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Examen des aromes de vanille et des produits alimentaires
vanillés par chromatographie liquide a haute performance

Determination of Vanilla Aromatic Compounds in Aromas and Foods

F. Dalang, E. Martin et J. Vogel

Laboratoire cantonal de chimie, Geneéve

Introduction

L’arbme de vanille est des plus utilisé dans I'industrie alimentaire. Le prix éle-
vé de I’épice incite A la remplacer par des ardbmes composés de substances aroma-
tisantes synthétiques identiques a celles présentes dans la vanille ou par des sub-
stances artificielles, Cest-a-dire non présentes dans la nature. En P'état actuel des
connaissances ce remplacement total ou partiel ne présente aucun danger pour la
santé du consommateur. En revanche, emploi de ces produits est soumis a I'or-
donnance sur les additifs dans les denrées alimentaires, ce qui nécessite des con-
troles réguliers.

Parmi les nombreuses méthodes d’examen des produits vanillés il faut citer la
chromatographie sur couche mince (1—3), la chromatographie en phase gazeuse
(1,2, 4, 5), la spectrophotométrie UV (2, 6) et la détermination du rapport isotopi-
que (7—9). La chromatographie sur couche mince permet de déceler et d’identi-
fier rapidement les constituants aromatiques. Elle n’est pas toujours suffisam-
ment sensible et ne permet qu'un dosage semiquantitatif. La spectrophotométrie
par contre permet un dosage précis mais n’est pas assez sélective. La détermina-
tion du rapport isotopique rend possible la distinction entre la vanilline d’origine
naturelle et celle préparée par syntheése, mais elle est assez coliteuse et n’est pas
suffisante pour caractériser un produit. La chromatographie en phase gazeuse
enfin permet a la fois la détection, I'identification et le dosage des produits, mais
le temps de rétention, surtout pour la parahydroxybenzaldéhyde, est long ce qui
rend son dosage imprécis. Les conditions sont améliorées si 'on passe par la sily-
lation du produit, mais cect complique I'analyse.

Le chimiste qui controle les denrées alimentaires vanillées est confronté aux
problemes suivants: 1. détecter, identifier et doser des constituants aromatiques
qui ne sont pas présents dans la vanille naturelle; 2. doser les constituants aroma-
tiques majeurs présents dans la vanille naturelle; 3. distinguer entre la vanille na-
turelle et un ardme de synthese, et cect non pas seulement dans des ardmes ou ex-
traits, mais aussi dans des produits finis.
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Clest certainement cette derniere tiche qui est la plus difficile. Dans la prati-
que, 'examen consiste a déterminer le rapport de la vanilline (V) sur la parahy—
droxybenzaldéhyde (P) soit V/P. Ce rapport ne doit pas dépasser une certaine li-
mite. Pour 12 échantillons différents de vanille V/P se trouve avec une probabili-
té de 95% dans P'intervalle allant de 9,4 a 18,2 (1). Dans une étude plus récente ef-
fectuée sur 30 échantillons de provenances différentes le rapport V/P est compris
entre 8,0 et 18,1 avec une valeur moyenne de 11,1 (10). Comme il y a sur le marché
de plus en plus d’ardbmes synthétiques contenant de la vanilline et de la parahy-
droxybenzaldéhyde dans le rapport correspondant au naturel, ce critére ne suffit
plus pour distinguer les ardmes naturels des synthétiques.

La méthode HPLC (10, 11) permet de combiner le pouvoir de résolution de la
chromatographie avec une certaine sélectivité de la spectrophotométrie UV et
permet en plus par I'utilisation d’un gradient de concentration de I’éluant, la sé-
paration d’une plus grande gamme de produits que la chromatographie en
phase gazeuse. Cette méthode, appliquée aux aro6mes de vanille ou aux extraits
des produits finis vanillés permet de détecter, d’identifier et de doser avec préci-
sion aussi bien les ardbmes de synthese que les constituants aromatiques naturels
de la vanille. Les pics autres que ceux de la vanilline et de la parahydroxyben-
zaldéhyde peuvent servir comme une «empreinte digitale» pour distinguer ’ar6-
me naturel d’un aréme synthétique.

Dans notre travail nous décrivons une modification de la méthode HPLC sus-
mentionnée (11) ainsi que son application a différents produits laitiers, notam-
ment le yoghourt vanillé.

Partie expérimentale
Réactifs

Vanilline (puriss) et p-hydroxybenzaldéhyde (purum) Fluka ou équivalent;
Solution A: 3,37 ml acide phosphorique 85% p. a. complété a 1 litre avec de I'eau
distillée et filtré sur 0,45 pum;

Solution B: Méthanol pour la chromatographie Merck ou équivalent a 90
vol% filtré sur 0,45 um;

Méthanol a 5, a 25 et a 50 vol% dans I'eau distillée;

Ether rectifié;

Filtres Gelman Acrodisc-CR 0,45 um;

Extrait de vanille authentique (référence);

Yoghourt «nature»;

Solution de Carrez I: 3,6 g K,;Fe(CN), - 3H,O dans 100 ml d’eau;
Solution de Carrez II: 7,2 g ZnSO, - 7TH,0O dans 100 ml d’eau.

Appareillage

Chromatographe liquide «Varian 5000» avec élution a gradient, détecteur a ab-
sorption UV «Varian UV-50» et intégrateur «Autolab Minigrator» de Spectra-Phy-
s1CS;
5 17
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Phase stationnaire: colonne a phase inversée «MicroPak MCH-10» (octadécylsila-
ne en couche monomérique, dimensions: 30 cm x 4 mm, 2450 plateaux théori-

ques).
Preparation des échantillons

Etalon: solution contenant 100 mg de vanilline et 20 mg de parahydroxybenzal-
déhyde par litre de méthanol a 25 vol%.
Ardmes, extraits et sucres vanillés: les échantillons sont dilués dans du métha-
nol a 25 vol%.
Gousses de vanille: une gousse, coupée en morceaux de 3 mm environ est extrai-
te trois fois avec 25 ml de méthanol a 50 vol% pendant environ 30 minutes par
ébullition a reflux. Les extraits sont réunis et filtrés.
Produits finis: '’échantillon est d’abord extrait au méthanol a 5 vol%, puis clarifié
avec les solutions de Carrez I et II selon la méthode de Meili et Chaveron (1). La
solution déféquée est filtrée puis extraite a I'éther diéthylique. A P'extrait ajouter
5 ml de méthanol, puis concentrer le mélange presqu’a sec a I’évaporateur rotatif
et reprendre le résidu avec du méthanol a 25 vol% en complétant a 10 ml sans
ajouter d’étalon interne.

Tous les échantillons sont filtrés sur membrane 0,45 um avant P'injection afin
de protéger la colonne.

Chromatographie HPLC
Débit: 2 ml/min; volume injecté: 10 ul (par boucle d’injection); températu-
re de la colonne: 30 °C; détection: 280 nm; fente: 8 nm; phase mobile: mélange

des solutions A et B selon le programme représenté dans le tableau 1.

Tableau 1. Composition de I’éluant

Temps (min) % solvant B
0,0 10
2,0 10
6,0 20
12,0 20
255 65
28,0 100

Ces points fixes du programme sont reliés par des gradients linéaires.

Résultats et discussion

Les temps de rétention obtenus de composés naturels et artificiels sont indi-
qués dans le tableau 2. Il est possible de séparer 17 substances différentes, notam-
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Tableau 2. Temps de rétention

Temps de rétention (min) Substance (no. d’identification)*
3,2 > (1)
4,9 > (2)
8,7 alcool vanillique
9,2 aldéhyde protocatéchique (3)
11,2 acide p-hydroxybenzoique (4)
13,1 aldéhyde p-hydroxybenzoique (5)
15,5 acide vanillique (6)
18,3 iso-vanilline
18,6 vanilline (7)
18,6 alcool anisique
21.7 ortho-vanilline
22,0 éthylvanilline
22,8 pipéronal
23.3 méthylvanilline
23,8 acide anisique
23,8 coumarine
24,9 alcool cinnamique
26,4 aldéhyde cinnamique
30,3 propénylguaéthol
31,1 néroline

*Voir figures 1 a4 3. Tous les pics numérotés (ici entre parenthéses) sont typiques de
la vanille Bourbon.

ment la vanilline, la parahydroxybenzaldéhyde, I’éthylvanilline, la coumarine et
le vanitrope. Plusieurs composés typiques de la vanille Bourbon n’ont pas pu étre
identifiés. Ils figurent dans le tableau 2 avec le signe «?». Afin d’évaluer le taux
de récupération de la vanilline et de la parahydroxybenzaldéhyde, de I'extrait de
vanille a été ajouté a du yoghourt «nature». Simultanément une solution aqueuse
de méme concentration en extrait ainsi que du yoghourt sans ajout ont été analy-
sés. Les essais ont été effectués sur 30 g de yoghourt avec un ajout de 2 ml d’ex-
trait de vanille. Les résuitats quantitatifs sont donnés dans le tableau 3. La présen-
ce de yoghourt n’influence pas le rendement en vanilline et en parahydroxyben-
zaldéhyde, malgré la défécation. Cependant I’extraction a I’éther abaisse quelque
peu le rendement jusqu’a 90%, sans pour autant changer le rapport V/P. Pour ob-
tenir les résultats les plus précis il faut donc doser la vanilline a I'aide du chroma-
togramme de la solution primaire et déterminer le rapport V/P dans le chromato-
gramme de Pextrait éthéré.

La figure 1 montre que le yoghourt ne modifie pas I'allure générale du chro-
matogramme d’un ardbme de vanille aprés la défécation et Pextraction. Les pics ty-
piques du yoghourt se superposent tout simplement au chromatogramme de 'ex-
trait ajouté. Dans le cas du yoghourt aromatisé, il est donc facile de reconstituer
le chromatogramme du produit aromatisant utilisé a partir du chromatogramme
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Tablean 3. Rendement des extractions de vanilline et de

parahydroxybenzaldéhyde

Rendement
Vanilline e | e
mg % mg %
Apres défécation sans yoghourt 3,84 100 | 0,260 | 100 14,8
avec yoghourt 3,82 99 | 0,278 | 107 13,7
Extrait éthéré sans yoghourt 3,47 90 | 0,234 90 | 14,8
avec yoghourt 3,26 85 [ 0,219 84 | 14,9

Figure 1. Chromatogrammes des extraits éthérés: A de 30 g de yoghourt

B de 2 ml, d’extrait de vanille
C du mélange A + B

Les pics hachurés sont ds au yoghourt ou 4 une contamination lors de

Iextraction

de I'extrait. C’est ce qui ressort de la figure 2: si 'on déduit du chromatogramme
de lextrait de yoghourt vanillé les pics dus au yoghourt, il ne reste, mis a part un
pic di & une impureté, que les deux pics de la vanilline et de la parahydroxyben-
zaldéhyde. Il s’agit donc, malgré le rapport satisfaisant V/P, d’un produit a Pard

me de synthése.

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 73 (1982
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Figure 2. Chromatogramme de l'extrait éthéré d’un yoghourt «vanille» aromatisé avec
un mélange de vanilline et de parahydroxybenzaldéhyde synthétiques. Les
pics hachurés sont dis au yoghourt ou a une contamination. Le rapport
V/P = 20,8

Dans le cadre d’une petite campagne, nous avons analysé, par la présente mé-
thode, les produits vanillés suivants: 4 yoghourts, 2 crémes, 6 arbmes, 1 paquet de
gaufrettes et 4 extraits ou sucres vanillés. C’est seulement parmi les yoghourts et
les ardbmes que nous avons trouvé des produits aromatisés avec un mélange de va-
nilline et de parahydroxybenzaldéhyde de synthése dans le rapport naturel.

Les chromatogrammes de la figure 3 correspondent a des extraits dilués de
gousses de vanille Tahiti (pic 4 en plus) et Bourbon. Les deux extraits sont tres fa-
ciles a distinguer.

Conclusions

La méthode décrite permet de déceler, d’identifier et de doser les composés
aromatiques de la vanille. Cette méthode permet aussi de faire la distinction ent-
re un extrait naturel et un arobme de synthése. Comme cette distinction ne se fait
pas uniquement sur la base du rapport entre la vanilline et la parahydroxybenzal-
déhyde, il est possible de reconnaitre en tant que tels les arobmes de synthese re-
constitués, ne contenant que ces deux produits dans leur rapport naturel. Dans
certaines limites, un extrait naturel renforcé avec un mélange de vanilline et de
parahydroxybenzaldéhyde synthétique peut également étre reconnu. [’examen
peut étre effectué non seulement sur les aromes et les extraits, mais aussi sur des
produits finis, notamment des produits laitiers. Il est aussi facile de distinguer
entre la vanille Bourbon et la vanille Tahiti.

Pour mieux identifier les extraits naturels renforcés avec des composés de syn-
theése ainsi que pour 'examen d’autres denrées alimentaires, 1l serait souhaitable
de connaitre les variations des concentrations réciproques des constituants natu-
rels et d’établir les chromatogrammes des denrées non aromatisées correspondan-
tes. Pour de nombreux produits, notamment les créemes de vanille et les produits
de patisserie, la méthode d’extraction et de préconcentration devrait encore étre
améliorée.
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Figure 3. Chromatogrammes des extraits de gousses de vanille avec du méthanol 3 50%:
A vanille Bourbon
B wvanille Tahiti

Résumé

L’analyse de plusieurs produits vanillés par une méthode HPLC est décrite. Ii est possi-
ble de déceler, identifier et doser les principaux constituants de la vanille et les ardbmes arti-
ficiels les plus courants. La méthode permet, en outre, de reconnaitre un ardbme synthéti-
que reconstitué par I'absence des constituants naturels secondaires.

Zusammenfassung

Verschiedene Produkte mit Vanille-Geschmack wurden nach einer HPLC-Methode
analysiert. Die Methode erlaubt die qualitative und quantitative Analyse der Hauptkom-
ponenten eines Vanilleextrakts sowie der gebrauchlichsten kiinstlichen Aromen. Ebenso
ermoglicht sie die Erkennung eines synthetischen Aromagemisches aufgrund der Abwesen-
heit der natiirlichen Nebenkomponenten.

Summary

Several vanilla-flavoured products have been analyzed by a HPLC method. This me-
thod allows the qualitative and quantitative analysis of the major constituents of a vanilla
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extract and the principal artificial flavours as well as the identification of synthetic recon-
stituted mixtures by the absence of natural minor components.
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