = 20ul

Avant tout début d'analyse on procéde & 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 a

cet effet.

Le conditionnement de la colonne est réalisé a faible débit ( 0.2ml/mn ) pendant
90 minutes. Aprés le conditionnement on remonte progressivement le débit jusqu'au débit

d'analyse.

FReeo - Diplome & ttar do Doctear enn Parmacio ; BONGY F. Nlcaise
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L'injection des échantillons est réalisée dans un premier témps en chargeant par
trois fois son volume la boucle de 20ul ( 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 1'intégration .
L'intégrateur donne des résultats qui sont exprimés en surface de pic.

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

méthanol - eau distillée ( 60/40 ).

1-2-2 VALIDATION DE LA METHODE D’ANALYSE

La fiabilité et la précision des résultats de la méthode d’amalyse vont étre

démontrées par une étude de validation.

Les paramétres utilisés pour la validation de la méthode sont les suivants
% Spécificité de la méthode ;
< Linéarité de la méthode ;
< Répétabilité de I'analyse chromatographique et de 'ensemble de 1a procédure ;
% Exactitude de 1a méthode ;

< Limite de détection de 1a méthode.

FReee -%&/&a&é%ww; BONY F- Nicaise
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[-2-2-1. Spécificité de la méthode

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

considérée.

lllll

fractions d'éluat du pic au Tr = 8.5mn (figure 15 ; page 58 ) d'un extrait de farine 4 au
spectre d'absorption de la solution standard de vitamine B, a 1ug/ml.

Le recueillement des fractions d'éluat de I’extrait de farine 4 se fait manuellement
partir de la 9 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 a essai puis évaporé
a l'étuve a 121-124°c jusqu'au volume d'environ 0.2 ml et ensuite le concentré est repris
par 1ml d'Hel 0.1N.

Cette  solution ainsi obtenue est analysée au spectrophotométre

Ultraviolet - Visible.

Fhoeo - Diplsmeo &' ttat do Doctear e Pharmacle ; BONY F. Nlcwieo
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Figure 15 : Chromatogramme d’un extrait de farine A
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[-2-2-2 Linéarité de la méthode

La linéarité est la capacité d'une procédure a obtenir a l'intérieur d'un certain
intervalle défini des résultats directement proportionnels a la quantité de substance a

examiner dans 1'échantillon;

L'é¢tude de la linéarité a été faite sur un gamme étalon obtenu par dilution
progressive de la solution mere et en déterminant les coefficients de corrélation et de
détermination exprimant la relation entre les surfaces des pics obtenus et les

concentrations en vitamine B,.

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

Gheee -%&J'méMnﬁamm;ngfm
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[-2-2-3 Répétabilité de la méthode

La répétabilité exprime la fidélité qui est I'étroitesse de I'accord entre une série de
mesures provenant de multiples prises d'un méme échantilion homogéne dans des

conditions prescrites.

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

équivaut au pourcentage de I’écart entre une série de valeurs et la valeur moyenne :

On.1
CV = 100
X
- X : moyenne
- 0,. : écart-type
- n : nombre de mesure
)ID. €
X =
n
Z(Xi-X)
On1=
n-1

La répétabilité a été étudiée :
e D’une part sur 1’analyse chromatographique en I’appliquant dix fois a deux
concentrations du standard ( 0.5 et 1pg/ml ) et a un extrait de farine 4 ;
e Et d’autre part sur I’ensemble de la procédure ("Whole test procedure ") en

appliquant toute la procédure d’analyse a six prises de la farine 4.

Fhoee - Dplome o' ttat do Doctear ene Bharmacie , BONY F. Nicaieo
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[-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 a quatre extractions de la farine 4 aprés ajout de quantité
croissante de vitamine B;.

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

farine A sans ajout.

Le rendement de la méthode d’extraction est égale a la moyenne des pourcentages

de récupération des ajouts.

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

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

intégrable.

Cette limite est déterminée en appliquant 1’analyse chromatographique a des

dilutions successives de la solution mére du standard.

Fhee - Diplome & ttat do Doctear en Bharmacie , BONY F- Nicaiso
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II-1 RESULTATS

1I-1-1 VALIDATIONDE LA METHODE D’ ANALYSE

[I-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 B,, avec deux maxima d’absorption a 230nm et

269nm.

Fheo - Diplsme &' état do Poctear ov Pharmade , BONY F. Necaise
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Tableau V : Absorbances du standard ( 1pug/ml ) et des fractions d'éluat d'un extrait
de farine 4 en fonctiou de 1a longueur d'onde

Longueur d'onde | Absobances du Standard | Absobances "Extrait de
(nm) (1pg/ml) Farine A"

215 0.035 -

220 0,053 -

224 0.059 -

225 0053 0.054
0.032

235 0.015 0.087

240 0.007 0.064 o

243 0.012 0.035

250 0.023 0.027

253 0.036 0.026

260 0.050 0.027

265 0.062 0.028

0.029

0.060
0057

275 0.038 0.029

280 0.023 0.029

285 0.015 0.026

290 0.01 0.025

300 0.021 0.022

216 220 226 230 235 240 245 250 256 200 265 270 278 280 285 200 295 300

Figure 16 : Spectres d'absorption du standard ( 1pg/ml ) et des fractions d'éluat d'un extrait de farine A

Fhoeo - Biplome & dtat do Doctear e Biarmacie ; BONY F. Noaieo
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II-1-1-2 Linéarité de la méthode

e Coefficient de corrélation : ¥ g;= 0.9998

o Coefficient de détermination : r*g= 0.9996

e Fqguation de la droite de régression :

y=745118.74 x - 8715.73 x: concentration en pg/ml
y: surface des pics

Les coefficients de corrélation et de détermination 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 B,.

Cette proportionnalité est représentée par la droite d'étalonnage (figure 17 page 65)
dont I'équation est : y = 745118.74.x - 8715.73

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

0.05ug/ml et 1.25pg/ml

FRoee - Diplsme &' état de Doctear en Bharmadis ; BONY F. Nicaise
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1I-1-1-3 Repétabilité de la méthode
1I-1-1-3-1 Répétabilité de I’analyse chromatographique
% Répétabilité du standard

Tableau VII: Repétabilité du Standard ( 0.5pg/ml )

SURFACE MOYENNE a1 Ccv
(ng/ml ) (ng/ml) (%)
I 364429
2 363123
3 353475
r 360511
s 370875 360206 5435.49
6 356542
7 364934
g 357802
9 358175
10 352194
Tableau VI : Repétabilité du standard ( 1pg/ml )
SURFACE MOYENNE Ca-1 Ccv
(pg/mi) (ng/ml) (%)
1 746613
2 735024
3 739972
1 715015
s 746865 735309 13130.63
6 711753
7 751259
8 745701
5 736124
10 724764

Les coefficients de variation obtenus pour les concentrations 0.5ug/ml et 1pug/ml

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

analyse quantitative des solutions de références.

Fhae - Piplome o' dtat do Docteur erv Pharmacte ; BONY F. Nlcaise
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< Répétabilité d'un extrait de farine A

Tableau IX : Repétabilité d'un extrait de farine 4

SURFACE CONCENTRATION MOYENNE Ou-1 Ccv
(pg/ml ) (pg/ml) (pg/ml) | (%)
1 536720 0.732
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 4 est inférieur a 5%, valeur
généralement admise dans les tests de répétabilité d'une analyse chromatographique d'un

extrait.

GReeo -%wd’mb%nmm%wdo; BONY F. Nicaise
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1I-1-1-3-2 Répétabilité de ['ensemble de la procédure” Whole test procedure "

Tableau X : Repétabilité I'ensemble de la procédure

SURFACE CONCENTRATION | MOYENNE Gu-t Cv
(pg/ml) (pg/ml ) (pg/ml) | (%)
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 a 10%, valeur généralement recommandée en analyse

alimentaire.

Fhaeo - Diplome &' ttae de Doceonr e Pharmacio ; BONY F. Nieaiee
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" II-1-1-4 Exactitude de la méthode

Tableau XI : Pourcentage de récupération

. Quantité total Quantité d'ajout Pourcentage d'ajout
Quantité ajoutée
(ng) trouvée trouvée récupéré
ng
(ng/g) (ng) (%)
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 57 95

Pourcentage de récupération =91 + 2.42%

Le rendement 91% est compris entre 90 et 100%, valeurs généralement

recommandées er analyse quantitative.

Fhese - %J’mé%mwﬂam; BONY F. Nicaise
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a- 1'-1‘-:5 }limite de détection de la méthode

Tableau XH : Evaluation de la limite de détection

CONCENTRATION
DILUTION : SURFACE
(ng/ml)

1/100 0.10 747131

1/200 0.50 361799

1/500 0.20 140102
1/2000 0.05 30957
1/5000 1328
1/10000 0.01 -

La limite de détection de la vitamine B, est égale a 0.02pg/ml

Fhase - Diplomeo &' étac de Doctear v Bharmadio ; BONY F. Nleaiso
Thome . Miso aw point & une méthode & anafyee do la vitani @ ouw Ribpflavine par Ghromatopraphie Fipaide Haute Loformance ( C.LFL ).
Apblicadion aw doegge danw les forince & baso do céréalce.




ETUDE EXPERIMENTALE 71 RESULTATS ET DISCUSSION

I1-1-2 APPLICATIONS AU DOSAGE DE LA VITAMINE B> DANS LES FARINES A BASE DE

CEREALES
Tableau XIII : Teneurs en vitamine B, des farines
TENEUR TENEUR
RAPPORT
ECHANTILLON DETERMINEE AFFICHEE (R)
( mg/100g ) (mg/100g )
A 0.800 1.7
B 0.600 15.9
C 0.300 1.33
D

La teneur en vitamine B, des farines industrielles 4, B et C sont supérieures aux
valeurs indiquées par le fabriquant sur le conditionnement.

La teneur en vitamine B, de la farine "5 céréales" est de 0.201ug pour 100g de

farine.

Fhese -%wd’mé%mn%m,-ﬁw.ffw
Fhome  Mivo an point d' ane méthode &' analyeo do by vitamine Be MWWMMWWMW%W(&&’WZ/
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II-2 DISCUSSION

La méthode d’analyse chromatographique proposée respecte les principes
généraux des techniques d’analyse et de contrdle dans les industries agro-alimentaires

des vitamines du groupe B (23, 33).

Notre méthode d’extraction est réalisée avec des quantités réduites de 1’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
’utilisation de contres ions organiques pour chromatographie par paire d’ions, mais
plutdt un sel (le carbonate d’ammonium ) plus favorable a la durée de survie de la phase
stationnaire (14).

Elle permet d’obtenir une bonne rétention de la vitamine B, (facteur de capacité

égale 4 4.01 ) et une bonne séparation de son pic chromatographique (figure 13 page 51).

Par ailleurs I'utilisation des sels permet une réduction du coiit de 1’analyse par

rapport aux contres ions organiques qui ont un coiit tres €levé.

11-2-1 VALIDATION DE LA METHODE D’ANALYSE

La validation de la méthode d'analyse a été menée avec des criteres du guide de
validation analytique établis par une commission de la Société Frangaise des Sciences et

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

procéduse d'analyse (5).

Fhese - Diplome &' stat do Doctour e Pharmacio QW.?JVW
Fhomeo . Mizo aw point & ane méthode & anafpee do l vitami Be 0w Ribpflavine par Cliromatographie Fguide Haute Lepformance (LHL. ).
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II-2-1-1. Spécificité de la méthode

Les résultats de I’étude de la spécificité (tableau V et figure 16 page 63 )ont
montré que le pic au Tr = 8.5mn (figure 15 page 58 ) posséde les points caractéristiques
de la vitamine B,.

- Cependant I'absence de symétrie autour des maximums d'absorption pourrait
étre imputable a la présence d'impureté due au mode de prélévement et aussi 3 Ia

composition complexe des farines qui sont des dérivés biologiques naturels.

Noire méthode d’analyse avec une méthode de détection par spectrophotométrie

dans I’ultraviolet posséde une spécificité d’analyse de la vitamine B>.

II-2-1-2. Linéarité de la méthode

Les coefficients 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

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

de 0.05a1.25pg/ml.

I1-2-1-3. Répétabilité de la méthode

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

procédure inférieur a 10% indique que notre méthode d’analyse posséde une bonne

répétabilité des mesures.

FReao - Biplome &' dtat do Doctonr en Pharmadie » BONY F- Nlcaise
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II-2-1-4. Exactitude de la méthode

La méthode d’extraction proposée avec des quantités réduites de 1’échantillon et
des réactifs donne un pourcentage moyen de récupération de 91% (Tableau XI page 69) ;
pourcentage supérieur & 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 1’ultraviolet a une limite de détection de 0.02ug/ml (page 70)
soit 0.04mg/100g d’aliment.

Cette limite est satisfaisante car proche des faibles teneurs en vitamine B, des

aliments, environ 0.02mg/100g d’aliment (Tableau I page 11 ).

WIMALASIRI P. et Coll (43 ) ont obtenu une limite de détection de 0.25ug/ml,

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

- II-2-2 APPLICATIONS AU DOSAGE DE LA VITAMINE B; DANS LES FARINES A BASE DE
CEREALES

Les différents résultats de I’étude de validation montrent que la méthode d’analyse

est performante.

Fhaeo - Diplomeo & état do Docteur o Pharmacio ; BONY F. Nioaiso
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L’application au dosage de la vitamine B, dans deux catégories de farines a base

de céréales destinées a I’alimentation des nourrissons montre que :

% Les trois farines industrielles (4, B, C ) ont les teneurs déterminées (1.358,
9.542, et 0.400mg/100g ) (Tableau XIII page 71 ) supérieures aux teneurs indiquées par
le fabriquant sur le conditionnement respectivement 0.800, 0.600, 0.300mg/100g.

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

En effet, dans I’industrie on procéde a la supplémentation en vitamine, afin
d’obtenir a la fin du process des produits diététiques a 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 4 et C sont donc supplémentées respectivement a 186% et 135%, alors

que la farine B est trés fortement supplémentée 1600%.

% La farine > 5 céréales >’ préparée et proposée par le service de Diététique
Préventive de I'Institut National de Santé Publique d'Abidjan est dosée a 0.201mg de
~ vitamine B, pour 100g de farine (Tableau XIII page 71 ).

La connaissance de cette teneur permettra 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 détermination dans la farine ¢ 5 céréales >’ devra étre élargie aux autres

vitamines du groupe B.

Fhaeo - Diplome &' état do Doctenr o Bharmocie , BONY F. Neoaise
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L a vitamine B, ou Riboflavine est un nutriment qui posséde un réle essentiel sur

la croissance.

Divers essais et analyses nous ont permis de mettre au point une méthode d'analyse
de la vitamine B, par Chromatographie Liquide Haute Performance comportant deux
étapes :

% DPextraction par une hydrolyse acide chlorhydrique et enzymatique
( a-amylase type Takadiastase ), suivie d’une 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 C,z (Zorbax )

> phase mobile,un mélange (30% méthanol - 0.75% acide acétique-69.25% (NH,),CO; 1%)

» débit de phase mobile a 1ml/mn

» détection dans l'ultraviolet a 266nm

» volume d’injection 20pl

Les Critéres de validation appliqués (spécificité, linéarité, repétabilité, exactitude
et limite de détection) ont donné les résultats suivants :

% Coefficient de corrélation = 0.9998 et Coefficient de détermination = 0.9996

% Coefficient de variation de l'analyse = 5.3 %

% Exactitude =91 %

% Limite de détection = 0.02 pg/ml ( 0.04mg/100g d’aliment ).

Ces résultats montrent que la méthode d’analyse est performante.

Fheeo - Dplomeo &' ttat do Docteur e Pharmacie , BONY F. Nicatse
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L’application au dosage de la vitamine B, dans deux catégories de farines a base
de céréales destinées a 1’alimentation des nourrissons montre que :

« Les farines industrielles ont leurs teneurs en vitamine B, déterminées
(1.358, 9.542, et 0.400mg/100g ) 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 I'Tnstitut de Santé Publique d'Abidjan dans le cadre de la réhabilitation

nutritionnelle des nourrissons est dosée a 0.201mg de vitamine B, pour 100g de farine.

Notre étude présente donc I’intérét :
» D’aider les diététiciens du service de nutrition de I’Institut National de Santé
Publique (IN.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’étre le point de départ de la mise au point des méthodes d'analyse
des vitamines du groupe B, contribuant ainsi 4 la mise en place de méthodes de contrdl:
de qualité des produits pharmaceutiques et a I'établissement de la table de composition

des aliments couramment consommés en Cote d'Ivoire.
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La vitamine B, ou Riboflavine est un nutriment essentiel a divers métabolisme de l'organisme. Elle constitue
un coenzyme de multiples réactions métaboliques au niveau de divers tissus et organes et posséde donc un rdle
essentiel sur la croissance.

La carence en vitamine B, provoque ciassiquement une augmentation insuffisante du poids et un retard de
croissance chez le nourrisson et I’enfant et des 1ésions de la peau et des muqueuses (surtout la muqueuse buccale ).

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

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

Divers essais et analyses ont permis de mettre au point une méthode d'analyse de la vitamine B, en
deux étapes :

% L’extraction de la vitamine B, par une hydrolyse acide chlorthydrique et enzymatique ( a-amylase type
Takadiastase ), suivie d'une purification par déprotéinisation ;

% Et le dosage par Chromatographie Liquide Haute Performance en phase inverse avec une phase
stationnaire C,; (Zorbax ), parcourue par un mélange (méthanoi 30% - acide acétique 0.75% -
(NH,),CO; 1% 69.25% ) au débit de 1 ml/mn et une détection dans l'ultraviolet 2 266nm, permettant d'obtenir une |
bonne rétention (facteur de capacité K’ égale a 4.01 ) et séparation au temps de rétention 8.5 minutes.

Les Critéres de validation appliqués (spécificité, linéarité, répétabilité, exactitude et limite de détection) ont
donné les résultats suivants :
% Coefficient .. corrélation = 0.9998 et Coefficient de détermination = 0.9996

>

% Coefficient de variation de I'analyse = 5.3 %

% Exactitude =91 %

% Limite de détection = 0.02 pg/ml ( 0.04mg/100g d’aliment ).
Ces résultats montrent que la méthode d’analyse est performante.

L’application au dosage de la vitamine B, dans deux catégories de farines a base de céréales destinées a §

‘l’alimentation des nourrissons montre que :

% Les farines industrielles ont leurs teneurs en vitamine B, déterminées (1.358, 9.542, et 0.400mg/100g ) :
supérieures aux temeurs 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 I'Institut de Santé )
bl
Pubiique d'Abidjan dans le cadre de la réhabilitation nutritionnelle des nourrissons est dosée a 0.201mg de vitamine
B; pour 100g de farine.

MOTS CLES : Analyse -- Céréale -- C.LH.P.-- Vitamine
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