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Recherche de colorants alimentaires de type caroténe —
caroténoide dans les boissons a base de jus de fruits

Analysis of Carotene — Carotenoid Colours in Beverages
on Fruit Juice Basis

A. Etournaud et J.-D. Aubort

Laboratoire cantonal, Epalinges-Lausanne

Introduction

Pour certaines denrées alimentaires, un renforcement de la coloration peut
étre obtenu par ’adjonction de colorants dits naturels ou alimentaires, dont quel-
ques-uns sont produits par synthése. C’est notamment le cas des boissons a base
de jus de fruits, principalement les agrumes, dans lesquelles ce sont généralement
du f-caroténe de synthése (E 160a, C. 1. 40 800) (1) et/ou des caroténoides de syn-
thése tels que le f-apo-8’ caroténal (E 160e, C. 1. 40 820), I’ester éthylique de I’aci-
de B-apo-8’ caroténique (E 160f, C. I. 40 825) et la canthaxanthine (E 160g, C. L.
40 850), qui sont ajoutés sous forme de préparations dispersables dans I’eau (2).

Jusqu’a présent, ces matiéres colorantes étaient recherchées dans les jus
d’orange et les boissons a base de jus d’orange par photométrie, aprés séparation
par chromatographie sur colonne (1, 3—5), ou par chromatographie sur couche
mince (6, 7).

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) s’est révélée étre une
technique beaucoup plus efficace pour la séparation et le dosage de ces substan-
ces hautement sensibles a I’oxydation et a la photolyse. Il a été ainsi possible de
doser le f-caroténe naturel ou ajouté dans les jus d’oranges, en tant que provita-
mine A, en le séparant des autres caroténes et caroténoides présents (8—10).

Le présent travail propose une méthode simple et rapide pour détecter et do-
ser le f-caroténe et les caroténoides de synthése additionnés aux boissons a base
de jus de fruits, en utilisant la chromatographie HPLC en phase inversée avec élu-
tion en régime isocratique. L’utilisation d’un gradient d’élution binaire permet de
déceler la présence d’éventuels autres caroténoides ajoutés, qu’ils soient naturels
ou de synthése.
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Partie expérimentale

Réactifs

Chloroforme p.a. (Merck no 2445).

Acétone pour la chromatographie liquide (Merck no 20).

Sulfate de sodium anhydre p.a. (Merck no 6649).

Solution d’hydroxyde de potassium dans I’éthanol 96% 0,5 mol/l, fraichement
préparée.

Colorants de référence: f-caroténe, canthaxanthine, f-apo-8’ caroténal, ester
éthylique de ’acide f-apo-8’ caroténique et bixine (Hoffmann-La Roche, Bile),
zéaxanthine, lutéine et lycopéne (Roth), capsantéine (extrait saponifié de papri-
ka).

Solution de standards de référence pour la chromatographie HPLC en régime
isocratique: solution dans I’acétone de f-caroténe (0,1 mg/ml), canthaxanthine
(0,01 mg/ml), f-apo-8’ caroténal (0,01 mg/ml) et ester éthylique de I’acide f-apo-
8’ caroténique (0,01 mg/ml), fraichement préparée.

Equipement

Tubes a centrifuger de 15 ml et centrifugeuse de table.

Agitateur type «vortex».

Chromatographe HPLC: pompe Spectra-Physics, modeéle 8700, injecteur Rheo-
dyne, modele 7125, avec «loop» de 20 ul, détecteur spectrophotométrique Perkin-
Elmer, modéle LC-75, enregistreur Metrohm, modéle E 478.

Colonnes de HPLC: voir sous «Conditions chromatographiques».

Mode opératoire

Prélever 5 ml d’échantillon a analyser dans un tube a centrifuger, ajouter 1 ml
de chloroforme, agiter soigneusement.

Centrifuger, séparer la phase chloroformique au moyen d’une pipette de type
«Pasteur» et la faire passer sur une micro-colonne de sulfate de sodium préparée
de la maniére suivante: placer un trés petit tampon d’ouate au début de la partie
effilée d’une pipette «Pasteur», ajouter au-dessus 0,5 g de sulfate de sodium, tasser
légerement.

Répéter I’extraction deux ou trois fois, si nécessaire, réunir les extraits dans un
ballon «cceur» de 10 ml.

Evaporer a sec sous vide, 4 une température inférieure a 30 °C, ou au moyen
d’un courant d’azote, reprendre le résidu avec 500 ul d’acétone.
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Injecter 20 ul de cet extrait dans le chromatographe HPLC, dans les condi-
tions décrites ci-aprés. Comparer les temps ou volumes de rétention avec ceux
obtenus avec la solution de standards de référence. Quantifier par comparaison
des surfaces des pics chromatographiques en utilisant, le cas échéant des
standards de référence de différentes concentrations.

Saponification de lextrait (libération des caroténoides naturellement présents sous
forme d’esters):

Extraire les colorants au moyen de chloroforme, comme décrit ci-dessus, sans
sécher les extraits sur micro-colonne de sulfate de sodium.

Evaporer le chloroforme sous vide, a une température inférieure a 30 °C, ou
au moyen d’un courant d’azote, ajouter environ 0,5 ml de solution d’hydroxyde
de potassium dans I’éthanol 0,5 mol/I.

Chauffer au bain-marie 4 50—60 °C pendant une heure au moins, en agitant
de temps en temps.

Ajouter 1,5 ml d’eau et extraire au moyen de chloroforme, comme décrit ci-
dessus.

Conditions chromatographiques

Colonne: Supelcosil LC-18 5 um, longueur 250 mm, diameétre intérieur 4,6 mm
(Supelco).

Longueur d’onde de détection: 450 nm. :

Elution en régime isocratique: éluant acétone-eau 90 : 10 (v/v), débit 2 ml/min.
Gradient d’élution binaire: éluant acétone-eau 70 :30 (v/v) 2 95:5 (v/v) en 15
min., linéairement, maintien du mélange 95:5 (v/v) pendant 15 min., débit
1 ml/min.

Résultats et discussion

Pour extraire le f-caroténe et les caroténoides de synthése des boissons a base
de jus de fruits, il n’est pas nécessaire de recourir aux techniques proposées anté-
rieurement pour ’extraction des caroténoides totaux (extraction liquide-liquide
avec des mélanges éther de pétrole-méthanol (3) ou éther de pétrole-éther-étha-
nol (4), ou encore co-précipitation avec les réactifs de Carrez et réextraction a
’acétone (11)). Le chloroforme permet une extraction rapide et pratiquement
quantitative des colorants recherchés, sans formation d’émulsions. Les extraits
obtenus sont suffisamment propres pour éviter une opération de «clean-up», mais
le remplacement du chloroforme par I’acétone est indispensable pour réaliser
’analyse chromatographique.

Comme le montre la figure 1, la séparation du f-caroténe et des trois caroté-
noides de synthése les plus couramment utilisés par chromatographie HPLC peut
étre réalisée en moins de 12 minutes en régime isocratique, avec I’éluant proposé
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par Lange (12). Dans ces conditions, les colorants naturels tels que la lutéine (et
ses esters), la zéaxanthine (et ses esters), le lycopéne et la bixine n’interférent pas
avec les colorants de synthése recherchés. La figure 2 illustre le chromatogramme
obtenu avec 'extrait d’une boisson de table gazéifiée et sucrée contenant 10% de
jus d’orange.

a

r T T T
0 5 10 15 min
Fig. 1. Séparation par chromatographie

HPLC en phase inversée et ré-
gime isocratique d’un mélange
de canthaxanthine (1), f-apo-8’
caroténal (2), ester éthylique de
Pacide f-apo-8’ caroténique (3)
et f-caroténe (4).

Conditions chromatographiques:
voir partie expérimentale

el

Fig. 2.

5 10 15 min
Chromatographie HPLC de I'ex-
trait d’'une boisson de table con-
tenant 10% de jus d’orange, colo-
rée avec du f-apo-8’ caroténal
(1, 0,4 mg/l) et du S-caroténe
(2, 23,5 mg/l).

Conditions chromatographi-
ques identiques a celles de la
figure 1

L’adjonction de colorant ne fait pas de doute lorsque la canthaxanthine ou I'es-
ter éthylique de I’acide f-apo-8’ caroténique sont détectés, ces colorants étant ab-
sents a I’état naturel dans les jus de fruits. Le f-apo-8’ caroténal, par contre, est
naturellement présent en faibles quantités dans I’écorce de certains agrumes
(13, 14). L’adjonction de f-caroténe n’est certaine que lorsque la teneur détermi-
née dépasse significativement la teneur naturelle du jus de fruit (corrigée par la
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teneur en jus de fruit de la boisson examinée). Ce mode d’appréciation est tout
aussi satisfaisant que celui basé sur la mesure du rapport S-caroténe/caroténoides
totaux (3—5), limité aux jus d’agrumes, et vraisemblablement difficile a appliquer
a des boissons ne contenant que 4 a 10% de jus.

La technique décrite a été appliquée a I’examen de 22 échantillons de jus de
fruits dilués, nectars, boissons de table et limonades aux jus de fruits du com-
merce. Dans 9 échantillons, un renforcement de la coloration a été décelé, par
adjonction d’une ou de deux matiéres colorantes (tableau 1).

Tableau 1. Recherche de colorants de type caroténe-caroténoides ajoutés dans
des boissons aux jus de fruits.

Désignation de la Nombre Colorants Concentrations
boisson d’échantillons décelés (mg/1)
Boissons de table et 4 fB-caroténe 2/5,3/13,3/13,9

limonades avec 4 a
10% de jus d’orange

Idem 2 [B-caroténe 5.9/23.3
+ et resp.
B-apo-8’ caro- 1,2/0,4
ténal
Idem 1 [B-caroténe 13,1
i et resp.
canthaxanthine 0,3
Boisson de table avec 1 [B-caroténe 0,5
10% de jus d’ananas
Limonade avec 4% 1 fB-caroténe 0,5

de jus de fruit
de la passion

Trés logiquement, le renforcement de la coloration concerne avant tout des
boissons ne contenant qu’une faible proportion (4 a 10%) de jus de fruits, princi-
palement I'orange, mais également I’ananas et le fruit de la passion.

Le renforcement de la coloration des jus de fruits et boissons dérivées pourrait
étre aussi obtenu par adjonction d’autres colorants naturels ou d’extraits végétaux
colorants. Pour les jus d’orange, Benk (7) mentionne, entre autres, le lycopéne, la
bixine et la capsantéine, Rother (15) celle de I’extrait de paprika et Wild (16) celle
de D’extrait de tagétes (Tagetes erecta).

Si la présence de telles matiéres colorantes est suspectée, I’emploi de la chro-
matographie HPLC avec gradient d’élution binaire acétone-eau (12) permet la sé-
paration de 9 caroténes et caroténoides (fig. 3). La lutéine est cependant mal sé-
parée de la zéaxanthine. Lors de I’adjonction d’extraits de tagetes ou de paprika,
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1l est nécessaire, avant I’analyse chromatographique, de libérer les caroténoides
lutéine et capsantéine de leurs esters par saponification au moyen d’hydroxyde
de potassium 0,5 mol/l dans I’éthanol, 4 chaud.

6

UL

0 5 10 15 20 215 min

Fig. 3. Séparation par chromatographie HPLC, avec gradient d’élution binaire, de la
bixine (1), capsantéine (2), zéaxanthine (3), lutéine (4), canthaxanthine (5),
B-apo-8’ caroténal (6), ester éthylique de I'acide f-apo-8’ caroténique (7), lyco-
péne (8) et fB-caroténe (9).
Conditions chromatographiques: voir partie expérimentale

Résumé

Une méthode simple et rapide est décrite pour la recherche des colorants de type caro-
tene-caroténoide synthétiques dans les boissons a base de jus de fruits. Aprés extraction au
moyen de chloroforme, les colorants sont identifiés et dosés par chromatographie HPLC
en phase inversée, avec régime d’élution isocratique, en moins de 12 minutes.

Les résultats de I’examen de 22 échantillons de boissons de table et limonades aux jus
de fruits du commerce sont présentés.

L’adjonction d’autres colorants naturels ou d’extraits végétaux colorants peut étre déce-
lée par chromatographie HPLC avec un gradient d’élution binaire.

Zusammenfassung

Eine einfache und schnelle Methode fiir den Nachweis synthetischer Carotin- und Ca-
rotinoidfarbstoffe in Fruchtsaftgetrinken wird beschrieben. Nach einer Chloroformextrak-
tion werden die Farbstoffe chromatographisch, durch reversed-phase HPLC, unter isokrati-
schen Bedingungen identifiziert und bestimmt.
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Die Untersuchungsresultate von 22 Proben von Tafelgetrinken und Fruchtsaftlimona-
den aus dem Handel werden angegeben.

Die Zugabe anderer natiirlicher Farbstoffe oder firbender pflanzlicher Extrakte kann
durch HPLC mit binidrem Elutionsgradienten nachgewiesen werden.

Summary

A simple and rapid method is proposed for the analysis of synthetic carotene-carote-
noid colours in beverages on fruit juice basis. After extraction with chloroform, the colou-
ring matters are identified and quantitated using reverse-phase HPLC chromatography in
1socratic conditions, within less than 12 minutes.

The results of the investigation of 22 samples of beverages on fruit juice basis are pre-
sented.

The addition of other natural colours of the same sort or of colouring vegetal extracts
can be detected using HPLC chromatography with binary elution gradient.
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