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Détermination du cristal violet dans le poulet par
chromatographie liquide a haute performance

Quantification of Gentian Violet in Chicken Tissue Using High Performance
Liquid Chromatography

Key words: Gentiane violet, Oxydation, HPLC, VIS detection

Oscar Dafflon, Hansjorg Gobet et Herbert Koch

Office vétérinaire fédéral, Liebefeld-Berne

Introduction

Le Cristal violet (CV) est un colorant qui fait partie de la classe des triphényl-
méthanes (fig. 1). Le chlorure d’hexaméthyle pararosaline a cause de ses propriétés
fongicides et antiparasitaires, est utilisé pour ’élevage de volaille. Chez le poulet,
le CV est absorbé et métabolisé en grande partie sous forme de leuco cristal violet
(LCV) dans le foie. Ce métabolite (LCV) est formé par la microflore intestinale,
responsable de la réduction du CV en LCV (1).

Concernant la toxité du CV, selon le «National Center for Toxicology Re-
search», certains dérivés du triphénylméthane ont été reconnus cancérogenes (1).

En Suisse, le CV n’est a ce jour pas enregistré comme médicament vétérinaire
pour les animaux de rente et par conséquent, les résidus de CV dans les produits
carnés ne sont pas tolérés.
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Fig. 1. Cristal violet
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Dans le cadre de notre offlce, nous avons effectué des contrdles de qualité chez
la volaille d’élevage, dans le tissu musculaire, nous n’avons que rarement mis en
évidence des résidus de CV (tableau 2). Les méthodes actuelles proposées a I’ana-
lyste pour la détermination du CV dans les matrices biologiques sont la chromato-
graphie liquide a haute performance (HPLC) avec détecteurs électrochimique (1)
ou spectrophotométrique (2, 3). Les techniques citées dans la littérature nécessitent
un «Clean up» poussé et par conséquent nous compliquaient la méthode. I objectif
de ce travail est de proposer une méthode simple et fiable pour le dosage en routine.
La méthode proposée nécessite une extraction du CV avec acétonitrile en milieu
acide, un dégraissage avec hexane et finalement une oxydatlon deda LCVien CV
avec le dioxyde de plomb. La séparation du CV s’effectue i ’aide d’une chromato-
graphie a paire d’ions et d’une élution isocratique. La détection se fait dans le
domaine du VIS 4 588 nm. La limite de détection par rapport a la matrice est de
1,0 pg/kg.

Partie expérimentale

Reéactifs

Acétonitrile, Chromasolv (Riedel-de-Haén 34851)
Acide citrique monohydrate, p.a. (Merck 244)
Dichlorométhane, Chromasolv (Riedel-de-Haén 34856)
Dioxyde de plomb (IV), p.a. (Merck 7407)

n-Hexane, Chromasolv (Riedel-de-Haén 34859)
Méthanol, Chromasolv (Riedel-de-Haén 34860)
Pentasulfonate de sodium monohydrate, p.a. (Fluka 76955)
Acide perchlorique, p.a., 60% (Merck 518)

Sulfate de sodium, p.a. (Merck 6649)

Cristal violet (Merck 15940)

Leuco cristal violet (Aldrich-Chemie 21, 921-5)

Acide ortho-phosphorique, p.a. (Merck 573)

Solution d’hydroxyde de sodium, 10 mol/I

Cellite, p.a. (Fluka)

Solution mére 100 mg/l, peser avec exactitude: 25 mg de cristal violet dans 25,0 ml
de méthanol.

Solution d’étalonnage 25 pg/l: Diluer la solution mere 1:400 avec méthanol.
Tampon citrate 0,1 mol/l pH 5,0: Dans un ballon de 100 ml dissoudre 2,1 g d’acide
citrique monohydrate dans env. 80 ml H2O, ajuster le pH 2 5,0 avec NaOH 10 mol/I
et compléter a 100 ml.

Dioxyde de plomb (IV) 5% (Cellite/PbO2 95:5)

Dans un mortier, triturer 0,25 g de PbO> avec 5,0 g de cellite.
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Appareillage

Appareil HPLC, HP 1050, Hewlett-Packard

Détecteur, Spectra 100, UV/VIS, Spectra-Physics

Intégrateur, HP 3396, Series 111, Hewlett Packard

Agitateur mécanique, Vortex-Génie-2-Mixer, Auer Bittmann Soulié
Centrifuge, Hettich-Rotanta, téte de centrifuge, diam. 12 cm
Evaporateur rotatif, Biichi

Polytron, Kinematica

Mode opéraroire

Traitement de [’échantillon

Dans un verre a centrifuger de 100 ml, on introduit 10 g de matrice homogénisée,
40 ml d’acétonitrile acide (0,8 ml d’acide perchlorique 60% par litre d’acétonitrile)
et 5 g de sulfate de sodium. Mixer pendant 5 min avec polytron, ajouter 10 ml de
dichlorométhane et mixer pendant 1 min. Centrifuger a 4000 tours/min pendant
5 min. Lextrait est évaporé a sec a I'aide d’un évaporateur rotatif sous une pression
de 100 mbar, température du bain-marie: 40 °C. Lextrait est repris par 10 ml
d’acétonitrile et 5 ml d’hexane, agiter vigoureusement et décanter I’hexane. Répéter
une deuxie¢me fois le dégraissage. Evaporer I’extrait a sec (conditions d’évaporation
ci-dessus mentionnées), le reprendre avec 4 ml de méthanol.

A 1,0 ml de cette solution, on ajoute 0,1 ml de tampon citrate pH 5 et 10 mg de
dioxyde de plomb. A T'aide d’un agitateur mécanique, agiter vigoureusement
pendant 30 secondes. Centrifuger 2 4000 tours/min et injecter immédiatement
Pextrait sur la colonne.

Conditions chromatographiques

Pré-colonne LiChrospher 100 RP-18, 4 x 4 mm (Merck 50957.0001)
Colonne LiChrospher 100 RP-18, 250 x 4 mm (Merck 50833.0001)

Solution A Acétonitrile: H3PO4 0,05 mol/l
(93 +7)

Phase-mobile 0,01 mol/l pentasulfonate de sodium
dans la solution A

Débit de I’élution 1,5 ml/min

Température de la colonne 3050

Volume injecté 30 ul

Temps de chromatographie 8 min

UWV/VIS Signal 588 nm

Temps de rétention 4,25 min
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Résultats et discussion

Oxydation du leuco cristal violet

Dans des conditions trés douces, a pH 5, le leuco cristal violet (LCV) (fig. 2a)
est oxydé a I’aide du dioxyde de plomb en cristal violet (CV) (fig. 2b). La réaction
d’oxydation a été optimisée en fonction de la concentration du PbO2 et du pH (fig.
3 et 4). Le rendement de la réaction approche les 100%. Le pH est déterminant lors
de 'oxydation du LCV par le PbO2.

A pH 2,5, a différents niveaux de concentration de PbO,, on constate une
décomposition du LCV et la formation de produits secondaires, pics 1 et 2 (fig. 4).
Le mélange du PbO2 avec la cellite permet un dosage précis de ’oxydant et facilite
le contrdle de la réaction d’oxydation.
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Pour des raisons de sécurité des résultats et de commodités pour I’analyse de
routine, ’oxydation s’effectue 3 pH 5, avec 10 mg du mélange Cellite/PbO3z (95:5).
Le temps de réaction a été fixé a 30 secondes avec une agitation mécanique (fig. 2b).
Lafigure 5 présente le chromatogramme d’un échantillon négatif, avec et sans ajout
de LEV:

Dans les conditions chromatographiques utilisées on observe avec un ajout de
25 pg/kg de LCV dans la matrice, le CV pic principal: Temps de rétention (Tr) =

5,20 min.

Choix de la chromatographie

Le CV en milieu acide existe sous forme de cation immonium. La chromatogra-
phie a paire d’ions constitue donc une méthode de choix pour la séparation des

résidus de CV.

cv ov
cV

i L
! T T T i I T T

L 1 i ]
1 1
0 2 4 6 8min 0 2 4 6 8min O 2 4 6 8 min
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Fig. 3. Oxydation a pH 5,0 d’une solution standard de leuco cristal violet (25 pg/l) en fonction
de la concentration du PbO:z (Conditions chromatographiques: voir partie

expérimentale)

Domaine de détection

La détection dans le domaine du VIS 4 588 nm augmente la spécificité de la
méthode et supprime la grande partie des interférences provenant de la matrice.

Clean up

La technique du «Clean up» de la matrice a I’avantage d’étre simple et rapide.
Elle facilite la mise en ceuvre sans endommager la colonne.
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Calibrage

La calibration de I'intégrateur s’effectue au moyen d’une seule solution d’éta-
lonnage (25 pg/l) apres avoir contrdlé la linéarité de la réponse du détecteur pour
les concentrations habituelles de travail, de 2,5 2 50 pug/l. Les échantillons contenant
des concentrations élevées sont dilués dans le domaine de la courbe d’étalonnage.

Quantification des résidus de cristal violet

La quantification des résidus de cristal violet se fait a partir d’une solution
standard de CV (a conserver a ’abri de la lumiére) (Fig. 2c¢).

Cas d’échantillons positifs
Pour éviter de «faux positifs», les échantillons positifs sont systématiquement
analysés sans ajout de PbO2. On observe une suppression du pic positif.
Evaluation de la méthode

Le taux de récupération a été controlé par addition directe de 25 pg/kg de leuco
cristal violet dans un échantillon négatif. Les résultats sont résumés dans le ta-
bleau 1.

Tablean 1. Taux de récupération du leuco cristal violet dans le poisson par HPLC (Condi-
tions chromatographiques: voir partie expérimentale)

Leuco cristal Retrouvé Sy cvr Taux de
violet ajouté % écart type écart tYFe récupération
(Lg/kg) (moyenne) (ug/kg) relatif en %
(= 5) : de I’ajout
(ng/kg)
25 21,30 1,15 5,40 85,2

b cvy éeart type relatif en pourcent de la moyenne

Rapport d’examen 1992

Le tableau 2 résume les résultats d’analyse du cristal violet dans le poulet. 2,5%
des échantillons analysés contiennent des résidus de CV.
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Tablean 2. Rapport d’examen 1992 des résidus de cristal violet dans 159 échantillons de chair
de poulet importé

Echantillons analysés 159

Limite de détection’ . 1,0 ug/kg
Echantillons positifs 4 (> 1,0 ng/kg)
Valeur maximale trouvée 2,5 ng/kg

par rapport a la matrice

Reésume

Une méthode par HPLC est décrite pour le dosage des résidus de cristal violet dans la
chair de poulet, avec détection spectrophotométrique dans le domaine du VIS a 588 nm. Le
mode opératoire proposé est simple et rapide, il peut étre utilisé pour ’analyse de routine.
Les ajouts de leuco cristal violet (LCV) donnent un taux de récupération relativement éleveé.
La limite de détection (1 pug/kg) est excellente; par conséquent, cette méthode peut étre utilisée
pour I’analyse de traces de résidus de CV dans le poulet.

Zusammenfassung

Diese HPLC-Methode beschreibt die Riickstandsbestimmung von Kristallviolett in
Poulet. Die Messungen werden im visuellen Bereich bei 588 nm durchgefiihrt. Es handelt
sich um ein unkompliziertes, schnelles Verfahren, welches in der Routineanalytik angewen-
det werden kann. Die mit 25 ug/kg Leuko-Kristallviolett versetzten Proben ergeben eine
recht gute Wiederfindung und auch die Empfindlichkeit ist gut. Die Nachweisgrenze betrigt
1 pg/kg Poulet. Deshalb kann diese Methode auch in der Spurenanalytik angewendet werden.

Summary

A HPLC method is described for the residue analysis of crystal violet in chicken. The
detection is performed using visible spectroscopy at 588 nm. The proposed procedure is very
simple, rapid and can be used for routine purposes. The results of spiked samples give
recoveries with good precision at different levels of concentration of leuco cristal violet. The
detection limit (1 ug/kg) is very low. Therefore, this method may be used for the analysis of
trace residues of crystal violet in chicken.
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