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Donnet Julien 2007

Extraction des composés volatils de boissons aromatisées a base de malt par la
technique SAFE

Extraktion der flichtigen Komponenten von Gewirzten Malzgetranken mit der
SAFE Technik

Résumé :

Le but de ce travail est d’extraire puis d'identifier les composés volatils de divers malt et de boissons maltées
(a 'arébme d’ananas) a l'aide de la technique SPME ainsi que de la technique SAFE (solvent assisted flavour
evaporation), suivie d'analyses en GC-MS. Ces deux techniques pourront alors étre optimisées et
comparées. Des analyses en SPME dynamique seront aussi testées. Durant ce travail, une quantification
sera également effectuée en GC-FID afin de déterminer les taux de recouvrement par la technique SAFE de
certains composés de I'arbme ananas présents dans cette boisson a base de malt. Pour cette quantification,
des extractions liquide/liquide ainsi que des extractions SPE seront testées et utilisées afin de concentrer les
extraits SAFE (aqueux) dans un solvant organique.

L’'optimisation des paramétres SPME a donné pour I'adsorption de la fibre un optimum de 30 minutes a 60C
avec une fibre divinylbenzéne/carboxéne/polydiméthylsiloxane. Les tests effectués en SPME dynamique
n'ont pas été concluants. La SPME statique reste donc la meilleure alternative. Quant au SAFE, le débit
optimal déterminé a été de 2 ml/min pour une température du ballon de distillation de 40C. Les quatre
composés principaux identifiés en SPME sur tous les types de malt sont I'hexanal, I'acide acétique, le
benzaldéhyde et I'acide hexanoique. Pour ce qui est de la boisson a base de malt aromatisée a I'ananas, les
composés extraits par SPME et par SAFE sont principalement des esters, comme par exemple le butanoate
d'éthyle, l'acétate de pentyle ou le caproate d’allyle. Ces volatils proviennent essentiellement de I'arbme
ananas. La meilleure méthode d’extraction des composés volatils a partir de I'extrait aqueux du SAFE s’est
avérée étre la SPE, I'éther étant utilisé comme éluant. Enfin, les résultats des taux de recouvrement SAFE
des composés volatils de I'arbme ananas se sont montrés satisfaisants. En effet, pour la grande majorité des
composés, ceux-ci atteignent des valeurs supérieures a 70%. Cette technique permettrait alors de pouvoir
reconstituer un ardbme quelconque de composition inconnue a partir de différents produits alimentaires.

Mots-clés : Extraction, volatil, ardme, malt, ananas, boisson, SPME, SAFE, SPE, GC-MS/FID

Zusammenfassung :

Das Ziel dieser Arbeit ist das Herausschreiben sowie die fliichtige Kompenenten Identifikation der diversen
Maltzen und Malzgetrdnken (mit Ananas Aroma) mit der Hilfe der SPME sowie der SAFE Technik (solvent
assisted flavour evaporation) folgend die GC-MS Analyse. Diese zwei Techniken kdnnen danach optimiert
und verglichen werden. Dynamische SPME Analysen werden auch getestet. Wahrend dieser Arbeit wird eine
Quantifikation in GC-FID durchgefuhrt damit die Deckungsraten aufgrund der SAFE Technik einiger Ananas-
Aromen Kompenenten in diesem Malzgetrank herausgefunden werden kénnen. Flissiges Extraktion sowie
SPE Technik werden fir diese Quantifikation getestet und benutzt um die SAFE Extrakte in einem
organischen Lésungsmittel zu konzentrieren.

Das Optimum von 30 Minuten zu 60° mit einer Faser divinylbenzen/carboxen/polydimethylsiloxan wurde
durch die Optimisation der SPME Parameter fir die Absorbierung erreicht. Die in der SPME Dynamik
durchgefiihrten Tests waren nicht Uberzeugend. Die statische SPME bleibt die beste Alternative. Wiederrum
wurde fur den SAFE ein optimale Leistung von 2ml/min fir eine Temperatur des distillierten Ballons von 40°
erreicht. Die vier in SPME identifizierten Hauptkompenenten aller Malztypen sind Hexanal, Acetic Acid,
Benzaldehyd und Hexanoic Acid. Was die Malzgetréanke mit Ananas Aroma anbelangt, sind die Kompenenten
Extrakte durch SPME und SAFE prinzipiell Esters, wie zum Beispiel Butylsaurethylester,
Essigesaurepentylester oder hexylsaurepropenylester. Diese Volatile kommen hauptséchlich vom
Ananasaroma. Die beste extraktions Methode der Volatil-Kompenente vom wasserigen Extrakt des SAFE
wurde als die SPE bestétigt, der ather wird als Lésungsmittel benutzt. Letztendlich wurden die Resultate der
Deckungsrate SAFE des Ananasaroma Volatils als befriedigend herausgestellt. Die Mehrheit der
Kompenenten erreichen Werte tber 70%.

Schliisselworter: Extraktion, fliichtige, Aroma, Malz, Ananas, Getrank, SPME, SAFE, SPE, GC-MS/FID




HEVs Travail de dipldme Julien Donnet

Remerciements

Ce travail de diplédme a été effectué au sein ddriprise Fayrouz Manufacturing
& Technology Centre a Bulle, plus précisément &olatoire de contrdle qualité.

Je souhaiterais, par ces quelques lignes, reméociess les personnes qui m'ont
aidé, de pres ou de loin, a la réalisation deaett de dipldome :

» Messieurs Ennio Cantergiani, Chef du contréle g¢giadit Pascal
Fuchsmann, Ingénieur en chimie, pour toutes lesntammdes de matériel,
leur soutien ainsi que leurs précieux conseilsjont permis de me guider
au travers de ce travail.

» L’ensemble des collaborateurs de I'entreprise Rag/mour leur accuell et
leur gentillesse tout au long de mon travail.

» Le personnel du laboratoire pour leur soutient l®nne humeur
guotidienne.

» Monsieur Stéphane Brodard pour le partage de smrabiet son accueil
chaleureux.

= Monsieur Urban Frey, professeur responsable, pggicsnseils durant le
travail.

Heés

Haute Ecole Spécialisée
de Suisse Occidentale '3'

21.11.2007



HEVs Travail de dipldme Julien Donnet
TABLE DESMATIERES
1 INTRODUGCTION ...ttt eem e e e ettt ettt e a e e e e e e te e et ta e eaeeaeeaeeeeeaaataaaeeeaaeeesbsbnnaeaaaaaaee 6
11 3 Y B USSR 6
0 R I T (o TN (= 0 - | PRSP PRPPP 6
1.1.2  Lemalt dans [a DIBIE .. ... ..ottt 8
O T = o - 1 7= Vo 1= OO PO PUPRPR PP 9
O O S = (o] 4 (=] = Uod 1o ) o PSRRI 10
1.15 Les divers types de Mall...... ..o e e s 11
1.2 LES AROMES....etttetiiuiitetiee e et ettt et e e ekttt e e s ettt e e e s o et e e e e e e ee e et e e e e ek bbb e e e e e e ae et e e e e e e ee e e e e e 11
1.3 LES TECHNIQUES ANALYTIQUES. ...t ttetuteetteeamteeateeaseeaseeaaseeeaaeasasesasaeeanseessesssseaassesasesssseeansensnns 12
1.3.1  LateChniQUE SPIME .......cooiiiiiiiiiiie e immeeene ettt e ettt e e e e st ee s s st ee e e e snbbaee e e e s s nntbabeaaenas 12
1.3.2  LateChniQUE SAFE ... ittt ettt e e e et e e e e s sttt e e e s s bbb e e e e e e e rnae s 13
1.3.3 I T (=T ol o T [0 oIS PP 14
2 PARTIE EXPERIMENTALE .....ooiiiiit ittt ettt ettt ettt ee et en e stessne e e see st eene e 15
21 IVIATERIEL ...ttt ettt ettt e e e e e e bt e e e e e sk bbbt e e e e e s e e e e e s e b e e e e e e e an e e e e e s 15
2.2 REACTIFS ET TOXICOLOGIE ... ttteutaasieeasteeateeaaseeaaseaaneeaaseaaseeesaeeaasesaaseeaaseeanseeasessasesaseesssesenns 16
2.3 Y=g T ] =SSR 16
2.3.1  Optimisation des parametres SPME...........occeuiiiiiiiiiiiii et 16
2.3.2 Identification des composés volatils de divers Salt............cceeeeeiiiiiiiiie st 17
2.3.3 ST 1Y 0 Y/ = U ] o [ 1= PSP 17
2.3.4  Appareillage du SAFE (solvent assisted flavour @VaHioN).............ccuuveereerniiiiereees e eee e 19
2.3.5  Déroulement d'Un €SSAI SAFE..........oii it 22
2.3.6 Optimisation des parametreS SAFE ........oii oot e e e 22
2.3.7 Identification des composés volatils dans I'ext@HFE ...............cccvviieeiiiiieeee e e 23
2.3.8  Taux de reCOUVIEMENT SAFE ...........coi ittt ettt e st e e e eies 24
24 PROVENANCE DES ECHANTILLONS ...ttt etteeuteeateeaaueeaseeeameeeamseaaueeansesaaseeaasesasseesnsessasesssseenseessnes 25
25 PARAMETRES GC .....oiiiiiiiii ittt ettt e e e e s et e e s s b e e e e e e e et bnn e e eeeeas 25
2.5.1  Parameétres GC-MS POUN 12 SPME .........coiiiiiieeee ettt st e s 25
25.2 Parametres GC-MS pour 1€S iNJECHIONS [IQUIOES cmmuuererrieeeiiiiiiieee et e e e e e e e e e e e e e 26
2.5.3  Paramétres du détecteur de masse...........
254 Parametres GC-FID pour la quantification
3 RESULTATS ET DISCUSSION.......cciiiiiiiiiieeeeeeeeeee
3.1 OPTIMISATION DES PARAMETRESSPME .......ccoiiiiiiiierieeiee e
3.2 IDENTIFICATION DES COMPOSES VOLATILS DE DIVERS MALTS,
3.3 SPMEDYNAMIQUE ...ttt ettt e ateeeeaeeasteesmeeeameeaseeamteeaeeeaeeeesseeaaaeeseeeanseeanseesnneesneeanseesseeaaseens
3.4 OPTIMISATION DES PARAMETRESSAFE ....ooiiiiiiiiiiiiiiiie e meermne e
IDENTIFICATION DES COMPOSES VOLATILS DANS'IEXTRAIT SAFE ... 36

3.5
He

S

Haute Ecole Spécialisée
de Suisse Occidentale '4' 21.11.2007



HEVs Travail de dipldme Julien Donnet
3.6 TAUX DE RECOUVREMENTSAFE ...ttt ettt 40
3.6.1  Taux de reCOUVIEMENT SPE ...........coouiii ettt ettt e st e e st aanreee s 40
3.6.2  Taux de recouvrement SAFE SANS MAaLNICE.....ccceueemeeeiiiiiiiiieie ettt 41
3.6.3  Taux de recouvrement SAFE @VEC MALNICE.....cuuceaaoieeeiiiiiiiee ettt ee e e 41
3.6.4  Comparaison entre les extractions SAFE €t SPME..........oooiiiiiiiiiiii e 44
4 CONCLUSION ET PERSPECTIVES .....ooiiiiiiiiiiiie ittt e e e e e e e e s e e s 45
5 TABLEAUX ET FIGURES ..ottt e e e reeeeeeee e 46
6 BIBLIOGRAPHIE ... ..ottt e e e e e e e et e eet b e aa e e e e e e e e eaesbanaaaaaaaaaees 47
7 ANNEXES ... oot ettt ettt et ettt e et e e e e e e e e e e ea e bt a et e et nanrrnees 48
Abréviations

ADP : Adénosine diphosphate

ATP : Adénosine triphosphate

DVB : Divinylbenzéne

GC-FID : Chromatographie en phase gazeuse coupléalatecteur & ionisation de flamme

GC-MS : Chromatographie en phase gazeuse coupgéspactrométrie de masse

m/z : Rapport masse sur charge

PDMS : Polydiméthylsiloxane

SAFE : Solvent Assisted Flavour Evaporation
SPE : Solid Phase Extraction
SPME : Solid Phase MicroExtraction

Heés

Haute Ecole Spécialisée
de Suisse Occidentale '5'

21.11.2007



HEVs Travail de dipldme Julien Donnet

1 Introduction

1.1 le malt

1.1.1 L'orge et le malt

Le malt est une céréale germée, en général del'blgrge commune est une céréale a paille. C'est
donc une plante herbacée annuelle de la famillepdesées. Elle est la plus ancienne céréale
cultivée et est caractérisée par ses épis aux ésngarbes.

Parmi les variétés cultivées, on distingue :

» les orges d’hiver, résistantes au froid, envirosgjua -15 degrés ; elles peuvent avoir des
épis plats a 2 rangs de graines ou des épis cigirel a 6 rangs de graines. Les variétés
d'orge d'hiver a 6 rangs portent le nom d’escourgédles se sement de fin septembre a
début octobre et ont besoin d’étre bien instal&esnt I'hiver.

» les orges de printemps, sensibles au gel, au e¢glétatif plus court, se sement en février-
mars.

L'orge, céréale secondaire, est une importanteovess énergétique en alimentation animale (orge
de mouture) mais est pauvre en protéines et demarédee complétée. En alimentation humaine,
son principal débouché est la brasserie. L'orgengeret grillée donne le malt, dont le produit de
fermentation est la biere. Les malteurs sont exitge&n termes de calibrage et de teneur en
protéines qui doit rester faible. Ce sont les tésiéle printemps qui ont leur préférence [1][2].

®

grains d‘org[2]

Figure 2 : illustration d

Figure 1 : illustration d'orge [2]

Hés so

Haute Ecole Spécialisée
de Suisse Occidentale '6' 21.11.2007



HEVs Travail de dipldme Julien Donnet

En 2004, la production mondiale d'orge s'est éleaéE55 millions de tonnes pour une surface
emblavée de 57 millions d’hectares. Seize paysse¥al80 % de cette production (voir tableau 1).

Tableau 1 : liste des principaux pays producteurs’drge [2

Principaux pays producteurs
Surface cultivée | Production
(Mha) (Mt)
Russie 9,30 18,00
Canada 4,16 13,04
Allemagne 2,24 12,97
Ukraine 4,49 11,08
France 1,63 11,00
Espagne 3,18 10,58
Turquie 3,50 9,00
Australie 3,76 7,79
Etats-Unis 1,63 6,10
Royaume-Uni 1,01 5,86
Danemark 0,71 3,73
Pologne 1,09 3,48
Chine 0,85 3,20
Maroc 2,31 2,76
Iran 1,60 2,70
République Tcheque 0,47 2,29

Le malt est principalement utilisé dans la fabiaatde boissons alcoolisées tels que le whisky et
surtout la biére. Il est aussi utilisé pour la fedtion de produits alimentaires comme le vinaidge
malt. Le maltage est une opération qui consistpeoduire, de fagon industrielle, le développement
naturel d'une céréale, généralement de l'orge,cierle froment s'y préte également, afin que cette
derniére produise certains enzymes et des sudrdg][1

Figure 3 : malt germé & partir de l'orge [2]

Hés

Haute Ecole Spécialisée
de Suisse Occidentale '7'

21.11.2007



HEVs Travail de dipldme Julien Donnet

1.1.2 Le malt dans la biére

Une biére est composée de 4 ingrédients principdex'eaude source pure (jusqu'a 10 litres pour

1 litre de biere; elle est analysée afin d'appodes garanties au brasseur quant a sa pureté
bactériologique ainsi que ses caractéristiques nalies),du houblon (entre 150 et 250g pour 100
litres de biére) pour I'amertume, les arébmes, pisation et la digestibilitéde I'orge (130g environ
pour un litre de biere) qui devient malt aprés dgeation etde la levure (6g environ pour un litre)
permettant la fermentation alcoolique mais donmassti le godt et le parfum.

Fermentation alcoolique : 43,05 + 2 ADP + 2 P ---> 2 ¢HsOH + 2 CQ + 2 ATP
glucose éthanol

La longue transformation de ces éléments en blétales sur une durée variant de 2 a 3 semaines
(bieres industrielles) a quelques mois (bieres dedey de haute fermentation, trappistes...).
La fabrication de la biére comporte 3 phases paies :

- le maltage : c'est une germination limitée degéoqui a pour but de développer le potentiel
enzymatique du grain.

- le brassage : pendant cette étape I'amidon duasahydrolysé en sucres fermentescibles par les
enzymes du grain. Il comprend les opérations deassage du malt, de brassage proprement dit, de
filtration, de cuisson et d'aromatisation par duliion.

- la fermentation : les sucres fermentescibles sansformés en alcool par des levures de biére au
cours d'une étape de fermentation principale etedatape de maturation en cave de garde. [3]

5. Cuve 7. Chaudiere
matiére a mo(t

9. cave de garde 11. Soutirage

i

1. Cuve atremper 3. Touraille

=il )

10. Filtre 12. Etiquetage

4. Concasseur a 6. Cuve 8. Cuve de
malt filtre fermentation

Figure 4 : illustration du procédé de fabrication c la biére [3]

2. Germoir

Lors de la fabrication de simples boissons maltéssttapes 8 (cuve de fermentation) et 9 (cave de
garde) sont éliminées.

Hés
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1.1.3 Le maltage

Le principe du maltage consiste a reproduire leslitions idéales de développement du grain d'orge
(chaleur et humidité) afin qu'il produise certaiaazymes (cytases, amylases, phosphatases,
protéinases, peptidases) nécessaires a la saaztanif de I'amidon, et donc a la fabrication de
l'alcool lors de la fermentation. Une fois les citiods réunies, I'orge commencera a produire des
enzymes qui lui permettront [2] [4]:

= de pénétrer a travers la barriere hémicellulosigfuainsi de pouvoir accéder a ses réserves
d'amidon ;

= de transformer I'amidon notamment en glucose, déuainétabolisable par les levures
(produisant ainsi de l'eau et du §0O

Le maltage se déroule en 4 étapes :
> le trempage, qui consiste & mettre I'orge a trerpprdant une dizaine d'heures.

» la germination, qui est la période durant laquélege va commencer a germer, et donc
produire des enzymes telles que l'amylase. CetHipeétlure environ une cinquantaine
d'heures, variable en fonction de I'orge, et domaissance a ce que l'on appelle le « malt
vert ».

> le touraillage, qui consiste a sécher le « malt ygson humidité passe de 45% a 4%) dans
un four a air a une température de 40°C duranttinemtaine d'heures. Lors de cette étape, le
malteur effectue un « coup de feu » ou le « mait weest chauffé jusqu'a atteindre une
température comprise entre 85°C et 105°C durant 4 Reures: c’est la torréfaction.
Torréfier est I'action de rétir les grains de mptur donner une saveur et une couleur
particuliere a la biere. Cette étape est crucialeaest la durée de la torréfaction qui va
déterminer la teinte du malt ainsi que le goQGtaldiere. De méme, le taux d'humidité va
jouer sur I'arbme de caramel.

» le dégermage, qui consiste a débarrasser le matsieadicelles.

A l'issue de cette étape le malt est un élémenteimgii peut étre conservé prés d'un an.

Péricarpe Episperme

Bouclier

Epithélium Couche d'aleurone

Racines
Membrane

. . cellulaire
— 09 ° Grain d'amidon

O R0 2 Ciment protéique

Endosperme modifié (aprés maltage) Endosperme avant maltage

Figure 5 : section longitudinale d’'un grain d’orge[2]
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L'extrait de malt est une bouillie formée de farmaltée mélangée avec de I'eau et ayant subi un
processus d'hydrolyse enzymatique. Les moléculetenoes dans les graines de céréales maltées,
généralement de I'orge maltée, sont transforméesepanzymes générés lors du maltage en des
molécules plus petites et plus simples, utilisalplesla plante pour sa croissance. Ce mélange de
molécules facilement digestibles lors de leur comsation peut étre concentré apres filtration, ce
qui donnera un sirop appelé extrait de malt. Lepsaontient essentiellement des dérivés de I'amidon
(maltose principalement), des acides aminés issua ttansformation de protéines, des vitamines et
des sels minéraux [1] [4].

1.1.4 La torréfaction

La torréfaction est le nom de I'étape ou le matt«egrillé » a haute température : cette étape €onn
larbme et la saveur caractéristique au malt. Cs#teeur est donc dépendante de la durée de la
torréfaction. Lors de celle-ci se produisent dextiéns appelées réactions de Maillard : ce sosit de
réactions de brunissement non enzymatiques quiesurent lors des différents traitements subis par
nos aliments : cuisson, torréfaction, conservatignillage. A ces réactions, on peut également
associer les réactions de dégradation thermiqueuwd®ss, des acides aminés et des vitamines [5].

Louis-Camille Maillard fit part de sa découvertemenante a L’Académie des Sciences le 8 janvier
1912. Alors qu'il travaillait sur la synthése deotgines par chauffage, il obtint par hasard des
substances aromatiques et colorées qu'il identifienme des mélanoidines (figure 6), polymeéres
bruns responsables de la couleur et de la savemonbreux aliments : crolte du pain, café et
chocolat torréfiés, biére... La réaction de Maillast un ensemble de réactions physico-chimiques
complexes qui, durant I'échauffement (la cuissgrpduisent, entre autre, les ardbmes et les
colorations brunes. Ainsi, alors que le malt vertlasse distinguer que 3 ardbmes, sa torréfacion v
conduire a I'émergence de centaines de composgmtigoes. Cette réaction met en ceuvre, dans
des substrats biologiques ou agroalimentairescdegposés présentant des groupements réducteurs
(aldéhydigues ou cétoniques), et des composés amimnéréagissent entre eux pour produire des
substances aromatiques et colorées [6] [7].

Figure 6 : la mélanoidine

Hés
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1.1.5 Les divers types de malt

Le malt peut étre péle ou foncé, suivant sa tocti&fa, mais, quelle que soit la recette utilisée,
'ingrédient de base de toute boisson est le nélk.pSouvent employé seul, on lui ajoute parfois
d’'autres ingrédients, par exemple des céréalesesurthlts spéciaux (plus foncés), mais il compte
habituellement pour 75 % du poids des ingrédiehizart le malt péle, il existe des dizaines d’'asitre

malts plus ou moins torréfiés comme par exemplmadt foncé, le malt caramel, le malt chocolat
(fortement torréfié) et le malt noir (trés fortermeorréfié) [8].

1.2 Les arbmes

On a longtemps eu I'habitude de rapprocher l'ar@oeparfum : c’est qu'il existe en effet de
grandes analogies dans les conceptions, dans lésresapremiéres utilisées, dans les techniques
aussi, a tel point que se sont bien souvent lesanéirmes qui exercent la double activité. Par
contre, si depuis la plus haute Antiquité le parfarsu définir son individualité, I'arbme est resté,
juste titre d’ailleurs, totalement intégré a I'aéint.

Ainsi, tous nos aliments et toutes nos boissonsquEnt des constituants odorants que nous
percevons inconsciemment. Cette regle est valaliié gjagisse de produits frais ou de produits
préparés, qu'il s’agisse d’aliments élaborés adiéson ou de produits industriels.

On peut alors définir I'ardme d’un aliment commenisemble des substances qui y sont présentes au
moment de sa consommation et capable d’intégregratsage gazeux respiratoire pour créer des
sensations olfactives. Cette définition exige lE&cigions suivantes :

> Le terme « ardme » est réservé a l'usage alimentair
» L’arbme est souvent le résultat d’'un mélange debrenses molécules

» Ces corps chimiques doivent avoir pour caractfiss de changer d’état en passant d'un
milieu le plus souvent aqueux & une phase gazdagsyuvoir atteindre I'organe olfactif au
travers du mucus nasal (solubilité adéquate) ajusid’étre des molécules réagissant avec
les membranes réceptrices de I'organe sensorighi@@cepteur).

L’expérience montre que les corps odorants présdemts un aliment le sont le plus souvent en
quantités infimes. Toutefois, certains ingrédidnén connus pour leurs caractéristiques aromatiques
(aromates,...) en sont notablement plus riches egample, prés de 40% d’oléorésine est présent
dans la noix de muscade. Mais on descend a degitggalargement inférieures (environ 1 pour
10'000) dans bon nombre de fruits. Les aliments@ammés se rapprochent plutdt de la deuxieme
proportion.

Chagque arébme extrait et analysé se révéle comme d@amélange de centaines de molécules. On
releve souvent dans différents ardbmes des moléaldesiques dans des proportions différentes ou
associees a d’autres molécules.

Dans la chimie des ardmes, les esters font pagtia g¢lus grande famille représentée avec prés de
40% des molécules, suivis des cétones, des aledmds que des aldéhydes. Il faut remarquer la
place essentielle occupée par les esters qui peimheles combinaisons multiples du fait qu'il stagi
d’'une réaction assez facile entre un alcool etaidea Principaux constituants des huiles essentiels
les terpénoides (myrcene, limonene, pinéne,...) onti@ralement une place trés importante dans les
substances aromatiques.
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Les scientifiques ont identifi€ des molécules ie$8antes d'un point de vue aromatique (pour
renforcer et améliorer le golt des arbmes), maisntgxistent pas dans la nature: ce sont les
substances aromatisantes artificielles. Lorsqg'eatrent dans la composition d'un aréme, celui-ci
est également qualifié d'artificiel.

Y

Contrairement a ce que l'on croit frequemment, meslécules odorantes n’ont pas un point
d’ébullition particulierement bas. Certes, des tates gazeuses a la température ambiante sont
odorantes (acétaldéhyde) mais d’autres ont un gbétullition situé majoritairement entre 200 et
250 °C.

Dans la majorité des cas, la solubilité dans I'éas corps odorants est plutét faible. Le nombre de
molécules qui passe en solution sera égalementidonde la pression de vapeur qui réegne au-
dessus de ce liquide [9].

1.3 Les technigues analytiques

1.3.1 Latechnique SPME

La Micro-Extraction sur Phase Solide est une mumigation du procédé d’extraction sur phase
solide. Cette technique d'extraction gaz-soliddiquide-solide, commercialisée depuis 1993, est le
plus souvent couplée & la chromatographie en phageuse (CPG) en vue de l'analyse des
COmposeés extraits.

Cette méthode, qui n'utilise pas de solvants ogyess et ne nécessite qu'un trés faible volume
d'échantillon se décompose en deux étapes. La @rem@iape, d'extraction, consiste en un équilibre
de partage entre une phase solide et une phasesgaze liquide (adsorption ou absorption). Cette
phase solide est un film polymeére (longueur 1 goajgseur 7 a 100 pm) enrobant une fibre en verre
de silice (diametre 100 um), 'ensemble étant g®tdans une aiguille creuse amovible. L'aiguille
amovible a pour réle de percer le septum du flamamtenant I'échantillon & analyser ; la fibre est
alors déployée hors de l'aiguille et plongée soiaiement dans I'échantillon, a I'état liquide ou
gazeux, soit au-dessus de I'échantillon (le headgpa I'état liquide ou solide. Les solutés se
concentrent alors dans la phase solide polymériaeseconde étape consiste en la désorption
thermique des solutés adsorbés. Pour ce fairapia fle silice, recouverte du film polymeére et
protégée dans l'aiguille creuse, est plongée damgjecteur CPG chauffé. Une fois dans l'injecteur,
la fibre est a nouveau déployée hors de l'aiguileuse protectrice et les solutés sont alors
rapidement désorbés et transférés vers la coloen€RIG pour analyse. Ce systéme permet une
analyse exclusivement qualitative [10]. Différetyses de fibres sont présentés dans la figure 7.
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Poly(diméthylsiloxane),PDMS Poly(acrylate)

Divinylbenzene, DVB
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Figure 7 : différentes phases solides polymériqué¢sl]

1.3.2 Latechnique SAFE

La mise au point de techniques sophistiquées afinéparer les composés aromatiques volatils des
non-volatils dans des matrices alimentaires paides de I'extraction et / ou de la distillatioréta

une tache difficile depuis des centaines d’ann&egmurd'hui, I'enrichissement de I'odeur active des
volatils a partir de matrices alimentaires compéereste un défi, tout comme l'identification et la
guantification des aliments odorisants.

En général, les techniques appliquées doivent tpasux exigences suivantes:

» Les composés qui contribuent beaucoup a un cegiiih ne devraient pas étre l'objet de
distinctions particulieres

» Les conditions ne devraient pas modifier la stmetes principaux composés aromatiques

» Les composés non volatils qui pourraient interféegc la séparation par chromatographie
en phase gazeuse devraient étre completement éimin

La distillation par entrainement a la vapeur estmpdes plus anciennes techniques utilisées pour
séparer les volatils a partir de matériaux non tilelaroutefois, bien que les extraits aromatiques
puissent étre obtenus trés rapidement et tres simgit par cette méthode, les températures éleveées
appliqguées au cours de la distillation peuvent ooeda la formation d'artefacts, en particulier
lorsque des sucres et des acides aminés librepegsents dans I'échantillon alimentaire [12]. En
effet, lors d’'une distillation classique a pressamosphérique d’'une boisson en solution aqueuse
(dans le cadre de ce travail), la température diébn de celle-ci avoisine les 100 °C, ce qui
provoque la formation de composés indésirablesipaméactions de Maillard (voir chapitre 1.1.4).
Ces artefacts synthétisés ne permettent alorsddiigenir un profil aromatique qui représente la
réelle composition de I'extrait comprenant les titdarecherchés. Grace a la nouvelle technique
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SAFE (solvent assisted flavour evaporation), il gsssible de distiller cette méme boisson a des
températures beaucoup plus basses, ne provoquankap@rmation de ces artefacts. Ceci est
possible grace & un vide trés poussé (pressioigredte 10° mbar) obtenu avec une pompe
turbomoléculaire et un ballon de récupération daatis plongé dans un bain d'azote liquide (-
196°C). Ce systeme de différentiel de températut€me reli€ par I'appareillage pousse le passage
des volatils entrainés par I'eau dans ce ballorédapération (congélation), ce qui permet donc la
séparation avec les composés non-volatils.

De plus, l'appareil est stable et facile & manipute qui permet une bonne sécurité lors de son
utilisation sous haut vide. Une photo de I'apptagé SAFE avec la pompe turbomoléculaire est
présentée en figure 8.

Figure 8 : illustration de I'appareillage SAFE liéa la pe turbomoléculaire

1.3.3 Latechnique SPE

L’extraction sur phase solide est une étape deerdration des composés organiques présents dans
les matrices aqueuses avant analyse (p. ex. chwgnaghique). Cette méthode consiste a percoler
I'échantillon aqueux sur un support solide poulgpi€les analytes recherchés, puis de les récupérer
avec un volume minimum de solvant organique. Leqipe de I'extraction sur phase solide est

illustré ci-dessous en figure 9 [10]:

Extrait concentré
/ﬂ analysable par les
E chantillon dilué méthodes
chrommatog aph ques
Suppott dlextraction //'I_n_ ‘ ‘
— i

Figure 9 : schéma d’une extraction sur phase solidd0]
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2 Partie expérimentale

2.1 Matériel

» Fibres pour SPME :
» 50/30 um Divinylbenzene / Carboxéne / Polydiméilgtane , Supelco 57328-U (grise)
» 85 um Polyacrylate coating , Supelco 57304 (blanche
» 100 um Polydiméthylsiloxane coating, Supelco 5780Qeuge)
GC-MS Hewlett Packard 5890 Series Il :
> Détecteur HP 5972 Series, Mass Selective Detector

» Colonne a haute résolution pour chromatographighaise gazeuse, Agilent
Technologies, J&W Scientific, 19091F-433, HP-FFAP

» Injecteur automatique Hewlett Packard 7673 GC/S#é€xtor
» Echantillonneur automatique Hewlett Packard
GC-FID Agilent Technologies 6890N Network GC System
» Colonne capillaire TeknokrofiarR-150141 / TRB-FFAP
» Injecteur automatique Hewlett Packard 7683 Serigsior

» Echantillonneur automatique Agilent 7633 Seriesosatmpler
» Centrifugeuse Universal 32 R, Hettich
* Broyeuse SOMMER, Velo MUL 40
» Débitmétre Aalborg P16B2 — BAOA
* Bain ultrasons VWR ultrasonic cleaner USC300TH
» Appareillage SAFE, Glasblaserei Bahr — Allemagrar(ghapitre 2.3.4)
» Pompe turbomoléculaire Pfeiffer Vacuum DUO 5
» Graisse spéciale pour vide poussé Dow Corning
* Plaque chauffante VWR VMS-D S40
* Sonde de température VWR VT-4 26666 40
 Pompe NOUVAG SP 40/6
» Cartouche SPE, Interchim XC-1G/6
« Balance METTLER TOLEDO PG5002-S DeltaRafige
* Micropipette SOCOREX 100-1000ul
* Micropipette SOCOREX 10-100ul
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2.2 Réactifs et toxicologie

Tableau 2 : provenance et toxicologie des produitgilisés

Produit Formule Provenance Danger Remarques
Chiorure de NaCl Fluka 71380
sodium
Panreac & | 0
Hexane e | 133042 1611 X, 95 %
- Panreac @ .
Ether diethylique C4H100 1327700311 x e Trés inflammable
Panqas Eviter tout contact avec
Azote liquide N> L—ZO%S la peau (risque de
bralures)
. ) Fisher Scientific i
Dichlorométhane CH,ClI, 0583361 x‘Xn ---
) Riedel-de Haén
Méthanol CH30OH 34860 & @ ---
Arbme ananas - . Fayrouz / --- ---
Pineapple 1302
B“tggr?{;tlg de CoH1g0» | SynacoSY7728
Acide citrique Reactolab i
anhydre CoHeOr 1088949 8\Xi
Sucre cristallisé
Saccharose CioH2201; | vendu dans le - -
commerce

2.3 Méthodes

23.1

Optimisation des paramétres SPME

Afin d’obtenir les meilleurs chromatogrammes polesibpour l'identification des composés de
divers malts, plusieurs paramétres de I'analyse Skt été optimisés. Trois différentes fibres ont
été testées : une fibre polydiméthylsiloxane (PDMS$)e fibre polyacrylate ainsi qu’une fibre
divinylbenzéne (DVB) / carboxene / polydiméthylsgme (PDMS). Divers temps (15, 30 et 60
minutes) et températures (40, 50, 60 et 70°C) daudi®n ont également été expérimentés. Lors de
cette optimisation et tout au long du travail, léthode GC-MS utilisée est la méthode classique des
analyses des arébmes de I'entreprise Fayrouz. Lesngdres GC de cette méthode sont détaillés au
chapitre 2.5.1. Pour cette optimisation, le madlisétest le malt foncé (voir chapitre 2.4).
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2.3.2 Identification des composés volatils de diver s malts

Les analyses SPME ont été effectuées sur 3 mattrdgactions différentes : il s'agit du malt pale
du malt crystal et du malt foncé. Pour chaque e$sanalt a été broyé finement a l'aide d’'une
broyeuse et introduit jusqu’a environ un tiers diial de 15 ml. Ensuite, un Iéger volume d’eau (2-
3ml pour bien humidifié le malt) saturé en NaClgalément été introduit dans celui-ci afin de
favoriser le passage des volatils dans le headspadére, le temps et la température d’adsorption
optimisés précédemment ont logiguement été utilgks ces différentes analyses qualitatives. La
fibre a ensuite été désorbée et les composésfidengrace a un GC-MS dont les paramétres sont
détaillés dans le chapitre 2.5.1. La bibliotheqtiksée comme aide a l'identification des composés
par leurs spectres de masse est une librairie M&fgue aux composés aromatiques appartenant a
I'entreprise Fayrouz.

2.3.3 SPME dynamique

Une technigue de SPME dynamique a également ééetean débit d’air a optimiser a lI'aide d’'un
débitmetre (de 10 & 50 ml/min) a été introduit du0 minutes par un bouchon en verre prévu a cet
effet dans un dispositif au fond duquel 5ml d’édhiam (Fayrouz ananas dégazée dans un bain a
ultrasons) saturé en NaCl y avaient été introduisconduit en verre, qui se trouve au dessus de
I'échantillon et par lequel s’évacue I'air, méndaafibore SPME qui a été fixée a sa sortie (fibre
choisie aprés l'optimisation des parametres SPMEn de tester cette technique a d’autres
températures qu’ambiante, un bain d’eau ainsi quplaque chauffante ont également été placés au
fond de I'appareillage. Un schéma du dispositifd&hillé dans la figure 10. La fibre a ensuite été
désorbée sur un GC-MS dont les parametres sonillégtdans le chapitre 2.5.1. Il sera alors
possible de comparer ces résultats avec une SPhilfust dont I'adsorption a également été
effectuée durant 10 minutes a 60°C sur 5 ml dedeeyananas dégazée.
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Bouchon en verr
avec entée d’air

Fibre SPME

-

Dispositif en verre

Débitmeétre

Echantillon

A Bain d’eau

Entrée d’air \
Plaque chauffante

Figure 10 : schéma du dispositif de la SPME dynamige

et ,"ﬂ' L9 €

ure 11 : illustration du dispositif de la SPME d/namique
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2.3.4 Appareillage du SAFE (solvent assisted flavou  r evaporation)

Echantillon

Sonde de I'iA\Zuci)(;i
température 9
Bain
d'eau
Plaque
chauffante
Labor boy
Figure 12 : schéma grossier du matériel utilisé pades extractions SAFE [12]
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Figure 13 : schéma détaillé de I'appareillage SAFEL2]

Compartiment permettant la régulation de la &nmaure de la téte centrale (circuit d’eau)
2. Téte centrale (présence des volatils)

3a. Entrée des vapeurs (volatils) dans la t&ieale

3b. Entrée des vapeurs (volatils) dans le ballonédupération (plongé dans I'azote liquide)
Ampoule a introduire
Robinet spéciale pour vide poussé

Trappe de refroidissement (en I'occurrencazote liquide) empéchant certains volatils de
s’échapper par la pompe

7. et 8. Tubes en verres remplis assurant la géabil systeme.

9. Passage du liquide a distiller de 'ampouletéoduire au ballon de distillation (plongé dans
un bain d’eau thermostatisé)
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10. Passage permettant d’effectuer le vide dare tinstallation

11. «Jambe» gauche

12. «Jambe>» droite

13. Entrée de I'eau (température connue) darétdacentrale

14. Sortie de I'eau de la téte centrale

15.  Arrivée du circuit d’eau jusgqu’aux extrémitéss «jambes» par des tubes flexibles en
polyéthyléne

16. Bouchon en plastique

17. Rodages NS 29

18.  Connexion a la pompe turbomoléculaire

Figure 14 : illustration de l'appareillage SAFE
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2.3.5 Déroulement d'un essai SAFE

Aprés avoir graissé correctement les rodages awéa dgraisse spécifique pour vide poussé, fixé les
deux ballons et fermé le robinet de I'ampoule &omhtire, la pompe turbomoléculaire a été
enclenchée. Le circuit d’eau, a une températune définie de 20°C, a été mis en marche. Ce circuit
passe dans la téte centrale ainsi que dans «lesnBep» de linstallation afin d'assurer une
température constante durant la distillation etmgiécher que le lieu de passage des volatils (n° 3b)
ne se bouche & cause de la congélation de I'egai celui-ci due a la basse température de #azot
liquide (-196°C). Afin de pouvoir maitriser ce paretre de température a 20 °C, le circuit d’eau n'a
pas été branché sur le réseau (robinet), mais efite pompe a assurée le passage de I'eau depuis un
récipient thermostatisé grace a une plaque chaeffeinune sonde de température, la sortie d’eau
retournant dans ce méme récipient. Le ballon ddlalion, placé sous I'ampoule a introduire, a été
thermostatisé a une température bien définie (amgger) grace a un bain d’eau et a une plague
chauffante munie d’'une sonde de température. ndéfieur de ce ballon de distillation, un batonnet
magnétique a été introduit afin d’assurer une bayigtion et ainsi d’éviter tout retard d’ébubiti.

Le ballon de récupération des volatils a été plotaés un bain d’'azote liquide (- 196°C) a l'aide
d'un vase Dewar. De l'azote liquide a égalementir@t@duit dans la trappe de refroidissement a la
jonction d’entrée de la pompe turbomoléculaire dféviter au maximum le passage de volatils dans
la pompe. L’introduction a un certain débit (a opsier) de 100ml d’échantillon a pu débuter lorsque
la pression a I'intérieur de l'installation a atteiine valeur stable (entre 2.0 et 4.0 * Xfbar). Tout

au long de I'essai, de 'azote liquide a été raaddns la trappe de refroidissement ainsi que lgans
vase Dewar du bain de refroidissement du ballonédapération afin de compenser I'évaporation
rapide de cette azote liquide.

A la fin de I'essai, lorsque les 100ml ont été adtrits, le robinet a été fermé précisément lors du
passage de la derniére goutte d’échantillon afwitEr de casser le vide immédiatement. Le résidu a
été agité encore quelques minutes afin de permatixederniers volatils de bien passer dans le
ballon de récupération. La pompe a ensuite étatétet le vide casseé a l'intérieur de I'installatien
ouvrant lentement le robinet. Puis, les 2 fracti(mésidu et extrait) ont été récupérées. La fractio
des volatils s’est bien évidemment trouvée souméosolide (température proche de -200°C,
attention de ne pas se brdler). Cette fractioredagdsée a température ambiante jusqu’a ce qtee cet
phase aqueuse contenant les volatils soit sousefdiqnide. Diverses analyses ont alors pu étre
effectuées.

2.3.6  Optimisation des paramétres SAFE

Les optimisations de la température du ballon d#tilldition et du débit d’introduction de
I'échantillon depuis I'ampoule a introduire ont éfectuées avec 100ml d’'une boisson Fayrouz a
'arbme ananas préalablement dégazé aux ultraSmile-ci est composée d’extrait de malt (dilué a
2 plateaux), de 0.37% d’'acide citrique, de 10% atisarose et de 0.05% d’ardme ananas, le tout
ayant subi une carbonatation puis une pasteunisatio

Les températures du bain d’eau du ballon de ditth testées ont été 20, 30 et 40°C. Des
températures supérieures a 40°C ne sont bien enfEagla expérimenter vu que le but premier de
cette technique est de ne pas chauffer I'échantidlodes températures auxquelles pourraient se
former des artefacts. Quant aux débits d'introdunctie I'échantillon, les valeurs testées ont été de
ml/min (difficile de descendre plus bas avec unitd@gulier), 10 ml/min, puis un essai par portions
de 5ml a été réalisé comme décrit dans une puioiicatir le SAFE [12]. Afin de pouvoir respecter
un débit régulier, I'utilisation d’un chronométreég nécessaire.
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Les résultats obtenus sont d’une part le volumetdié récupéré (rendement) et d’autre part des
analyses SPME en GC-MS effectuées sur ces exsatiise en NaCl en utilisant toujours la méme
méthode GC (chapitre 2.5.1). Etant donné la pré&seleccomposés trés volatils (provenant surtout
de I'arbme ananas), I'adsorption SPME de la fib&téaeffectuée durant 10 minutes et a température
ambiante. Lors de ces optimisations, un essai ker@gat été effectué en introduisant 30g de NacCl
(saturation) dans le ballon de distillation avantébut de I'essai afin de constater si le pasdage
volatils dans I'extrait était favorisé.

2.3.7 Identification des composés volatils dans |'e xtrait SAFE

Toujours a partir de 100 ml d'une Fayrouz ananasgessai SAFE (paramétres optimisés) a été
effectué afin d'identifier les composés volatilségents dans l'extrait grace a des analyses
SPME/GC-MS utilisant les méme parameétres que ceemtionnés dans le chapitre précédent. La
bibliothéque utilisée comme aide a l'identificatides composés par leurs spectres de masse est une
librairie MS spécifique aux composés aromatiqugmepnant a I'entreprise Fayrouz.

Ensuite, comme pour la Fayrouz ananas, 100ml dar@®5% dans I'eau ainsi que 100ml d’extrait
de malt ont été passés tour a tour au SAFE pulgssasaen GC-MS afin d’identifier quels composés
provenaient du malt et quels sont ceux qui prowrade I'arbme ananas. Tous ces extraits
récupérés ont également subits une extractiondidlifuide afin de pouvoir effectuer des injections
liquides sur le GC-MS (méthode GC au chapitre 2.5Qeux solvants ont été testés: le
dichlorométhane ainsi que I'éther (15ml extraiusaten NaCl : 3ml solvant — agitation 10 minutes —
centrifugation 4000 tours/min, 30 min, 10°C).

Ensuite, avec d’autres essais SAFE identiquesgertactions SPE ont été testées sur les extraits
afin de comparer les résultats avec I'extractibptlainsi pouvoir sélectionner la meilleure métnod
pour la future quantification.

Pour cette SPE, la phase polymérique des cartougtiestes est un mélange de silice et de
polystyréne divinylbenzéne. Le déroulement de cetteaction sur phase solide a été le suivant :
tout d’abord, pour faciliter le passage du liquidtins la cartouche SPE (solide phase extraction),
celle-ci a été placée sur un dispositif muni d'emtrée sur laquelle y a été installé le vide gi@ce
une trompe a eau (voir figure 15). Ensuite, lacarhe SPE a été lavée avec quelques portions d’eau
déminéralisée et conditionnée avec du méthanoktide récupéré du SAFE a alors été passé a
travers la cartouche qui a récupéré les composggEsigues présents dans cette phase aqueuse. 4ml
d’éluant (I'éther) ont alors été introduits danséatouche afin de récupérer ces composés dans une
phase organique. Le passage de I'éther peut é&iteégpar une lIégére pression obtenue grace a un
flux d’air placé au-dessus de la cartouche. La@laganique a alors pu étre analysée.
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Figure 15 : illustration du dispositif SPE

2.3.8 Taux de recouvrement SAFE

Etant donné leurs grandes volatilités ainsi quer lgiand nombre, les principaux composés
provenant de I'arébme ananas ont été utilisés aéin déterminer leurs taux de recouvrement suite a
leurs passage dans le SAFE. En effet, pour savometie technique est intéressante, il est
indispensable de connaitre le rendement qu’ellenfou sur des composés volatils. Ainsi, ces
composés sont ceux identifiés a I'étape précédamtde SAFE réalisé sur I'ardbme ananas 0.05%
dans I'eau.

Pour ce faire, la technique d’extraction SPE autilésée (description du mode opératoire dans le
chapitre 2.3.7) a partir des extraits produits lgaSAFE, suivi de l'ajout d’un standard interne

(50ul), en l'occurrence le butanoate de pentyledi¥ts I'éther (caractéristique de I'arébme abricot),
puis d'une injection sur GC-FID dont les parametds la méthode sont décrits dans le
chapitre 2.5.4. Les différents facteurs pour toes composés (formule pour le calcul de la
concentration a partir d’'un standard interne) datd&terminés a partir de trois solutions standard
d’arbme ananas dans I'éther : 1%, 2% et 5% (conataris estimé par rapport a I'arébme 0.05% a la
sortie du SAFE concentré environ 25 fois dans €etn SPE).

Les taux de recouvrement des composés ont étéléaleur un échantillon d’arbme ananas 0.05%
dans I'eau (sans matrice), sur des échantillonSageouz ananas produites en Egypte, en Gréce, au
Maroc ainsi qu'au Nigéria (avec matrice) afin deuymir constater s'il y a une influence de la
matrice lors du SAFE. Une préparation a égalemeasat effectuée au laboratoire (matrice
reconstituée) avec un extrait de malt provenabggpte dilué a 2 plateaux, 0.37% d’acide citrique,
10% de saccharose ainsi que 0.05% d’ardme anaivasl'sme pasteurisation. Chacun de ces essais
SAFE + SPE ont été effectués trois fois.
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Afin de pouvoir calculer les taux de recouvremesd différents composés uniquement sur le SAFE
(et non sue le SAFE + I'extraction SPE), le caldat taux de recouvrement de I'extraction SPE
uniquement a été effectué a partir de 100ml d’'ahation d’ardme ananas 0.05 % dans I'eau passée
directement dans la cartouche SPE. Puis, commecénamparavant, 4ml d’éther ont permis de
récolter les composés suivi de I'ajout de 50pl @undard interne 1% et de I'injection en GC-FID.
Cette étape a été réalisée 3 fois.

2.4 Provenance des échantillons

Les malts utilisés lors des analyses SPME proviende I'entreprise SIOS HOMEBREWING a
Wald en Suisse alémanique : il s’agit de malt pddemalt crystal et de malt foncé.

Pour l'optimisation des paramétres SAFE et l'idérdiion des composés volatils extraits, les
boissons utilisées étaient des cannettes de 33@mFayrouz ananas produites en Egypte en
décembre 2006, de I'extrait de malt produit pacdanpagnie Al Ahram en Egypte (Badr) en juin

2007 ainsi que des solutions aqueuses d’'ardbme sartaf&% (méme concentration que dans les
boissons Fayrouz) réalisées a partir d’'un conceditgdme ananas (Pineapple 1302) produit ici a
Bulle en septembre 2007.

Pour le calcul du taux de recouvrement SAFE (qgfieation) sans matrice, les extractions ont été
effectuées sur des solutions aqueuses d’arbme @rth0&8% réalisées a partir d’'un concentré
d’arébme ananas (Pineapple 1302) produit ici & Beleseptembre 2007.

Pour le calcul du taux de recouvrement SAFE avetricea les boissons utilisées étaient des

cannettes de 330ml de Fayrouz ananas produitegggoteEen décembre 2006, des cannettes de
330ml de Fayrouz ananas produites en Gréece emsg@e007, des cannettes de 330ml de Fayrouz
ananas produites au Maroc en septembre 2007 ebaldsilles de 330ml de Fayrouz ananas

produites au Nigéria en ao(t 2007. Une matrice aleégent été effectuée en laboratoire a I'aide

d’acide citrique, de saccharose, de concentré miar@nanas produit ici a Bulle en septembre 2007
(Pineapple 1302) ainsi que d’extrait de malt progar la compagnie Al Ahram en Egypte (Badr) en

juin 2007.

2.5 Paramétres GC

25.1 Parametres GC-MS pour la SPME

Tableau 3 : paramétres du GC-MS pour la SPME

Température de I'injecteur 250°C
Injection Splitless
Température initiale 45 °C
Rampe de température 10°C/minute jusqu’a 240°C
Temps et température finale 5 minutes a 240°C
Gaz vecteur Hélium
Débit de gaz Iml/min
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2.5.2 Paramétres GC-MS pour les injections liguides

Tableau 4 : paramétres du GC-MS pour les injectionfiquides

Température de l'injecteur 250°C
Injection Split 10 :1
Volume injection 1.0 pl
Température initiale 45 °C
Rampe de température 10°C/minute jusqu’a 240°C
Temps et température finale 5 minutes a 240°C
Gaz vecteur Hélium
Débit de gaz Iml/min

2.5.3 Paramétres du détecteur de masse

Le détecteur de masse avec lequel le travail afegétué utilise une ionisation a impact d’élecgon
La limite des masses détectées se situe entreaiden80 a 300. Le nombre de scans par seconde est
de 2.77.

2.5.4 Parametres GC-FID pour la guantification

Afin d’avoir un temps d’analyse chromatographiqlesgourt, une méthode « fast-GC » a été éditée
a l'aide d’'un programme spécifique. Afin d’avoirrfatement le méme profil chromatographique
que les analyses en GC-MS, les paramétres utdis€3C-MS ont été introduits dans ce programme
qui a lui-méme calculé les nouveaux paramétresuysadt le méme profil en un temps plus court en
GC-FID, en l'occurrence 3.40 minutes. Les paransédie cette nouvelle méthode sont décrits dans
le tableau 5.

Tableau 5 : parameétres du GC-FID pour la guantificdion

Température de I'injecteur 250°C

Injection Split 50 :1
Volume injection 0.2 ul

Température initiale 45 °C

70°C/minute jusqu’'a 120°C

Rampe de temperature 90°C/minute jusqu’a 240°C

Temps et température finale 1 minute a 240°C
Gaz vecteur Hydrogéne
Débit de gaz 5 ml/min
e Stiose Obcidentale -26- 21.11.2007



HEVs Travail de dipldme Julien Donnet

3 Résultats et discussion

3.1 Optimisation des parameétres SPME

Les résultats des analyses SPME effectuées sumlefomcé a l'aide de 3 fibres différentes (30
minutes, 60°C) montrent une bien meilleure extoacti des volatils avec la fibre
DVB/carboxene/PDMS. En effet, comme le montre ¢purfe 16, I'intensité de la plupart des pics est
nettement supérieure avec cette fibre qu'avec IM®Mmu la polyacrylate. Les chromatogrammes
entiers de ces analyses SPME pour chacune des §ierieouvent en annexe 1.

Data Date Run: 10 Sep07 9:18 am
malt colore + 4ml H20 + NaCl Method : SPMESS

900006y

8000064

700006{

< Fibre
DVB/carboxen/PDM:

600006

5000064

Total lon Current

Fibre polyacrylate

400006

3000064

Fibre PDM¢

200006y

100006

Time(denin) 7,20 740 7%60 780 800 820 8140 860 880 900 920 9140 960 9%0 1000 1020 1040 1060  10.80

Figure 16 : superposition des 3 chromatogrammes poles SPME effectuées avec 3 fibres
différentes (minute 7 a 11)
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Les résultats des analyses SPME effectuées sualtdancé avec la fibre DVB/carboxene/PDMS et
avec 4 températures d’adsorption différentes (duB@nminutes) montrent que la plupart des pics
des différents composés sont plus intenses aveteomgérature d’adsorption plus élevée, comme le
montre la figure 17. Cependant, aucune différerest nemarquée entre I'essai a 60 et celui a 70°C.
Il est donc inutile de chauffer le malt a une terapdére supérieure a 60°C. Il s’agit donc de la
température optimale. Les chromatogrammes entierced analyses SPME pour chacune des
températures d’adsorption se trouvent en annexe 2.

Date Run: 10 Sep07 9:18 am

Data
Method : SPMES S

malt colore + 4ml H20 + NaCl

3e+006]

“— 60 et 70°C

"~ 50°C

2e+006)

40°C

Total lon Current

1e+006)

VWY

Time (migho 820 8140 8560 880 900 920 9140 9560 9580 1000
Figure 17 : superposition des 4 chromatogrammes poles SPME effectuées avec 4 températures
d’adsorption différentes (minute 8 a 10)

Les chromatogrammes démontrent également qu'iarpyas d’artefacts qui se forment en chauffant
le malt a 70 °C. En effet, les composés extraid @4l a 70°C sont identiques (parfaite similitude du
profil chromatographique).

Il faut cependant se méfier du fait que I'analygseét® effectuée sur du malt foncé. En effet, w'd
formation d’'artefacts a 60°C, le profil chromatqunajue sur le malt foncé ne changera pas car
celui-ci a déja subit une torréfaction : les congizose formant par traitement thermique sont donc
déja présents. Cependant, pour les essais senlaaeértification des composés volatils sur les 3
différents malts avec cette température optimisé8°&€ (voir chapitre 3.2), aucun artefact ne s’est
formé durant la SPME du malt pale (non torréfié).

Hés

Haute Ecole Spécialisée _28_ 21.11.2007

de Suisse Occidentale



HEVs Travail de dipldme Julien Donnet

Y

Les résultats des analyses SPME effectuées sur d& foncé a 60°C avec la fibre
DVB/carboxene/PDMS et avec 3 temps d’adsorptiofédihts montrent que les airs des pics de la
majorité des composés sont plus faibles avec upgeatiadsorption de 15 minutes mais, par contre,
sont quasiment identiques que le temps soit dau3feB0 minutes, comme le montre la figure 18. II
est donc inutile de laisser adsorber la fibre durare heure alors que celle-ci est déja saturée aux
alentours de 30 minutes. L'optimum du temps d'agson est illustré dans la figure 19. Les
chromatogrammes entiers de ces analyses SPME pacurt des temps d’adsorption se trouvent en
annexe 3.

Data Date Run : 10 Sep07 9:18 am
malt colore + 4ml H20 + NaCl Method : SPMESS

4e+006

T/EO minute
0 minute

6

Total lon Current

2e+006

K\/ 15 minute

Timed i) 820 840 860 880 900 920 940 960 980 10.00 1020

Figure 18 : superposition des 3 chromatogrammes poles SPME effectuées avec 3 temps
d’adsorption différents (minute 8 a 10)
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La figure 19 montre un graphique de I'optimum dunpes d’adsorption effectué sur la base des aires
de 4 pics de composés volatils principaux du maicé (temps de rétention a 8.3, 9.7, 12.6 14.0
minutes — voir annexe 3). Il est clairement déndngue 'optimum se situe entre 40 et 45 minutes.
Pour la suite du travail, un temps d’adsorptiorB@eminutes a été gardé, la différence d’'airs de pic
entre 30 et 40 minutes étant infime.

Optimisation du temps d'adsorption

2.00E+07 -

1.60E+07 / \

1.40E+07 /
8 1.20E+07 / & Composé 1
o ® Composé 2
@ 1.00E+07 -
s A Composé 3
wn
g 8.00E+06 X Composé 4
< 6.00E+06 |

4,00E+06 Vxﬁﬂ

2.00E+06 ¢

5-00E-'-OO T T T T T T 1

5 15 25 35 45 55 65 75

Temps d'adsorption [min]

Figure 19 : graphique de I'optimum du temps d’adsoption SPME effectuée sur 4 composés
volatils principaux du malt foncé

3.2 Identification des composés volatils de divers malts

Le tableau 6 présente la liste des composés idengh GC-MS dans le malt pale, le malt crystal et
le malt foncé. Les paramétres SPME utilisés sonix ceptimisés a I'étape précédente (fibre
DVB/carboxene/PDMS, adsorption 30 minutes a 60°C)
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Tableau 6 : liste des principaux composés volatildentifiés dans 3 malts différents

rétl—ﬁg; Fr)]s[gﬁn] malt pale | malt crystal malt foncé Composés identifi és
2.04 X 2-méthylbutanal
2.07 X X 3-méthylbutanal
2.13 X éthanol
2.48 X pentanal
2.79 X alpha-pinéne
3.42 X X X hexanal
3.65 X beta-pinéne
3.82 X acétate de 3-méthylbutyle
4.03 X butanol
4.09 X o-xyléne
4.70 X dodécane
4.74 X limonéne
5.15 X X 2-pentylfurane
5.34 X pentanol
5.69 X méthylpyrazine
6.68 X hexanol
6.84 X 2-isopropyl-5-méthyl-2-hexanal
7.27 X X nonanal
7.49 X X 3-octén-2-one
7.79 X X 2-(E)-octénal
8.03 X X X acide acétique
8.30 X X furfural
8.80 X X 2-acéthylfurane
8.93 X X 3,5-(E,E)octandién-2-one
9.06 X X X benzaldéhyde
9.66 X X méthylfurfural
9.73 X diméthylsulfoxide
10.47 X phénylacétaldéhyde
10.59 X X alcool furfurylique
10.61 X X acide 3-méthylbutanoique
11.98 X 2-furyl-1,2-propandione
12.35 X acétate de phényléthyle
12.57 X X X acide hexanoigue
13.36 X phényléthanol
13.98 X X 3-hydroxy-2-méthylpyran-4-one
14.01 X acéthylpyrrole
14.30 X 2-furylpyrazine
14.58 X 2-pyrrole carbaldéhyde
18.87 X 5-hydroxyméthyl-2-furfural
19.09 X phtalate de dibutyle

Les composés se trouvant dans les 3 types de amilt'lsexanal, I'acide acétique, le benzaldéhyde
ainsi que l'acide hexanoique. Des composés teldegfiefural, le méthylfurfual ou encore I'alcool
furfuyligue sont des molécules typiques que I'otiaeve lorsqu’un traitement thermique a eu lieu
(torréfaction). Les résultats obtenus le confirmeanrfaitement (voir tableau 6), vu que ces composés
se trouvent uniquement dans les malts ayant subtarnéfaction, et non sur le malt pale. Ci-dessous
sont présentés 3 exemples de chromatogrammes (QO@Bu par analyses SPME sur les 3
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sortes de malts. Attention, I'échelle du chromadogme du malt pale (figure 20) est dix fois plus
petite que pour le malt crystal et foncé (figure @122). Ces chromatogrammes des SPME
effectuées sur ces trois malts ainsi que quelguemgles de spectres de masse se trouvent en
annexe 4.

Date Run: 5Sep07 3:25pm

Data
Method : SPMES S

malt normal (Heinecken) broye + 4ml H20
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200008

Total lon Current

1000086
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Time (min) 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

Figure 20 : exemple de chromatogramme d’une analysePME effectuée sur le malt pale
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Data Date Run: 6Sep07 8:49am
malt crystal broye + 4ml H20 + NaCl Method : SPMES

3e+006{
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Total lon Current
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ok e on | Iy
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24.00

Figure 21 : exemple de chromatogramme d’une analysePME effectuée sur le malt crystal

Data Date Run : 10 Sep07 9:18 am
malt colore + 4ml H20 + NaCl Method : SPMES
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Figure 22 : exemple de chromatogramme d’une analysePME effectuée sur le malt foncé

Time (min)

Sur le chromatogramme de la SPME effectuée somalé foncé, illustré en figure 22, on remarque
la présence de deux composés typiques qui se fotorerd’un traitement thermique sur le malt : le
furfural (spectre de masse en figure 23) et le yiietHural.
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Figure 23 : spectre de masse du fufural

3.3 SPME dynamigue

L'optimisation du débit d’air introduit dans le gissitif utilisé pour tester la SPME dynamique
(adsorption 10 minutes a 60°C - fibre DVB/carboX@mMS) a donné un résultat de I'optimum
entre 30 et 35 ml/min. En effet, les airs des piesdeux des composés caractéristiques de I'arbme
ananas (le 2-méthylbutanoate de méthyle et le atgpallyle — voir le chapitre de I'identification
des composés volatils des extraits SAFE)) pris emsidération indiquent le méme résultat en

figure 24.
Optimisation débit d'air Optimisation débit d'air
95000000 55000000
@ 90000000 o 50000000 /h\
2 * / \ £ 45000000
3 85000000 S ’/ \
& E / \ S 40000000 / \
2 S 80000000 / \ 8 2 35000000 /
n o S =
© [
2 8 75000000 > 5 30000000 /
g5 / A% € = 25000000 7
< E 70000000 @ 20000000 (
£ 65000000 v{ S 15000000
o
£ 10000000 : : ‘ ‘ ‘
60000000 ' ' ' ' ' 10 20 0 20 50 60
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Figure 24 : graphiques démontrant le débit d’air opimal pour la SPME dynamique
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Cependant, les résultats de ces essais effectu&PBIE dynamique sur de la boisson Fayrouz
dégazée a I'arbme ananas ont été peu concluanesfféinl’extraction des composés volatils sur la
fibore DVB/carboxene/PDMS est bien meilleure en SPMi&tique. La figure 25 montre la
comparaison entre un chromatogramme d’une analp$éESeffectuée en statique (a gauche) puis
en dynamique (a droite) dans les mémes conditibasdifférence est surtout remarquée sur les
composés moins volatils, en l'occurrence entre L@C minutes de l'analyse GC-MS, comme
illustré dans la figure ci-dessous.

Se400

! L 4 L\M W4 AJL M 1

Ll uLuMMiL Uu k

Figure 25 : comparaison entre un chromatogramme eéictué en SPME statique puis dynamique en conditions
similaire sur 5 ml d’'une Fayrouz ananas dégazée sate en NaCl

Cette technique a donc été abandonnée pour lackuttavail.

Les graphiques et chromatogrammes obtenus loreslessais de SPME dynamique se trouvent en
annexe 5.

3.4 Optimisation des parameéetres SAFE

L’essai effectué a 20 °C avec un débit d’entrééabdantillon a 2 ml/min (45ml d’extrait récupéres)
a été meilleur que ceux réalisés avec un débiOdalimin (15ml récupérés) et par portions de 5 ml
(32ml récupérés), ce qui correspond a la logiqueeftet, plus le débit est lent, plus les composés
volatils ont le temps de distiller par I'entrainemée I'eau. Toutefois, il est difficile de descema

un débit inférieur a 2 ml/min tout en le gardarguléer. C’est pourquoi ce débit de 2 ml/min a été
conserveé pour la suite du travail.

Pour ce qui est de la température du ballon déladigtn, comme attendu, plus elle est élevée, plus
le volume d’extrait récupéré en 50 minutes (2mljest grand. En effet, a 20°C, 45 ml d’extrait
sont récupérés, a 30°C, 74ml et a 40°C, 86ml. 4&tClonc la température utilisée pour le ballon de
distillation durant tout le reste du travail. IE& jugé contre I'objectif de cette technique dautter

le ballon davantage, vu que le but est de ne pagandrop haut en température afin d’éviter la
formation d'artefacts. De toute maniére, il esal@inent inutile de chauffer plus, vu que, suite au
passage des 100ml d’échantillon (50 minutes),tilpessible d’évaporer a sec le résidu en peu de
temps a 40°C.
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L'essai effectué avec 30g de NaCl dans le ballonddéllation, au débit et a la température
optimisée a donné des résultats parfaitement igigegi que sans celui-ci, comme le montre les
chromatogrammes des analyses SPME réalisées ®ttais de ces 2 SAFE, illustrés en figure 26.

Data Date Run : 20 Sep 07 2:02 pm
SPME extrait SAFE10 Method : SPMESS
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Figure 26 : comparaison entre deux chromatogrammed'analyses SPME sur les extraits SAFE d’échantillos
initiales de boissons Fayrouz ananas dégazées agesans NaCl

3.5 Identification des composés volatils dans 'ext rait SAFE

Le tableau 7 présente tous les composés identidieanalyses SPME en GC-MS (chromatogramme
en figure 27) sur les extraits des extractions SA&&lisées sur des boissons Fayrouz a I'arbme
ananas. Les résultats des analyses chromatograghigs extractions SAFE effectuées sur I'extrait
de malt pur ainsi que sur 'arbme ananas 0.05% tlaas sont exprimés dans les 2 colonnes de
droite du tableau 7.

On peut ainsi en conclure quels composés providrohemalt et quels sont ceux qui viennent de

'arbme ananas.
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Tableau 7 : liste des principaux composés volatildentifiés dans les extraits des extractions SAFE
effectuées sur des boissons Fayrouz ananas dégazées

Temps de L s Ardme Extrait
rétention [min] Composes identifies ananas de malt

2.14 acétate d'éthyle X X
2.37 éthanol X
2.42 2,4-diméthyl-1,3-dioxalane X

2.52 propanoate d'éthyle X
2.88 2-méthylbutanoate de méthyle X

3.09 butanoate d'éthyle X X
3.23 2-méthylbutanoate d'éthyle X

3.38 3-méthylbutanoate d'éthyle X

3.65 isobutanol X
3.94 acétate de 3-méthylbutyle X

4.52 acétate de pentyle X

4.82 limonene X

5.00 alcool amylique X
5.18 hexanoate d'éthyle X
5.24 caproate d'éthyle X

5.63 butanoate de 3-méthylbutyle X

5.70 acétate d'hexyle X
6.75 hexanol X
6.97 hexanoate de 2-propéne X
7.01 caproate d'allyle X

7.78 octanoate d'éthyle X

8.06 acide acétique X
10.62 alcool furfurylique X
10.66 acide 3-méthylbutanoique X
12.60 acide hexanoique X
13.01 alcool benzylique X

13.41 phényléthanol X
14.58 furanéol X

14.77 acide octanoique X
15.70 décalactone X

15.74 7-méthyl-4-octanolide X

15.78 acide nonanoique X
16.79 5-heptyldihydro-2(3H)-furanone X

18.24 acide benzoique

19.12 phtalate de dibutyle X

L'acétate d'éthyle et le butanoate d'éthyle sostdeuls composés qui sont présents a la fois dans
I'extrait de malt et dans I'ardbme. La grande magodes composés volatils de I'ardme ananas sont
des esters (11sur 17). Quand a l'extrait de malttedrouve également des esters (6 sur 18), mais
aussi des alcools (6 sur 18) et des acides (3/a8najorité des composés identifiés dans I'exttait
malt pur se retrouve également dans le tableag$eptant les composés identifiés dans plusieurs
malts. Cependant, certains autres n'y sont pagscae forment lors de la production de I'extragt d

malt.
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L’acide benzoique ne provient ni du malt, ni dedrae, car c’est un composé utile a la conservation
de la boisson. Il est introduit lors de la prodoctde celle-ci sous forme de benzoate de sodium.
Les chromatogrammes des SPME effectuées sur cest®8AFE ainsi que quelques exemples de
spectres de masse se trouvent en annexe 6.

Data Date Run : 20 Sep 07 2:02 pm
SPME extrait SAFEL0 Method : SPMES S
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Figure 27 : chromatogramme de 'analyse SPME (GC-MJpeffectuée sur I'extrait SAFE d’une boisson Fayrom
ananas

Les tests d'essais d’extractions liquide/liquidel’'eixtractions SPE ont démontré une bien meilleure
efficacité de [I'extraction SPE. En effet, comme ftaontrent les figures 28 et?29, les

chromatogrammes en GC-MS aprés extractions ligiqdele a I'éther et au dichlorométhane ne

révelent que peu de composés extraits par rappanayse SPME exprimée en figure 27. De plus,
les aires des pics des quelques composés extmitstres faibles. Dans la figure ci-dessous,
I'échelle du chromatogramme a volontairement étépage a celle du chromatogramme de la
figure 29 afin de pouvoir comparer l'intensité qbéss.
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Ll N

Figure 28 : chromatogrammes des analyses GC-MS agr@&xtractions liquide/liquide a I'éther (gauche) etw
dichlorométhane (droite) effectuées sur les extratSAFE d’une boisson Fayrouz ananas

e

Par contre, les résultats obtenus en SPE sontmegitede meilleure qualité (figure 29). En effet,
tous les composés sont retenus par la cartouckmpabfue et resolubilisés dans I'éther.

C’est donc cette méthode qui sera utilisée poucaleul des taux de recouvrement SAFE des
composeés volatils provenant de I'ardbme ananas. ii¢igpe, les injections ne se feront pas en GC-
MS mais en GC-FID.

Data Date Run : 26 Sep07 3:34 pm
SPE SAFE 13 (74ml extrait - 3ml ether) Method : ALCANES
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Figure 29 : chromatogramme d’une analyse GC-MS apr®une extraction SPE effectuée sur un extrait SAFE
d’'une boisson Fayrouz ananas

Les chromatogrammes des analyses GC-MS obtenusdésrgnjections des solvants aprés les
extractions I/l et SPE des extraits SAFE se troleerannexe 7.
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3.6 Taux de recouvrement SAFE

Toutes les feuilles de calculs Excel des taux deueement se trouvent en annexe 8, tout comme 2
exemples de chromatogrammes en GC-FID.

3.6.1 Taux de recouvrement SPE

Les résultats des calculs des taux de recouvredeohaque composé de I'arbme ananas (retenus
pour cette partie du travail) lors de leurs passatpgns une cartouche SPE (sans passage par le
SAFE) sont présentés dans le tableau 8.

Tableau 8 : taux de recouvrement SPE des principauzxomposés volatils identifiés dans I'ardbme ananas
(extraction SPE effectuées a partir d’arobme 0.05%

Taux de recouvrement SPE (%)

. - Tgmps_ de . : . Taux moyen Ecart
Composeés de I'arbme ananas reter!tlon Essail | Essai2 | Essai 3 [%] type
[min] [%]

acétate d'éthyle 0.392 86.9 87.2 95.2 89.8 4.74
2-méthylbutanoate de méthyle 0.511 86.9 86.7 86.8 86.8 0.13
butanoate d'éthyle 0.544 89.5 89.2 89.4 89.4 0.14
2-méthylbutanoate d'éthyle 0.570 85.1 834 83.8 84.1 0.91
3-méthylbutanoate d'éthyle 0.593 86.3 84.3 83.5 84.7 1.44
acétate de 3-méthylbutyle 0.676 85.7 84.2 84.1 84.7 0.92
acétate de pentyle 0.761 85.5 84.2 82.2 84.0 1.70
caproate d'éthyle 0.874 83.8 824 84.0 83.4 0.88
butanoate de 3-méthylbutyle 0.941 74.1 73.4 78.5 75.3 2.74
caproate d'allyle 1.146 78.2 76.9 79.9 78.3 1.53
octanoate d'éthyle 1.263 60.3 64.0 64.8 63.0 2.39
alcool benzylique 2.002 74.6 72.7 71.3 72.9 1.67

La grande majorité des composés volatils de I'ar@manas sont récupérés a plus de 80% par la
technique SPE, surtout les plus volatils. L'octaaaliéthyle est plus proches des 60%.

Pour la suite du travalil, il sera possible de déileer les taux de recouvrement total (SAFE + SPE)
de ces mémes composeés et, par déduction, graceéaultats ci-dessus, de calculer les taux de
recouvrement du SAFE uniquement.
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3.6.2 Taux de recouvrement SAFE sans matrice

Aprés le passage de 100ml d’ardme ananas 0.05%e f@AFE, les taux de recouvrements des
principaux composés volatils de I'ardbme sont préésedans le tableau 9.

Tableau 9 : taux de recouvrement SAFE des principaucomposés volatils de I'ardbme ananas
(SAFE effectués a partir d’'arbme 0.05%

Taux de recouvrement SAFE (%) sans matrice

Composés de Farome Igtrgrﬁ);o?le Essail | Essai2 |Essai3 ZSEIK;ETOSyF?E) Tal(JgAT:cI)Ey)en
ananas [min] [%)] [%)]
acétate d'éthyle 0.392 77.1 87.2 70.2 78.2 87.1
2-méthylbutanoate de méthyle 0.511 60.0 63.2 59.4 60.8 70.1
butanoate d'éthyle 0.544 65.3 68.5 64.6 66.1 74.0
2-méthylbutanoate d'éthyle 0.570 56.3 60.8 55.8 57.6 68.5
3-méthylbutanoate d'éthyle 0.593 59.0 63.1 57.8 60.0 70.8
acétate de 3-méthylbutyle 0.676 61.0 65.8 59.6 62.1 73.4
acétate de pentyle 0.761 63.1 69.5 61.2 64.6 77.0
caproate d'éthyle 0.874 59.8 64.4 57.5 60.6 72.6
butanoate de 3-méthylbutyle 0.941 52.9 56.4 49.9 53.1 70.5
caproate d'allyle 1.146 60.0 63.8 57.5 60.4 77.2
octanoate d'éthyle 1.263 62.1 56.7 54.0 57.6 91.4
alcool benzylique 2.002 71.1 68.2 68.5 69.3 95.1

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus our la plupart des composés, de bonne
gualité. En effet, 11 composés sur les 12 analgs#sun taux de recouvrement sur le SAFE
supérieur a 70%. Le 2-méthylbutanoate d’éthyletyasg proche (68.5%).

3.6.3 Taux de recouvrement SAFE avec matrice

Apres le passage de 100ml de boisson Fayrouz am@&rananas par le SAFE, les taux de

recouvrements des principaux composés volatilsaténhe sont présentés dans le tableau 10. Les
différentes colonnes du tableau dévoilent les tasulobtenus sur des échantillons de boisson
Fayrouz produites en Egypte, en Grece, au NigéuaMaroc ainsi qu’'une matrice reproduite a

l'identique en laboratoire.
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Tableau 10 : taux de recouvrement SAFE des principe composés volatils de I'ardbme ananas
(SAFE effectués a partir de boisson de provenancdgférentes)

Taux moyen | Taux moyen Taux moyen Taux moyen
Composés de l'ardbme Taux moyen Matrice Matrice Matrice Matrice
ananas Matrice labo Egypte Grece Nigéria Maroc
(%] (%] (%] (%] (%]
acétate d'éthyle - 14.2 51.8 40.6 325
2-méthylbutanoate de méthyle 75.9 25.3 59.0 52.2 45.4
butanoate d'éthyle 83.7 7.5 50.4 35.6 31.1
2-méthylbutanoate d'éthyle 71.4 18.0 55.0 43.1 45.1
3-méthylbutanoate d'éthyle 72.5 31.2 57.5 45.2 46.2
acétate de 3-méthylbutyle 75.9 2.8 47.2 28.9 24.9
acétate de pentyle 76.8 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0
caproate d'éthyle 68.0 2.8 41.5 24.2 25.9
butanoate de 3-méthylbutyle 49.6 <2.0 32.1 15.1 21.6
caproate d'allyle 59.0 2.1 43.0 20.7 28.8
octanoate d'éthyle 49.7 <5.0 18.7 <5.0 <5.0
alcool benzylique 70.2 94.5 62.0 63.8 56.9

Les résultats ci-dessus ne présentent aucune eoli&rence entre les boissons produites dans les
différents pays, pourtant identiques.

Tout d’abord, la matrice préparée en laboratoirdamne pas de résultats fiables en ce qui concerne
le premier composé. En effet, étant donné la lonmgreode durant laquelle I'extrait de malt était
resté au réfrigérateur, de I'éthanol s’est forméndérieur de la bouteille. Malheureusement, avec
cette méthode de GC-FID d'un temps d’'analyse tastcun grand pic qui provenait donc de
I'éthanol « masquait » ou sortait dans le méme geque ce composé. A part cela, les résultats des
analyses effectuées sur cette matrice sont cewseauapprochent le plus de ceux des analyses
réalisées sans matrice. En effet, pour une graadgepdes composés, les taux de recouvrement
SAFE sont trés proches. Quelgues exceptions samtgm a signaler, comme pour le butanoate de
3-méthylbutyle, le caproate d'allyle, I'octanoatétlayle et I'alcool benzylique dont leurs résultats
différent quelque peu. Il est cependant possildéfidner que I'effet de matrice est nul.

Ensuite, des constatations étranges sont a fairkesuipoissons produites a I'étranger. L'acétate de
pentyle n’est retrouvé ni dans les Fayrouz anatiagygte, ni celle de Gréce, ni celle du Nigéria et
ni celle du Maroc. Dans la Fayrouz d’Egypte, dewkres composés ne sont pas détectés : le
butanoate de 3-méthylbutyle et 'octanoate d’éthgdgui-ci étant également absent dans les Fayrouz
du Nigeria et du Maroc.
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Les différences entres les résultats de chaque pays chague composé laissent a penser qu’'un
facteur influence ces résultats. En effet, toutss éxtractions ont été effectuées exactement a
l'identique dans des temps trés rapprochés. De laugpétabilité de cette méthode d’extraction est
bonne vu que, pour chaque boisson, trois essai®téneffectués, ceux-ci donnant des résultats
similaires (voir annexe 8). Enfin, la concentratien ardbme dans les boissons est sensée étre de
0.05% pour chague cannette. La matrice, totalemdantique dans chaque boisson, n’'a
apparemment aucune influence vu que [I'extractiofecaiée avec une matrice préparée en
laboratoire donne des résultats tres proches deds=iextractions effectuée sans matrice.

Méme si les résultats de la matrice reconstituéesord pas les mémes que ceux des boissons
produites dans les divers pays, les résultats dissdns de I'Egypte, de la Gréce, du Nigéria et du
Maroc devraient au moins étre identiques entre @rxleur fabrication est identique. Ce n’est
bizarrement pas le cas.

Vu gue les résultats des analyses des boissonsuUzagtaient généralement plus bas que ceux de la
matrice préparée au labo, une hypothese fut quedegosés volatils de I'arbme ananas étaient
entrainés lors du dégazage de la boisson auxarsast ainsi I'échantillon qui passait au SAFEtétai
nettement diminué de son aréme. Cette hypothése &trp écartée car un essai a été effectué en
dopant I'échantillon avec de l'arbme ananas uns foiant et une fois aprés le dégazage : les
résultats ne différaient pas.

Une explication peut étre la suivante : la seuliéédince notable entre ces diverses boissons
produites a I'étranger, mise a part leurs lieuxfalerication, est leurs dates de production. Une
hypothése pourrait étre que certains composésatinie ne soient pas aussi stables que d’autres, ce
qui expliquerait leurs dégradations dans le tenifis.regardant les valeurs du tableau 10, on
remarque effectivement une tendance claire enserdsultats des Fayrouz d’Egypte (décembre
2006), du Nigéria (aolt 2007), de Gréce (septer@bfy) et du Maroc (septembre 2007). En effet,
les taux de recouvrement augmentent de la mémeéneague les dates de productions. Toutefois,
les Fayrouz de Gréce et du Maroc, produites a lmenéate, présentent des résultats quelque peu
différents. Ces constatations de l'influence dudac « temps de conservation » pourraient laisser
croire que les échantillons de départ n’étaientsgbas forcément a 0.05% d’arbme ananas, rendant
les résultats des calculs des taux de recouvre®&RE déterminés sur les boissons produites a
I'étranger difficilement utilisables, étant donreé thanque de certitude quant a la concentration
initiale en arbme. Par contre, les taux de recouere SAFE des composés volatils de I'ardme
ananas calculés a partir de I'échantillon sans icga&t avec la matrice préparée au laboratoire
peuvent étre pris en considération.
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3.6.4 Comparaison entre les extractions SAFE et SPM _E

D’apres les résultats obtenus lors de ce travadisti évident que les deux techniques d’extractions
des volatils fonctionnent trés bien. Les avantaggda SPME sont son plus faible codt, sa plus
courte durée d’analyse, sa facilité d'utilisati@ependant, ces analyses sont purement qualitatives
aucune matiére n’est matériellement récupérée.ohtraire, avec le SAFE, il est possible d’obtenir
concrétement un extrait dans lequel se trouventvidatils. A partir de la il est donc possible
d’effectuer toutes les analyses désirées sur l@&matécupérée, comme ici une quantification de
certains composés. De plus, cette quantification nestement favorisée aprés le passage de
I'échantillon dans le SAFE car celui-ci est aloépdurvu de matrice. Malheureusement, I'obligation
de se procurer I'appareillage ainsi que la pompeomoléculaire rend cette technique trés colteuse.
Comme réalisé lors de ce travail, il est possigleambiner ces deux types d’extraction. En effet, i
est possible d’effectuer une simple analyse quitaan SPME sur les extraits récupérés lors d’'une
extraction SAFE.

La figure 30 montre la différence entre un chrogegmme d’'une SPME réalisée sur 5 ml d'une
Fayrouz ananas dégazée (a gauche) et un chromatogra’une SPME effectuée dans les mémes
conditions (10 minutes & température ambiante)ssurd’'un extrait SAFE obtenu & partir d’'une
Fayrouz ananas dégazée (a droite).

e L ﬂ‘;,««LLm R A ,cmnk,,nn ,nndm}t« T Los L s Jt kg T 5 L

Figure 30 : comparaison entre un chromatogramme d’'me SPME sur 5 ml d’'une Fayrouz ananas dégazée et
d’'une SPME sur 5ml d’'un extrait SAFE obtenu a partr d'une Fayrouz ananas dégazée (minute 2 & 18)

Comme présenté dans les chromatogrammes ci-ddssuglatils ont bien plus de facilité a étre
extrait en SPME apres le passage de la boissote p@AFE. Voici un avantage supplémentaire
d’utiliser cette extraction SAFE.
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4 Conclusion et perspectives

Avec la SPME, une grande quantité de composésilgotatt pu étre extraits des différents malts.
Les tests de SPME dynamique n’ont pas été condubes artefacts provenant de la torréfaction du
malt ont bien été identifiés sur le malt crystaleemalt foncé. Ces mémes artefacts n'ont pas été
détectés aprés le passage des boissons a basedtdeumia SAFE, ce qui était le but de cette
technique. Les extractions SAFE ont en effet &6 toncluantes : les composés volatils du malt et
surtout de I'arbme ananas des échantillons utikgésont tous retrouvés dans les extraits récypérés
sans la présence de composeés indésirables. Ld profnatique des extraits correspond donc
parfaitement & celui attendu.

Afin de concentrer les volatils des extraits aqudars un solvant organique, la technique SPE s’est
avérée étre une bien meilleure méthode que I'etratiquide/liquide.

Les calculs des taux de recouvrement des compadésiy de I'arbme ananas démontrent des
résultats plutét satisfaisants, avec des valewssimant les 70%, I'effet de matrice étant quasitmen
nul.

La détermination de ces mémes taux de recouvremété bien plus laborieuse sur les boissons de
mémes matrices, mais produites dans les usinesféeedts pays. Les différences notées pourraient
provenir des dates différentes de fabrication eleseboissons de I'Egypte, du Nigéria, de la Gréce
et du Maroc ou d'un autre facteur. Afin de confirmmu d’écarter cette hypothése, il serait
intéressant de préparer plusieurs échantillongleoratoire a la méme date et d’en réaliser ledsessa
SAFE a de grands intervalles de temps et ainsigipeomparer les résultats. Il serait également
possible d’utiliser un appareil de simulation deeiissement (temps accéléré) utilisant un
rayonnement électromagnétique (V¥)m

La combinaison des extractions SAFE et SPME surebdsaits est une tres bonne méthode
d’analyses gqualitatives des composés volatils.2Demé&me maniere, la combinaison des extractions
SAFE et SPE sur les extraits est une méthode dification fiable pour ces composés volatils.

Au final, on peut en déduire que cette techniquermadt parfaitement permettre de reconstituer un
ardbme quelconque de composition inconnue a paetiifiérents produits alimentaires. En effet, il
suffirait de réaliser une extraction SAFE sur uhaitillon liquide puis d’analyser ces extraits en
SPME et en SPE suivi d’analyses en chromatograpfife de connaitre les composés volatils
participant a 'arbme de ce produit alimentaireest clair qu'une simple SPME sur I'échantillon
peut donner des résultats similaires. Cependarguddité des chromatogrammes obtenus est bien
meilleure aprés le passage de I'échantillon au SétHEest possible de quantifier un composé voulu
a partir des extraits, ce qui n'est pas possiblISBME. Une quantification est également possible
directement sur I'échantillon, toutefois, les eikraqueux obtenus par le SAFE éliminent I'effet de
matrice.
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7 Annexes

Annexe 1: exemples de chromatogrammes de I'ogdition des parameétres SPME sur le malt
foncé : 3 fibres différentes

Annexe 2 : exemples de chromatogrammes de I'ogéitioin des parametres SPME sur le malt
foncé : 4 températures d’adsorption différentes

Annexe 3: exemples de chromatogrammes de I'ogditioin des parametres SPME sur le malt
foncé : 3 temps d’adsorption différents

Annexe 4 : exemples de chromatogrammes et de spatgrmasse obtenus lors de l'identification
des composés volatils sur les 3 différents malts

Annexe 5: Graphiques et exemples de chromatogesnaiotenus lors des essais en SPME
dynamique

Annexe 6 : exemples de chromatogrammes et de spatgrmasse obtenus sur les extraits SAFE
d’'une Fayrouz ananas dégazée, de I'aréme anaré® @Ode I'extrait de malt

Annexe 7 : exemples de chromatogrammes des an&3adS effectuées apres les extractions
liquide/liquide et les extractions SPE réaliséedesiextraits SAFE

Annexe 8 : Feuilles de calculs Excel des tauxedeuvrement SAFE des principaux composés de

I'arbme ananas a partir de différents échantilleinsxemples de chromatogrammes en
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