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La recherche sur les arômes à la Station fédérale de
recherches laitières: bases, développement et objectifs

Flavour Research by the Swiss Federal Dairy Research Institute:
Bases, Development and Objectives

J. O. Bosset* et P. Lavanchy
Station fédérale de recherches laitières (FAM), Liebefeld-Berne

Préambule

L'hédonisme qui caractérise notre civilisation occidentale explique pour une
bonne part le rôle toujours plus important que j ouent les arômes dans l'alimentation
humaine et les travaux de recherche dont ils font l'objet. Différenciant la simple
nutrition de la gastronomie, les arômes, pour nos sens olfactif et gustatif, comme
les colorants, pour notre sens visuel, peuvent même être considérés comme des
substances-clés des produits alimentaires. Sans être des nutriments à proprement
parLr, ce sont eux qui stimulent l'appétance ou, au contraire, nous mettent en garde
contre le manque de fraîcheur de ce que nous mangeons, donc contre un risque
éventuel d'intoxication.

Différences entre odeur et goût en analyses sensorielles et instrumentales

Sous l'appellation de flaveur ou d'arôme(s), on comprend généralement les

composés responsables tant de l'odeur que du goût des aliments. Nos sens olfactif
et gustatif sont physiologiquement si étroitement liés qu'on confond souvent leurs
informations dans la pratique. Il est néanmoins aisé de percevoir une odeur avec le
(seul) nez, sans recourir aux données fournies par les papilles gustatives. L'inverse
peut être évident (distinguer des cristaux de sel et de sucre sur la langue) ou
nettement plus difficile. Déguster un fromage très mûr en excluant les récepteurs
du nez demande un certain entraînement sensoriel, mais n'est pas exclu.

* Conférence présentée par le lauréat du prix et de la médaille Werder 1991 dans le cadre de
l'assemblée générale de la Société suisse d'hygiène alimentaire, le 12 avril 1991 à l'Ecole
polytechnique fédérale de Zurich.
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Cette distinction entre odeur et goût est essentielle pour comprendre ce qui est
effectué dans le cadre de la recherche sur les arômes:

- les substances perçues par le nez sont dites volatiles. Il s'agit surtout de composés
gazeux ou de liquides qui s'évaporent facilement. La méthode la plus couramment

utilisée pour les analyser, la Chromatographie en phase gazeuse (GC),
recourt précisément à cette propriété chimico-physique des composants du
mélange d'arômes à séparer;

- les substances perçues seulement par la bouche sont dites non volatiles. Il s'agit
en général de composés solides à température ambiante. Les méthodes d'analyse
généralement utilisées sont la Chromatographie liquide/liquide à haute performance

(HPLC) et la Chromatographie par échange d'ions (IEC). La première
est basée sur la polarité des divers constituants du mélange d'arômes à séparer,
c.-à-d. sur leur solubilité dans l'eau ou dans les solvants organiques, la seconde
sur leur caractère acido-basique.
Il n'existe pas de méthode universelle permettant simultanément l'analyse

instrumentale (c.-à-d. n'utilisant que des appareils de mesure) de ces deux classes de
substances. Un choix doit donc être fait a priori (GC pour les volatiles, HPLC ou
IEC pour les non volatiles) sur la base d'un examen sensoriel effectué par un jury
de dégustateurs entraînés. Seul un tel examen couvre en effet ces deux grands
domaines de la recherche sur les arômes (odeur et goût).

Délimitation du cadre de la recherche sur les arômes à la FAM

Selon l'Ordonnance fédérale sur les denrées alimentaires, on distingue trois
catégories d'arômes: ceux dits naturels, ceux qui sont identiques aux naturels et ceux
de synthèse. Les arômes, volatils ou non, agréables ou non, étudiés à la FAM
appartiennent exclusivement au groupe des naturels. Seuls entrent en ligne de

compte les arômes présents dans le lait ou ceux qui résultent de la fabrication
(cultures) ou de l'affinage (morge, cultures de surface) de produits laitiers ou ceux
encore générés par un procédé technologique (traitements thermique ou mécanique)

ou par le stockage (emballage inclus). En sont exclus tous les arômes ou
parfums qui sont volontairement ajoutés (fruits, essences en tous genres telles que
café, chocolat, condiments ou autres) pour modifier la flaveur du produit de départ,
surtout pour les produits acidifiés frais.

Les arômes étudiés sont généralement des substances de structure relativement
simple, qu'il est même parfois possible d'acheter sous forme pure à des fabriques
de produits chimiques. Si tel est le cas, il est possible d'injecter ces substances pures
dans l'analyseur utilisé (GC, HPLC ou IEC) pour confirmer l'identité du composant

analysé (temps de rétention chromatographique et spectre de masse). Pour les

composants volatils, il s'agit généralement de substances appartenant à l'une des
classes de composés suivantes: acides gras volatils, alcools (primaires ou secondaires),

cétones (surtout méthylcétones), cétoalcools, aldéhydes, esters, lactones,
éthers, alcanes et alcènes, composés azotés tels que pyrazines ou composés soufrés.
Quant aux composants non volatils, on n'en connaît que quelques-uns: acides
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aminés libres, (macro)peptides, sels organiques (généralement d'acides) ou inorganiques,

corps gras (mono-, di- et surtout triglycérides), protéines et sucres (pour
les produits laitiers non fermentés), l'eau étant presque toujours le solvant ou, pour
les constituants insolubles, le milieu dispersant. L'origine de la plupart de ces arômes
est à rechercher dans les mécanismes de protéolyse, de glycolyse ou de lipolyse du
lait (42-48).

Historique

Depuis la réorganisation de la FAM, en juillet 1987, les laboratoires de GC, de
HPLC et de IEC traitant des questions d'arômes ont été réunis dans la section de
«chimie» qui travaille conjointement avec d'autres sections pour certains projets.
Parallèlement, un troisième laboratoire a été mis sur pied dans la section (état-major)

de «coordination»: le laboratoire d'analyse sensorielle.

Développement du laboratoire d'analyse des composants volatils

Ce laboratoire, créé en 1976, a connu un développement considérable du point
de vue de son équipement. Pour remplacer un ancien GC (type 5711A de Hewlett-
Packard) équipé d'une colonne à remplissage et d'un intégrateur assez primitif, un
chromatographe moderne à l'époque (type Sigma 1 de Perkin-Elmer) a été mis en
service dès 1982. Sa colonne capillaire a très nettement amélioré la résolution
chromatographique, permettant de mettre en évidence plus d'une centaine de
composés et d'en intégrer la surface de façon plus adéquate. Le détecteur utilisé, un
détecteur à ionisation de flamme (FID), ne permettait pourtant pas encore
l'identification des composants de l'arôme extrait. A l'époque, un tel travail ne pouvait
être effectué qu'à l'extérieur de la FAM, grâce au concours bienveillant de laboratoires

équipés d'un GC avec un détecteur à spectrométrie de masse (GC-MS). Dès
1986, un nouveau GC, à la pointe du progrès (type 5890 de Hewlett-Packard), a été
acquis, équipé cette fois-ci d'un tel détecteur (type 5970 de Hewlett-Packard) en
plus du classique FID. Ce nouvel analyseur permettait de plus l'acquisition
électronique de toutes les données brutes de l'analyse, qui pouvaient ainsi être retraitées
ultérieurement (post run) par un second ordinateur (H.-P. Workstation 300) de
façon entièrement indépendante: visualisation sur écran graphique, réintégration,
calculs divers, recherche dans les bibliothèques etc. Ce nouvel équipement permettait

ainsi à la FAM de travailler de façon indépendante sur la base de plus de 130 000

spectres de référence contenus dans les bibliothèques de Wiley (50) et du TNO (51)
et mémorisés pour le travail d'identification des substances intéressantes.
L'introduction de colonnes chromatographiques liées, en silice fondue (type DB bound),
assurait en outre une plus grande longévité et aisance de manutention de celles-ci.

Parallèlement à ce développement de l'équipement du laboratoire en appareils
et en instruments de mesure, les méthodes d'analyse proprement dites ainsi que
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leurs performances ont également évolué. Une analyse d'arômes comporte en
général les 3 phases consécutives suivantes: une extraction des arômes, une concentration

et une injection de l'extrait dans l'analyseur (GC-MS ou GC-FID). Ce
dernier assure alors la séparation des composés, leur identification et leur quantification.

Cinq méthodes d'analyse ont été successivement mises au point et utilisées à la
FAM pour l'analyse des arômes volatils:

- Une méthode d'extraction et de distillation à température légèrement sub
ambiante (0-10 °C) et sous haut vide, dite «à la tour» (8) (fig. 1). Ses principaux
avantages sont d'éviter toute oxydation et toute dégradation thermique des

composés sensibles. Ses inconvénients majeurs sont la taille importante de
l'échantillon et la durée considérable de l'étape d'extraction.

Fig. 1. Appareillage d'extraction et de distillation des arômes à température légèrement
subambiante (0-10 °C) et sous haut vide, dit «à la tour», avec récupération par pièges
cryogéniques
Légende: Développement FAM (8)
Pos. 1-3: Réglage débit et degré d'humidité du gaz extracteur N2
Pos. 4: Tour d'extraction (remplie de fromage râpé)
Pos. 5: Pièges cryogéniques (à - 77 °C)
Pos. 6: Mélange réfrigérant (alcool + neige carbonique)
Pos. 7: Pièges cryogéniques (à - 196 °C)
Pos. 8: Mélange réfrigérant (azote liquide)
Pos. 9: Dispositif de pompage à haut vide (pompe à diffusion)

- Une méthode d'entraînement à la vapeur d'eau (60 °C) recourant à un «rotava-
porR» de Btichi. Cette méthode (28) (fig. 2) est beaucoup plus rapide et nécessite
moins d'échantillon, mais risque d'engendrer des produits de dégradation
indésirables. Ces deux premières méthodes exigent en outre une réextraction des

arômes, obtenus en milieu aqueux, en recourant à un solvant organique tel que
l'éther. Cette exigence a certaines conséquences négatives pour l'analyse telles

que la perte d'arômes lors de l'étape de la concentration, le risque d'introduction
d'impuretés et d'artefacts ainsi qu'un travail fastidieux et relativement plus
dangereux.
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0)

Fig. 2. Appareillage d'extraction des arômes par entraînement à la vapeur d'eau (60 °C) et
sous pression réduite (20 mbar) à l'aide d'un rotavaporR avec récupération par
condenseur
Légende: Développement FAM (28)
Pos. 1: Bain-marie (60 °C)
Pos. 2: Ballon d'extraction (contenant l'échantillon dispersé)
Pos. 3-7: RotavaporR
Pos. 5-6: Ballon de récupération du condensât (avec glace)
Pos. 8: Condenseur avec circulation d'un liquide réfrigérant
Pos. 9-10: Piège cryogénique pour composés gazeux (N2 liquide)
Pos. 11: Dispositif de pompage (trompe à eau ou équivalent)

- Une méthode par entraînement des arômes à l'aide d'un gaz inerte et par piégeage
de ces derniers sur un support adsorbant inerte (poudre de graphite ou charbon
actif) (25). La récupération et l'injection de ces arômes dans le GC est effectuée
par une désorption thermique très énergique à l'aide d'un four à micro-ondes
(type MWS-1 de Rektorik) (fig. 3).

- Une méthode basée sur le même principe, mais offrant en plus les avantages
suivants: étapes entièrement automatisées; piégeage sur de nombreux adsorbants
possibles à choix (par ex. tenax/carbopackR); désorption beaucoup plus
ménageante, suivie d'une étape de cryoconcentration. L'équipement utilisé est un
«Purge and TrapR» (Tekmar 2000 Au nombre des grands avantages de ces deux
dernières méthodes, il faut citer en outre la taille beaucoup plus restreinte de
l'échantillon requis, un investissement en temps et en travail moindre, des pertes
en arôme plus faibles et un risque de contamination diminué (fig. 4).

- Une méthode d'extraction des arômes à l'aide d'un gaz surcritique (CO2),
couplée directement (sans détente intermédiaire) à une Chromatographie surcritique

sur colonne capillaire. Le développement de cette technologie analytique
de pointe a été réalisé en collaboration avec l'EPF-Lausanne dans le cadre de
deux thèses de doctorat (16-24, 35) (fig. 5).
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et sous pression athmosphérique) avec récupération par un piège adsorbant (poudre
de graphite ou charbon actif)
Légende: Développement FAM (25). L'injection est effectuée ensuite par

désoption thermique à l'aide d'un four à micro-ondes (MWS-lRde
J. Rektorik, Genève)

Pos. 1-5: Barboteur pour l'entraînement des arômes avec N2
Pos. 6: Piège solide pour l'adsorption des arômes
Pos. 7: Tube plongeant du dispositif de barbotage
Pos. 8: Manomètre à eau
Pos. 9: Burette fonctionnant comme pompe de circulation (gaz)
Pos. 10: Intégrateur (mesure du volume de gaz pompé par pos. 9)
Pos. 11,14: Enceintes thermostatiques (évitant toute condensation)
Pos. 13: Réglage de la pression d'extraction atmosphérique)

GC GC

Fig. 4. Appareillage intégré permettant successivement: 1) l'extraction des arômes par
entraînement avec un gaz inerte (N2 à 40 °C et sous pression atmosphérique) avec
récupération par piège adsorbant (à choix), 2) la concentration et 3) l'injection des
arômes dans un GC
Légende: Système dit «Purge & Trap», Tekmar 2000; USA

A) «Purge modus»; B) «Desorption & Injection modus»
Pos. 1: Compartiment d'extraction des arômes («sparger»)
Pos. 2: Echantillon finement dispersé dans de l'eau
Pos. 3: Vanne multiple («6 port valve»)
Pos. 4: Cartouche d'adsorption («trap»)
Pos. 5: «Cryofocussing» (avec N2 liquide)
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Fig. 5. Appareillage intégré permettant l'extraction surcritique (SFE) des arômes (CO2 à

40 °C et 100 bar), leur injection directe (sans détente intermédiaire) et leur séparation
chromatographique surcritique (SFC avec CO2) sur colonne capillaire
Légende: Développement d'un prototype EPFL - FAM (20-22, 24, 35)
Pos. 1-5: Dispositif de préparation du gaz surcritique (CO2)
Pos. 6: Autoclave d'extraction surcritique (SFE)
Pos. 7: Couplage capillaire (extracteur - chromatographe SFC)
Pos. 8: Cylindre de programmation de la pression (SFC)
Pos. 10: Injecteur (SFC)
Pos. 11: Colonne de séparation (SFC)
Pos. 12: Four de programmation de la température (SFC)
Pos. 13: Détecteur (SFC)
Pos. 15: Unité de contrôle (pilotage) et de calcul (SFC)

Les principaux avantages et inconvénients des 4 premières méthodes d'analyse
susmentionnées sont résumés dans le tableau 1. Une récente publication (29)
compare ces méthodes de façon plus approfondie (fig. 6).

Développement du laboratoire d'analyse des composants non volatils

Il est peut-être bon de rappeler ici quelques différences fondamentales relativement

importantes existant entre les possibilités des laboratoires de GC et celles des
laboratoires de HPLC. Si les substances volatiles peuvent souvent être analysées
dans leur ensemble grâce à une seule et même méthode (choisie parmi l'une des 5

susmentionnées), il en va différemment des composés non volatils qui ne présentent
en général aucun autre caractère analytique commun. Les composés azotés tels que
protéines, peptides (1, 39), acides aminés (1-7, 9, 10, 36, 37) et amines biogènes (13,
30), les glucides, les lipides, les sels organiques ou minéraux - pour ne citer que
quelques composants importants pour le goût du lait et des produits laitiers -
requièrent chacun une méthode d'analyse différente. Une seconde différence
importante entre le laboratoire de GC et ie laboratoire de HPLC de la FAM est que
ce dernier ne dispose pas (encore) de (HP)LC-MS qui permette une identification
des composés d'un mélange d'arômes non volatils. Un tel équipement, très sophistiqué,

est beaucoup plus onéreux que le GC-MS susmentionné. Ce point sera repris
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4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Retention time [min]

Fig. 6. Comparaison de 4 méthodes d'extraction, de concentration et d'injection des arômes
volatils (analysés dans les mêmes conditions de GC-MS) du même fromage (type
Emmental)
Légende:
A: méthode «à la tour» (extraction-distillation sous haut vide)
B: méthode «au rotavapor» (entraînement à la vapeur d'eau)
C: méthode de type «Purge & Trap» avec un MWS-1 (Rektorik)
D: méthode de type «Purge & Trap» avec un Tekmar 2000
(cf. les détails dans le texte)
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Tableau 1. Comparaison de 4 méthodes d'extraction, de concentration et d'injection des arômes volatils en vue de
leur analyse par GC

Distillation sous haut vide (ex¬
traction «à la tour»)

Extraction à la vapeur d'eau
(«au rotavapor»)

Analyse «headspace» dynamique
(extraction & concentration sur cartouche adsorbante,

désorption thermique)
Système Rektorik MWS 1 Système Tekmar LSC 2000

Quantité env. 2,5 kg env. 250 g env. 25 g env. 5 - 25 g

Durée analyse env. 3 jours env. 3 heures env. 2 heures env. 1,5 heure

Température env. 0 - 10 °C env. 60 °C env. 40 °C env. 40 °C

Pression env. 0,001 mbar env. 20 mbar pression atmosphérique pression atmosphérique

Application en recherche recherche / routine recherche / routine recherche / routine

Avantages - Extraction ménageante

- Extraits riches en arôme

- Injections GC multiples
- Distillât utilisable pour

d'autres analyses

- Adéquat pour composés
peu et moyennement volatils

- Injections GC multiples
- Distillât utilisable pour

d'autres analyses

- Faible taille de l'échantillon

- Pas de solvant organique
- Extraction et concentration

simultanées

- Standard interne possible

- Cf. ceux de Rektorik plus:
- Adéquat pour composés

très et moyennement
volatils

- Nombreux adsorbants

pour applications spéciales

- Limite de détection basse

- Analyseur intégré

Inconvénients - Grosse taille de l'échantillon

- Exige beaucoup de place,
de temps et de travail

- Plusieurs étapes de travail

- Vide poussé nécessaire

- Emploi de solvant organique

- Pertes d'arôme importantes
- Artefacts et contaminants

- Utilisable seulement pour
échantillons solides

- Plusieurs étapes de travail

- Produits de dégradation
thermique

- Emploi de solvant
organique

- Pertes d'arôme importantes
- Artefacts et contaminants

(détergents, solvants etc.)

- Formation de mousse si
tube plonge dans échantillons

liquides
- Pas d'injections multiples
- Seuls 2 adsorbants

possibles

- Température de désorption
non mesurable

- Artefacts de désorption
- Mauvaise répétabilité

- Formation de mousse si
tube plonge dans échantillons

liquides
- Pas d'injections multiples
- Pureté eau solvant)

- Pureté gaz extracteur (N2)
- Réfrigérant nécessaire

(N2 liquide)
- Injection seulement

«splitless»



ultérieurement lors de la discussion des possibilités et des limites des prestations
offertes par la FAM dans ce domaine.

Il est difficile de situer historiquement la date de la création du laboratoire
d'analyse des composés non volatils de la flaveur. Bien que chargé dès le début du
dosage de composants tels qu'acides aminés, protéoses-peptones puis des amines
biogènes, ce laboratoire n'était pas encore connu sous cette nouvelle dénomination
et avec une telle orientation.

A l'instar du laboratoire d'analyse des composants volatils, ce laboratoire a

également vu évoluer sa dotation en appareillage et en techniques analytiques.
Equipé de l'un des deux premiers analyseurs d'acides aminés de Suisse, un Beck-
mann-Spinco, il a permis des dosages par Chromatographie ionique (IEC) pendant
plus de 30 ans, mais à la cadence d'un chromatogramme toutes les 6 heures! Au fil
des ans, d'habiles bricoleurs ont constamment modernisé cet analyseur qui a achevé

sa carrière en 1989 avec le dosage des amines biogènes par IEC. Dès 1976, il a été

remplacé par un appareil beaucoup plus moderne et performant, un Durrum de la
maison Dionex (USA), qui permettait d'effectuer la même analyse en 3,5 heures.
En 1984, c'est un équipement de type Biotronic 7000 qui a pris la relève pour la
détermination des acides aminés (36) et de certains de leurs produits de dégradation
thermique (lysine bloquée, lysino-alanine etc). Tous ces analyseurs recourent à la
très célèbre réaction de «dérivation en postcolonne» à la ninhydrine pour détecter
et quantifier les composés analysés.

Depuis 1988, la Chromatographie liquide/liquide en «reversed phase» ou «RP-
HPLC» (Hewlett Packard 1090M et Kontron 420, 430, 460 et 480) remplace
progressivement la IEC pour ce type de dosage (30, 36-37). Les équipements
modernes utilisés à la FAM permettent en effet d'obtenir des «dérivations en
précolonne» entièrement automatisées (36-37), offrant une résolution chromato-
graphique plus complète et plus rapide que la IEC. L'acquisition électronique de

toutes les données brutes de l'analyse permet ici aussi leur retraitement ultérieur
(«post run») par un ordinateur de façon entièrement indépendante.

Il est parfois nécessaire de recourir à d'autres méthodes que la Chromatographie
liquide/liquide (HPLC ou IEC) pour analyser certains composants non volatils des

arômes. Tel est le cas du dosage des acides gras libres «totaux» du lait et de la crème
31-32) responsables du caractère rance de ces produits.

Développement du laboratoire d'analyse sensorielle

Le laboratoire d'analyse sensorielle de la FAM constitue le troisième et dernier
pilier de la recherche sur les arômes. Composé d'environ 25 collaborateurs des deux
sexes, de formation et d'âge très divers, un jury de dégustateurs a été recruté sur la
base de l'aptitude de ses membres à l'analyse sensorielle. Il a été formé et entraîné
aux tâches principales suivantes: identifier un goût (sucré, salé, acide et amer), une
odeur ou même une substance, à l'état pur ou dans un mélange complexe; évaluer

un seuil de perception; reconnaître un échantillon présenté en double dans un
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groupe de trois échantillons codés (test en triangle); ordonner par intensité ou par
préférence - croissante ou décroissante - une série d'échantillons; caractériser un
défaut de flaveur à l'aide d'une terminologie donnée. Ce laboratoire d'analyse
sensorielle est également en mesure d'effectuer des analyses de type rhéologique
(consistance, dureté, caractère friable etc.) qui jouent un rôle indirect, mais important,

pour la flaveur des produits laitiers.
Contrairement à une opinion assez largement répandue mais erronnée, l'analyse

sensorielle représente une analyse aussi rigoureuse qu'une analyse instrumentale.
Elle permet une détermination tant qualitative que quantitative, surtout si le jury
de dégustation dispose d'échantillons de référence. Elle présente en outre maints
avantages: elle est rapide dans son exécution, ne nécessite aucune infrastructure
complexe et coûteuse. Elle est à même d'analyser les composants tant volatils que
non volatils, successivement ou simultanément. Elle donne une information au
niveau de la réponse physiologique (et non pas à celui du stimulus d'excitation).
«Last but not least», elle est souvent beaucoup plus sensible - de plusieurs
puissances de 10 quant au seuil de détection - que les analyses instrumentales (GC, IEC
ou HPLC) correspondantes. L'analyse sensorielle (52) se distingue de l'examen
organoleptique qui est un simple test de préférence effectué par des consommateurs
non instruits.

Objectifs et stratégies

Historiquement, le premier objectif de ce projet de recherche était d'acquérir ou
de développer l'«outil» nécessaire à toute recherche en matière d'arômes: équipements,

méthodes et techniques d'analyse (8, 14, 20-22, 25, 28-32, 36-37, 39) et de
se familiariser avec ce domaine qui, à l'époque, était entièrement nouveau pour la
FAM. Ce premier objectif a nécessité d'abord une soigneuse étude de la littérature
ainsi que des visites et des stages dans d'autres laboratoires plus avancés que ceux
de la FAM pour de telles recherches. Au fur et à mesure que ce premier objectif a
été atteint, d'autres objectifs ont pu être définis, que l'on peut subdiviser en trois
groupes principaux, en fonction de la stratégie analytique appliquée: à court, à

moyen et à long terme.
Les objectifs à court terme sont fixés et définis par les prestations de service

usuelles que la section de chimie offre, dans un cadre très général, à la pratique
(service de consultation, support scientifique à l'activité des sections de technologie
laitière et de technologie fromagère etc.). Il s'agit en général d'élucider des problèmes

concrets ponctuels tels que défauts d'odeur et/ou de goût inconnus, issus de
cas pratiques. Les questions posées par les praticiens sont très souvent les mêmes:
trouver le nom du ou des composants responsables du défaut signalé, puis en
découvrir si possible l'origine et la cause afin de pouvoir l'éviter à l'avenir. La
stratégie appliquée pour répondre à ces questions est toujours la même:
1) effectuer un examen sensoriel rigoureux ou au moins une dégustation afin de

confirmer ou d'infirmer la présence du défaut signalé et de déterminer s'il s'agit
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de substances volatiles ou non, dans le but de choisir la meilleure méthode
d'analyse (GC, HPLC ou IEC);

2) prévoir si possible la ou les substances ou, du moins, la classe des composés
(amines, acides gras, composés carbonylés, azotés ou soufrés, peptides, dérivés
phénoliques etc.) susceptibles d'expliquer un tel défaut;

3) procéder à l'analyse instrumentale d'un couple au moins d'échantillons aussi

identiques que possible quant au produit considéré, à sa fabrication, à son âge,
à son degré de maturation, à son origine, à son emballage etc. Ce couple ne
devrait se différencier que par l'absence ou la présence dudit défaut.
L'évaluation des résultats est effectuée en comparant les chromatogrammes des

échantillons ayant ou non le défaut de flaveur recherché. Leurs différences sont
attribuées à ce dernier. Cette stratégie est simple, rapide et efficace, surtout si les

chromatogrammes obtenus sont complexes, mais elle demeure néanmoins assez
limitée quant à son pouvoir déductif, puisqu'elle ne peut saisir en principe qu'un
seul défaut par couple analysé. Quelques exemples d'applications sont présentés au
prochain chapitre.

Une autre stratégie a ainsi dû être développée permettant, a moyen terme,
d'étudier cette fois-ci un produit laitier dans un contexte comportant plusieurs
inconnues. Un tel objectif est donc beaucoup plus général puisqu'il vise à suivre
ou à déterminer plusieurs paramètres simultanément. Le nombre des échantillons
nécessaires et, par conséquent, celui des données à traiter sont considérablement
plus élevés. Pour l'évaluation de tels essais, il faut recourir à des méthodes
statistiques dites multivariées (49) telles que régression linéaire multiple, analyse
discriminante (méthodes statistiques permettant de rechercher les paramètres
prépondérants pris individuellement ou par combinaison et de les pondérer) et
analyse de corrélation (destinée à établir des relations entre ces paramètres). Les
résultats de toutes les analyses dites instrumentales doivent toujours être rapportés
à une analyse sensorielle parallèle qui demeure irremplaçable puisqu'elle reflète
une appréciation physiologique, celle du consommateur auquel est finalement
destiné le produit laitier considéré. La portée d'une telle stratégie est bien plus
grande, mais le temps, le travail et les moyens, notamment informatiques, mis en
oeuvre sont aussi beaucoup plus importants. Seuls peuvent entrer en ligne de

compte des essais planifiés longtemps à l'avance dans le cadre du programme de
travail de la FAM.

A long terme enfin, le but et la stratégie des recherches de la FAM en matière
d'arômes sont de mieux élucider l'origine microbienne naturelle de ces derniers,
afin d'améliorer la qualité des produits laitiers en favorisant la formation des arômes
souhaités et, inversément, en évitant si possible ceux qui sont désagréables. La
fabrication artisanale traditionnelle des produits laitiers a de tout temps été le fruit
d'une «biotechnologie» d'avant la lettre, où l'empirisme a été la seule règle de

développement. Une telle recherche vise à en mieux maîtriser certains aspects. Une
thèse de doctorat vient précisément de débuter à la FAM visant à coupler les

connaissances, les techniques et les méthodes relevant tant de la microbiologie que
de la chimie analytique moderne, voire de la biochimie dans une étape ultérieure.
De tels travaux ne sont envisageables que sur une échelle de plusieurs années. Dans
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les travaux «à long terme», on peut également citer les études d'affinage des
fromages et de l'effet protecteur des emballages.

Exemples d'application

Les exemples suivants présentent chacun une application d'une stratégie à court
terme, dans laquelle on compare les chromatogrammes d'échantillons présentant
ou non le défaut de flaveur constaté sensoriellement, soit:
- une odeur de poisson dans une crème à café stérilisée en bouteille;
- une odeur d'œufs pourris dans un fromage de type Jarlsberg;
- une odeur et un goût d'oxydé dans un fromage de type Tilsit préemballé exposé

à la lumière (photo-oxydation);
- une odeur et un goût d'oxydé dans des yoghourts nature exposés à la lumière

de tubes fluorescents lors de leur stockage (échantillons défectueux). Des
échantillons identiques, mais conservés à l'obscurité ont été utilisés comme
référence;

- une odeur de composés phénoliques dans un fromage de type Emmental.
Les différences obtenues après l'analyse par GC-MS desdits échantillons avec

ou sans le défaut de flaveur signalé indiquent, dans les 4 premiers cas, la présence:
- de triméthylamine, une amine sentant le poisson, résultant d'une réinfection

probable de la crème à café entre les étapes de la préstérilisation et de la
stérilisation définitive dans les bouteilles de verre. Une réinfection microbienne
est en effet à même d'entraîner une dégradation de la lécithine, une substance
naturelle de la membrane des globules gras, en éthanolamine, puis en
triméthylamine et éthanol (fig. 7: pics no 3 et 4) (33);

- de 5 composés volatils soufrés sur les 6 nouveaux du Jarlsberg étudié, attribués
à une dégradation des acides aminés soufrés du fromage par suite probablement
d'une infection bactérienne incontrôlée en cours de fabrication. Une analyse
microbiologique effectuée après coup n'a pas pu apporter de réponse à cette
question, la flore «sauvage» responsable de ce défaut n'ayant pas survécu à

l'affinage du fromage (fig. 8: pics nos 1, 2, 4-6) (travail non publié);
- de 7 composés carbonylés (aldéhydes et méthylcétones de C-3 à C-9), 1 composé

soufré et 3 alcools primaires nouveaux dans les morceaux de Tilsit préemballés,
en raison de leur exposition à la lumière de tubes fluorescents (fig. 9: pics nos 3,
4, 7, 8, 10-16, travail non publié);

- de quelques composés carbonylés (aldéhydes et cétones) formés à nouveau par
la photo-oxydation (oxydation catalysée par la lumière) des yoghourts entreposés

à la lumière (fig. 10) (15a, b, c; 26a, b).
Le cinquième cas a pu être élucidé sur la seule base d'une analyse sensorielle: le

fromage de type Emmental considéré avait séjourné plusieurs mois sur un plateau
de bois qui, avant son premier usage, avait été nettoyé et désinfecté - à titre
prophylactique - avec un produit contenant du chlore actif. La réaction de ce
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Fig. 10. Evolution de quelques composés carbonylés dans un yoghourt nature stocké dans
deux conditions extrêmes quant à l'emballage et à l'éclairage utilisés

dernier avec les composants phénoliques naturels du bois est à l'origine du défaut
d'odeur très typique perçu (38).

Comme exemple d'application d'une stratégie à moyen terme, on peut citer une
étude, en cours d'évaluation (41), effectuée sur 50 fromages de type Emmental qui
présentaient des qualités ou des défauts, à des degrés divers, tels que goûts amers
ou impurs ou d'oxydation. Ces fromages ont fait l'objet de nombreuses analyses
chimiques, biochimiques, rhéologiques et sensorielles parallèles. La figure 11 montre

les pics - obtenus par une analyse instrumentale de type GC — que l'analyse
statistique multivariée (régression linéaire multiple) attribue à quelques substances-
clés d'un défaut de flaveur sur la base des résultats d'une analyse sensorielle
effectuée par un jury de dégustateurs entraînés. La figure 12 présente une classification

des mêmes fromages regroupés statistiquement en «bons», «amers» et
«impurs» sur la base d'une combinaison de résultats d'analyses instrumentales (analyse
discriminante, 11 régresseurs).

Comme exemples d'application de stratégies a long terme, on peut citer, outre
la thèse de doctorat susmentionnée sur l'origine microbienne des arômes des

produits laitiers fermentés, une étude de l'affinage du Gruyère (8, 11, 12), celle de
l'influence du choix des cultures utilisées (34) ainsi que celle des conditions de
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Fig. 11. Pics d'un chromatogramme de GC-FID qu'une analyse statistique multivariée
(régression linéaire multiple) attribue à quelques substances volatiles clés d'un défaut
de flaveur de l'Emmental sur la base des résultats d'une analyse sensorielle effectuée
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Fig. 12. Classement de 50 échantillons de fromages selon les critères sensoriels «normaux»

(N), «amers» (B Bitter) et «altérés» (A) établi par une analyse statistique multivariée
de type discriminante utilisant 11 «régresseurs» fournis par des analyses
instrumentales effectuées parallèlement
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stockage sur la qualité des yoghourts (15a-c, 26a, b, 27). Ce dernier travail a

d'ailleurs été effectué dans le cadre d'un projet interdisciplinaire partiellement
financé par la CERS auquel ont participé une industrie alimentaire ainsi que l'Ecole
suisse d'ingénieurs des industries graphique et de l'emballage (esig+) de Lausanne.

Possibilités et limites des recherches sur les arômes à la FAM

Les deux chapitres précédents ont déjà brièvement esquissé les principaux
domaines d'application des techniques et des possibilités de l'analyse des arômes
dans le cadre de la FAM: identifier un ou plusieurs composés nouveaux responsables

en général d'un défaut de flaveur (goût ou odeur) sur la base d'un examen
sensoriel préliminaire, afin de l'éviter dans la mesure du possible; chercher les
relations existant entre les analyses sensorielles et instrumentales pour déterminer
d'éventuels composants-clés; établir des voies métaboliques expliquant l'origine et
la formation de composés de l'arôme dans les produits fermentés dans le but
d'améliorer leur qualité et de diminuer leurs défauts.

De tels objectifs ont pourtant leurs limites, qui sont de deux ordres: les limites
de nature purement analytique et celles, techniques, liées à la capacité même des
laboratoires.

Au nombre des limites analytiques, il faut mentionner notamment:
- les problèmes liés à l'analyse qualitative des composés responsables de l'arôme,

agréable ou non. S'il est volatil (odeur), donc analysable par GC-MS, le composé
à identifier doit satisfaire aux conditions restrictives suivantes: être suffisamment
bien séparé des autres composants du mélange (bonne résolution chromatogra-
phique); être en quantité ou en concentration suffisante (soit au-dessus de la
limite de détection); son spectre de masse (MS) doit être présent dans la
bibliothèque des spectres de base mémorisés dans l'ordinateur et doit être en outre
assez propre (peu de bruit de fond) pour éviter toute erreur d'identification. Un
dernier problème à noter est celui des contaminants et des artefacts. S'il s'agit
d'un arôme non volatil (goût), il n'est généralement guère possible de l'identifier,
la FAM ne disposant pas encore d'équipement (HP)LC-MS, comme déjà indiqué

précédemment.
- Les difficultés inhérentes à l'analyse quantitative des composés responsables des
arômes sont au moins aussi grandes. Le problème le plus délicat à résoudre est lié
à l'effet de la matrice, c.-à-d. au fait que les autres composants majeurs de l'échantillon

comme l'eau, la matière grasse et les protéines interviennent en tant que
(co)solvants de l'arôme lors de son extraction (effets de compétition liés aux
coefficients de partage entre les diverses phases en présence), quelle que soit la
méthode d'extraction utilisée. Il faut en outre mentionner les inévitables pertes
d'arômes lors de l'étape de concentration avant l'injection dans l'analyseur (le
GC-MS). Pour ces diverses raisons, il est donc généralement exclu ou très difficile
d'effectuer de véritables dosages quantitatifs des composants de l'arôme considéré.
On doit donc souvent se contenter, dans la pratique, d'analyses comparatives (à
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matrice donnée), à caractère semi-quantitatif. Comme pour les analyses quantitatives,

la résolution chromatographique (séparation des pics correspondant à chaque
composant du mélange) doit aussi être suffisante pour permettre l'intégration
(mesure de la surface) de ces derniers.

Au nombre des limitations techniques - liées à la capacité même des laboratoires
de préparer les échantillons, d'effectuer les analyses puis d'évaluer et d'interpréter
les résultats - il faut mentionner que ce type d'analyse requiert beaucoup plus de

temps et de travail que la plupart des dosages chimiques, biochimiques ou
microbiologiques usuels. De telles analyses ne font pas partie des méthodes dites «de

grande routine» de la FAM, mais doivent toujours être envisagées cas par cas, après
discussion avec celui qui les sollicite et après un examen sensoriel préliminaire.

Conclusions et perspectives d'avenir

Au fil des ans, la FAM a développé un instrument analytique de choix en matière
de recherche sur les arômes naturels du lait et des produits laitiers en général. Cet
«instrument» est tout à fait comparable, du point de vue de son équipement, de ses

méthodes et de ses performances, à celui dont disposent d'autres laboratoires
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équivalents en Suisse et à l'étranger. La dotation de ces laboratoires en matériel
informatique moderne (PC) les rend des plus en plus aptes à des tâches tant de

contrôle de la qualité que de recherche et de développement: dépistage de substances

étrangères responsables de défauts d'odeur (GC) ou de goût (HPLC ou IEC)
du lait et des produits laitiers, étude de l'influence protectrice de l'emballage, étude
de l'affinage ou de l'influence des cultures utilisées, recherche de substances-clés

permettant d'établir des corrélations avec l'analyse sensorielle. A long terme, ces

travaux devraient aboutir à une meilleure compréhension de l'origine et de la
diversité des goûts et des odeurs spécifiques de chaque produit laitier. Un très

important travail se profile à l'horizon: caractériser chacun d'entre eux par un
profil-type* (fig. 13 et 14) ainsi que déterminer ses fluctuations normales et ses

tolérances, afin d'être en mesure d'élucider les anomalies liées à certains défauts de
la flaveur. Tel est l'un des plus fascinants, mais difficiles défis proposés à ces

laboratoires pour les années à venir, dans le but d'être toujours plus à même d'aider
la FAM - et par elle l'économie laitière suisse en général - à résoudre les problèmes
sans cesse plus complexes qui lui sont posés.
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Résumé

La présente communication décrit quelques-unes des principales activités, passées et

présentes, de la FAM en matière de recherche sur les arômes des produits laitiers. Elle rappelle
les tâches spécifiques du laboratoire d'analyse des substances volatiles, qui utilise la
Chromatographie en phase gazeuse (GC), celles du laboratoire d'analyse des composés non volatils,
qui recourt aux chromatographies liquide/liquide à haute performance (RP-HPLC et IEC)
ainsi que celles du laboratoire d'analyse sensorielle à l'aide d'un jury de dégustateurs entraînés.

Elle retrace ensuite le développement des équipements et des méthodes d'analyse mis en

oeuvre au cours des 30 dernières années. Elle passe en revue les possibilités et les limites de

ces approches en donnant quelques exemples d'engagements dits «à court, à moyen et à long
terme». Dans sa conclusion, le présent article propose quelques perspectives d'avenir, parmi
lesquelles on peut citer l'établissement de profils-types dans le but de mettre en évidence
certains défauts de la flaveur (goût ou/et odeur).

* La composition de produits laitiers tels que les fromages demeure généralement assez

constante du point de vue qualitatif (mêmes composants de base), mais peut fluctuer
fortement du point de vue quantitatif (rapport de ces composants)
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Zusammenfassung

Dieser Artikel behandelt die wichtigsten Aufgaben der FAM auf dem Gebiet der
Aromaforschung in Milchprodukten. Dazu gehören spezifische Laborarbeiten zur Bestimmung von
flüchtigen Substanzen mittels Gaschromatographie (GC) und von nichtflüchtigen Substanzen

mit Hilfe der Flüssig-Flüssig-Chromatographie (RP-HPLC und IEC) sowie sensorische
Analysen, die von geschulten Degustatoren ausgeführt werden. Im weiteren wird die
Entwicklung der Analysenmethoden im Laufe der letzten 30 Jahre beschrieben. Die Möglichkeiten

und Grenzen der Laboratorien werden mit Beispielen von kurz-, mittel- und langfristiger

Zielsetzung beleuchtet. Schliesslich werden einige künftige Projekte erwähnt, so die
Erstellung von Modellaromaprofilen zur Erfassung und Vermeidung von Geschmacks- und
Geruchsfehlern.

Summary

This paper outlines FAM's main activities in the field of flavour research in dairy products.
It deals with specific techniques for the determination of volatile components by gas
chromatography (GC) and of non volatile flavours by means of liquid/liquid chromatography

(RP-HPLC and IEC) as well as sensoric analyses carried out by trained panels. The
development of the equipment and analytical techniques over the past 30 years is described.
The potentials and limits of the laboratories are outlined and examples of short, medium and

long term objectives are refered to. Finally, future projects are suggested such as the
establishment of typical profiles for the detection and prevention of off-flavours.
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