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Présenté le 24 avril 1989. Accepté le 6 juin 1989

Recherche et dosage du f-caroténe dans
les denrées grasses

Determination of fB-Carotene in Fatty Foods

A. Etournaud, P. Beaud et |.-D. Aubort

Laboratoire cantonal, Epalinges-Lausanne
Assistance technique: J. Maire

Introduction

La recherche du f-caroténe dans une denrée alimentaire présente deux inté-
réts principaux: la mise en évidence d’une adjonction de colorant a titre d’additif
d’une part, et celle d’'une éventuelle falsification d’autre part. Son dosage per-
met, de plus, d’évaluer la teneur en provitamine A de la denrée examinée.

L’adjonction de f-caroténe de syntheése (E 161a, C. I. 40800) est une pratique
courante pour renforcer la coloration des denrées grasses (1, 2). Cependant, bien
que non limitée quantitativement, ['utilisation de cet additif est réservée, en Suis-
se, a certaines catégories d’aliments (3).

La présence de f-caroténe dans un produit laitier désigné «pur chévre» est un
indice certain de falsification (4). En effet, le lait de chévre ne contient pas de S-
caroténe, alors que ce colorant est toujours naturellement présent dans le lait de
vache (5).

Jusqu’a présent, le f-caroténe a été recherché dans les denrées grasses par
chromatographie sur couche mince (CCM) de I'insaponifiable (6). Son dosage
spectrophotométrique a été réalisé, soit directement (7), soit apreés chromatogra-
phie d’absorption sur colonne (8), ou encore aprés saponification de la matiere
grasse et purification de I'insaponifiable par chromatographie sur colonne (4).
Cette derniere technique était souvent appliquée au dosage simultané du B-caro-
téene et de la vitamine A (9—12).

Plus récemment, la chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
s’est révélée étre une technique beaucoup plus efficace pour le dosage de telles
substances. Il a été ainsi possible de doser le f-caroténe naturel ou ajouté en tant
que provitamine A, aprés saponification de la matiére grasse et extraction de I’in-
saponifiable (13, 14), ou apreés séparation du f-caroténe et des lipides par perméa-
tion de gel (15) ou directement, sans isolation du colorant (16).

Le présent travail propose une méthode simple et rapide pour séparer le S-ca-
roténe de la matiére grasse en vue d’une identification par CCM ou d’une analyse
par HPLC en phase inversée avec élution en régime isocratique.
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Partie expérimentale

Réactifs

Alcool (éthanol) 94% Ph. H. VI, sans adjonction

Solution aqueuse d’hydroxyde de potassium 60 g/100 g

Méthanol p.a. (Merck n° 6009)

Acétone Ph. H. VI, distillée

Sulfate de sodium anhydre p.a. (Merck n° 6649)

Hexane fraction purum (Fluka n°® 52790)

Acétone pour la chromatographie liquide (Merck n°® 20)

Acétonitrile pour la chromatographie liquide (Romil chemicals n® H049)

Méthanol pour la chromatographie liquide (Romil chemicals n° H410)

Dichlorométhane p.a. (Merck n° 6050)

Cyclohexane pour la spectroscopie (Merck n° 2822)

Colorants de référence: S-caroténe de synthése (Hoffmann-La Roche, Bale), a-ca-
roténe (Sigma n° C-0251) et lycopéne (Roth n° 4168).

Equipement

Evaporateur rotatif

Tubes a centrifuger de 15 ml et centrifugeuse de table

Colonne de chromatographie, diamétre 20 mm, longueur 20 & 30 cm avec fritte
Pl et robinet

Agitateur type «vortex»

Colonne d’extraction en phase solide «SEP-PAK» C;3 (Waters Associates n°
51910)

Cuve rectangulaire a fond plat et fermeture étanche pour le développement de
plaques de CCM de 20 x 20 cm ou 10 x 10 cm

Micropipettes a usage unique de 5 ou 10 ul

Plaques de CCM: voir sous Ildentification du [-caroténe par CCM

Filtres a usage unique 0,45 um, diameétre 3 mm (Millipore «<HV» ou Schleicher &
Schuell «Spartan»)

Spectrophotomeétre Kontron, modele «Uvikon 810»

Chromatographe HPLC: pompe Merck-Hitachi, modele 655 Al2 avec contréleur
modele L-5000, injecteur Rheodyne modele 7125 avec «loop» de 20 pul, détec-
teur spectrophotométrique Pye Unicam, modeéle LC3 avec lampe tungsténe-
halogene (380—600 nm), enregistreur-intégrateur Merck-Hitachi, modele D-
2000

Colonne de HPLC: voir sous Identification et dosage du [-caroténe par
HPLC
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Mode opératoire

Préparation de léchantillon

Fromages et autres denrées grasses complexes pour lesquels I’extraction préa-

lable de la matiere grasse est nécessaire:

peser dans un mortier 5 g d’échantillon, au besoin finement coupé, rapé ou
pulvérisé

pour les produits solides non péteaux, ajouter quelques gouttes d’eau et
broyer jusqu’a obtention d’une pite homogéene

mélanger soigneusement cette pite avec 15 g de sulfate de sodium anhydre
transvaser la poudre obtenue dans une colonne de chromatographie conte-
nant déja une couche de 1 cm de sulfate de sodium

éluer avec 50 ml d’hexane, recueillir I’éluat dans un ballon «coeur» de 100 ml
évaporer totalement le solvant sous vide a I’évaporateur rotatif.

Les denrées grasses telles que mayonnaises et produits dérivés, sauces a salade

grasses et cremes glacées peuvent étre en général saponifiées directement. Au cas
ou une extraction de la matiére grasse se révélerait cependant nécessaire, proce-
der comme décrit ci-dessus.

Beurre, margarine, minarine, huiles et graisses: une préparation préalable de

I’échantillon n’est pas nécessaire.

Saponification

Peser 0,3 g a 0,5 g d’échantillon ou 0,3 g de matiére grasse extraite dans
un tube a centrifuger, ajouter 2,5 ml d’alcool et 0,15 ml de solution de
KOH

chauffer au bain-marie bouillant quelques minutes, en agitant de temps en
temps, jusqu’a obtention d’une phase liquide homogéne

ajouter 2,5 ml d’eau distillée et refroidir sous un courant d’eau froide
centrifuger si nécessaire.

Isolation du [f-carotéme par extraction en phase solide (SPE)

Conditionner la colonne «SEP-PAK» Cg en faisant passer goutte a goutte suc-
cessivement 2 ml de méthanol et 5 ml d’eau distillée

faire passer la totalité du mélange réactionnel de saponification

laver la colonne avec 2 x 10 ml d’eau distillée puis 5 ml de mélange acétone-
eau 70:30 (v/v)

éluer le f-caroténe avec 2 ml d’acétone, récupérer I’éluat dans un ballon
«coeur» de 5 ml

évaporer immédiatement a sec a I’évaporateur rotatif a 30 °C

reprendre le résidu avec quelques gouttes d’acétone pour I'identification par
CCM, ou par 1,0 ml d’éluant HPLC pour I'identification et le dosage par
HPLC. Ces opérations doivent étre effectuées sans délai.
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ldentification du [-caroténe par CCM
Plaques de CCM:

— gel de silice 60 sans indicateur de fluorescence sur feuille plastique (Merck n°

5748)

Eluants:

— hexane-acétate d’éthyle 85:15 (v/v) (R approximatif du f-caroténe: 0,7)
— éther diéthylique-hexane 70:30 (v/v) (R; approximatif du S-caroténe: 0,8)
— hexane-benzeéne 85:15 (v/v) (Ry approximatif du f-caroténe: 0,4)

Exécution de la CCM:

— déposer sur la feuille de CCM quelques microlitres des solutions d’échantil-
lons et du standard de référence (f-caroténe env. 0,1% dans ’acétone ou le
chloroforme)

— développer dans lobscurité et sécher le chromatogramme a température am-
biante également dans ’obscurité

— observer les plaques immédiatement aprés séchage (les caroténes et caroténoi-
des sont photolabiles et les taches disparaissent rapidement).

ldentification et dosage du [-caroténe par HPLC
Colonne de HPLC:

— Spherisorb ODS-2, 5 um, longueur 250 mm, diameétre intérieur 4,6 mm.
Longueur d’onde de détection: 455 nm

Eluants:

— acétone-eau 95:5 (v/v), débit de 1,5 ml/min (temps de rétention approximatif
du f-caroténe: 5,3 min)

— acétonitrile-dichlorométhane-méthanol 70:20:10 (v/v/v), débit de 1,5 ml/min
(temps de rétention approximatif du f-caroténe: 9,5 min)

Standard de travail a 1 ug de [-caroténe/ml:

— peser environ 10 mg de f-caroténe cristallisé dans un jaugé de 20 ml et com-
pléter au trait de jauge avec du cyclohexane (solution stock qui ne se conserve
que quelques semaines au congélateur)

— diluer 100 ul de la solution stock a 10 ml (ballon jaugé) avec du cyclohexane
(dilution 1:100)

— enregistrer le spectre d’absorption de la dilution 1:100 entre 350 et 600 nm
dans une cuvette de 1 cm d’épaisseur (référence: cyclohexane), mesurer ’ab-
sorbance au maximum (A_,,) a 455—457 nm

— pour préparer le standard de travail a 1 yg/ml, diluer x ul de solution stock

dans 10 ml d’éluant HPLC, avec x calculé selon la relation suivante (référence
2, p. 842): 25

Amax

Remarque: La solution de travail doit étre préparée avant chaque série d’analy-
se (ou chaque jour) a partir de la solution stock en mesurant a chaque fois I’absor-
bance de la dilution 1:100 de la solution stock pour calculer la valeur de x.
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Exécution de la chromatographie HPLC:

— filtrer les extraits des échantillons sur filtre a usage unique 0,45 um

— injecter successivement les extraits des échantillons et le standard de travail
dans le chromatographe HPLC dans les conditions décrites ci-dessus

— comparer le temps ou volume de rétention avec celui obtenu avec la solution
de standard de référence

— quantifier par comparaison des surfaces des pics chromatographiques en utili-
sant, si nécessaire, des standards de travail de différentes concentrations.

Résultats et discussion

La saponification de la matiere grasse en milieu alcoolique peut étre effectuée
sans isolation préliminaire pour la plupart des denrées alimentaires grasses. Seuls
les produits complexes relativement solides et/ou pauvres en lipides, tels les fro-
mages, nécessitent une isolation préalable de la matiére grasse.

Le B-caroténe est isolé, apres la saponification directement du mélange réac-
tionnel, dilué au moyen d’eau, par extraction en phase solide (SPE) sur une co-
lonne Cy;. L'utilisation de cette technique, déja proposée (17—19) sous une forme
différente, a ’avantage ici d’éviter I’étape particulierement délicate de I’extrac-
tion liquide-liquide de 'insaponifiable. La fixation du #-caroténe en téte de la co-
lonne Cg est compacte. La plus grande partie des impuretés colorées ou non est
éliminée par le lavage au moyen d’un mélange acétone-eau 70:30, a I’exception
des substances de polarité comparable a celle du f-caroténe telle que le lycopéne.
L’élution des caroténoides non oxygénés est ensuite réalisée avec de 'acétone
pure.

L’extrait obtenu par ce procédé est suffisamment purifié pour permettre une
identification rapide et sire du f-caroténe par CCM avec les éluants proposés
(20, 21), ou son dosage par HPLC en moins de 6 minutes, en régime isocratique,
avec pour phase mobile un simple mélange acétone-eau (22), comme le montre la
figure 1. La longueur d’onde de détection choisie (455 nm) correspond au maxi-
mum d’absorption du f-caroténe dans les deux éluants proposés. Le taux de récu-
pération, déterminé a partir d’échantillons d’huile de colza enrichis avec du f-ca-
roténe pur a raison de 5 mg/kg, est supérieur a 95% (4 essais).

La technique ainsi décrite a été appliquée a ’examen de 26 échantillons de
denrées contenant de la matiére grasse (tableau 1). Dans 9 produits (minarines et
margarines principalement), I'adjonction de f-caroténe déclarée sur I’emballage a
été confirmée.

L’adjonction de f-caroténe en tant que colorant est aisée 2 mettre en évidence
lorsque il est absent a I’état naturel dans la denrée examinée. Elle n’est certaine
dans les autres cas, que lorsque la teneur mesurée dépasse largement la concentra-
tion naturelle dans le produit en tenant compte, le cas échéant, de la proportion
des ingrédients qui en contiennent.
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Fig. . Chromatogrammes HPLC du standard de travail a 1 ug de f-caroténe/ml (A4), de
I’extrait d’'une minarine (3,1 mg/kg de B-caroténe ajouté) (B) et de I’extrait de la ma-
tiere grasse d'un fromage au lait de vache (3,8 mg/kg mat. gr. de B-carotene d’origi-
ne naturelle) (C).
Eluant: acétone-eau 95:5 (v/v), débit 1,5 ml/min. Autres conditions chromatogra-
phiques: voir partie expérimentale

Tablean 1. Dosage du f-caroténe dans des produits gras

Désignation du produit Nombre Concentrations en
d’échant. fB-carotene (mg/kg)

Minarines 5 2,6/2,8/3,2/3,4/3,6

Margarines 3 2.2.270.7

Sauces (type mayonnaise) 4 nd*/nd/nd/0,4**

Huiles et graisses végétales 3 nd/0,9/2,6

Mayonnaise 1 nd

Beurre 1 2.5

Créme glacée 1 0,6

Sauce a salade 1 nd

Fromage au lait de chévre 4 nd/nd/nd/nd

Fromage au lait de vache 1 3,8 (sur matiere

grasse)
Jaune d’ceuf 1 Q2%

* nd = non décelé (inférieur a 0,05 mg/kg d’échantillon ou de matiére grasse)
** sauce contenant aussi 0,2 mg/kg d’a-carotene
“** contient aussi des traces d’a-carotene
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La limite de détection pratique de la méthode est de 0,05—0,1 mg de f-carote-
ne par kg d’échantillon ou de matiére grasse. Cette limite est bien suffisante pour
atteindre I'objectif fixé. Elle peut étre encore abaissée en reprenant I’extrait éva-
poré avec un plus faible volume d’éluant HPLC. Ainsi, sur la base d’une teneur
minimale en B-caroténe dans la graisse de lait de vache d’environ 3 mg/kg (12),
la présence de 5% de matiére grasse d’origine bovine dans les fromages au lait de
cheévre peut étre aisément décelée (fig. 2). En pratique, tout lait de cheévre ou
produit «pur chévre» dont la teneur en f-caroténe est supérieure a 0,05 mg/kg de
matiére grasse, peut étre suspecté de falsification par adjonction de lait de vache.

o
m

Mr——l——h——— PUN
r L] I T

L 1 LI 1
0 2 L 6 min 0 2 i 6 min

Fig. 2. Chromatogrammes HPLC de Pextrait de la matiére grasse d’un fromage au lait de
chevre (D) et de 'extrait de la matiére grasse d’un fromage au lait de cheévre enrichie
avec 5% de graisse extraite d’un fromage au lait de vache (E).
Eluant: acétone-eau 95:5 (v/v), débit 1,5 ml/min. Autres conditions chromatogra-
phiques: voir partie expérimentale

Si la séparation chromatographique obtenue avec le mélange acétone-eau
comme phase mobile est satisfaisante pour la recherche de I’adjonction de f-ca-
roténe en tant qu’additif alimentaire — il n’y a pas d’interférence avec le lycopéne
éventuellement présent — elle ne convient cependant pas pour un dosage précis
de ce précurseur de la vitamine A, n’étant que partiellement séparé de ses isome-
res, notamment ’a-caroténe. Par contre, la technique de la chromatographie li-
quide en phase inversée avec éluant non aqueux, proposée par Parris (23) pour la
séparation des composés treés peu polaires, permet d’atteindre aisément ce but.
Parmi les différents mélanges de solvants non-aqueux utilisés dans le domaine
des denrées alimentaires (15, 19, 24—29), celui développé par Nelis (30), a base
d’acétonitrile, de dichlorométhane et de méthanol, permet avec la colonne pro-
posée une séparation suffisante des isomeéres a et § du caroténe en moins de 12
minutes (fig. 3). A relever qu’en pratique, le passage d’un éluant aqueux a un
¢luant non aqueux, sur la méme colonne en phase inversée, nécessite un lavage
intermédiaire soigneux de la colonne au moyen d’acétonitrile pur.
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Fig. 3. Séparation par chromatographie HPLC d’un mélange de lycopene (7, 0,9 ug/ml), a-
caroténe (2, 0,4 ug/ml) et f-caroténe (3, 1 ug/ml).
Eluant: acétonitrile-dichlorométhane-éthanol 70:20:10 (v/v/v), débit 1,5 ml/min.
Autres conditions chromatographiques: voir partie expérimentale

Résumé

Une méthode simple et rapide est décrite pour la recherche du f-caroténe dans les den-
rées grasses. Apres saponification de la matieére grasse, le colorant est isolé directement du
mélange réactionnel par extraction en phase solide sur une colonne Cjg et identifié par
CCM ou dosé par HPLC en phase inversée et régime isocratique, en moins de 6 minutes.
Les résultats de I’examen de 26 échantillons de denrées grasses sont présentés.

L’emploi d’'un éluant non aqueux permet de séparer le f-caroténe de son isomere « et
ainsi de doser avec précision cette provitamine A.

Zusammenfassung

Eine schnelle und einfache Methode zum Nachweis von f-Carotin in fetthaltigen Le-
bensmitteln wird beschrieben. Nach Verseifung des Fettes wird der Farbstoft direkt aus der
Reaktionsmischung durch Festphasenextraktion auf einer Cg-Sdule isoliert und durch
Diinnschichtchromatographie identifiziert oder quantifiziert mittels isokratischer Umkehr-
phasen-HPLC in weniger als 6 Minuten. Die Resultate der Untersuchungen von 26 Proben
fetthaltiger Lebensmittel werden vorgelegt.

Die Verwendung eines nicht wisserigen Eluents erlaubt die Trennung des f-Carotins
von seinem a-lsomeren, so dass eine genaue Bestimmung dieses Provitamins moglich ist.

Summary

A simple and rapid method is proposed for the analysis of f-carotene in fatty foods. Af-
ter saponification, the colouring agent is extracted directly from the reaction mixture on a
C,; solid-phase extraction column and identified by TLC or quantitated using reverse-pha-
se HPLC in isocratic conditions, within less than 6 minutes. The results of the investiga-
tion of 26 samples of fatty foods are presented.
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The use of nonaqueous reverse-phase HPLC allows a separation of f-carotene

from its @ isomer so that an accurate determination of this provitamin A is possible.

10.

11.

12:

13:

14.

13:

lé.
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