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SCIENCES DES ALIMENTS, 4 (1984] 317-324

COMPARAISON DE DEUX METHODES D'ENTRAINEMENT
PAR L'AZOTE POUR ISOLER LES CONSTITUANTS VOLATILS
DE LA FRAMBOISE

COMPARISON OF TWO N,ENTRAINMENT METHODS
FOR THE EXTRACTION OF VOLATILS COMPOUNDS FROM RASPBERRY

Elisabeth GUICHARD (1]

REsume

SUMMARY

Travaillant sur des framboises de la variété "Lloyd George",
nous avons expérimenté une méthode d'entrainement par L'azote
couplée 4 une extraction directe par solvant, décrite précé-
demment par RAPP et KNISPER. Nous avons comparé les extraits
ainsi obtenus & ceux gue nous obtenons aprés entrainement par
L'azote et piégeage sur chromosorb 105. Les résultats du

test t de Student effectué aprés une analyse de variance [ta-
bleau 1) nous montrent que les profils chromatographigques sont
significativement différents. En utilisant la méthode de RAPP
et KMIPSER, un recyclage permanent du solvant nous a permis
de poursuivre L'entrainement par L'azote pendant 24 heures
sans risque de saturation et ainsi d'accroitre la proportion
d'alcools terpéniques et de ionones dans L'extrait. De plus,
cette méthode est suffisamment reproductible pour permettre
de comparer différents échantillons.

Mots clés : framboise, volatifes, entnainement pan £'azote.

In this work, we tested the extraction method described by
RAPP and KNIPSER, on a raspberry cultivar "Lloyd George™.
This method combines Nz entrainment with solvent extraction.
We compared the flavour extracts obtained by this method
with those obtained after N; entrainment and trapping om
Chromasorb 105. Results from Student's t performed after ana-
lysis of variance (table I) show significant variations bet-
ween chromatographic profiles.

{1) Institut Netional de la Recherche Agronomigue, Laboratoire de Re-
cherehes sur les Arfmes, 17 rue Sully. 21034 Dijon cedex
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The RAPP and KNIPSER method enabled us to continue the en—
trainment for 24 hours without any saturation and thus to

increase the proportion of terpene alcohols and ionones in
the extract. This methed is reproductible enough to allow

comparison of samples.

Key words : Aadpberry, vofatifes, Nz entrrimment.

INTRODUCTION

Dans une Etude antérieure, GUICHARD et ISSANCHOU (1983) ont comparé
trois méthodes d'isolement des constituants wolatils de la framboise :
un entrainement par 1l'azote et piégeage sur Chromosorb 105, une extrac-
tion directe par solvant et une distillation sous vide. La mé&thode
d'extraction directe par solvant fournit le profil chromatographique le
plus représentatif des diverses classes chimiques. Cette m&thode est,
cependant, peu reproductible et les extraits, trop riches, en pigments,
doivent &tre soumis 3 une distillation en doigt de gant. La méthode la
plus reproductible est 1l'entrainement par l'azote et pilégeage sur Chro-
mosork 105. Cependant, cette technique présente certaines limites dues
3 1'utilisation d'un adsorbant :

- les conditions de pifgeage doivent &tre contrilies rigoureusement
afin d'&viter de saturer le piBge en composés légers et peu polaires,
tout en récupérant, en quantité suffisante, d'autres constituants plus
polaires (BROWN et PURKELL, 1979) ;

- certains composés 3 haut point d'&bullition peuvent &tre incomplié-
tement dEsorb&s (WILLIAMS et al., 1978) ;

- on obtient aprZs désorptiom, un extrait d'une concentration sou-
vent insuffisante pour permettre une identification de composés présents
a4 1'Etat de traces.

RAPP et ENIPSER (1980) ont proposé un entrainement par l'azote cou-
plé & une extraction directe au Fréom 11. Cette technique allie les
avantages de 1'entrainement par un gaz inerte & ceux de l'extraction
directe par solvant. Elle permet de poursuivre l'entrainement des cons-
tituants wolatils plusieurs heures sans saturation au cours du pifgeage
en raison de la rectification permanente du sclvant. Elle a &té appli-
quée avec succds par SIMPSON et MILLER (1983) sur des &chantillomns de

vin.
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MATERIEL ET METHODES

1. La préparation de 1'&chantillon

Les framboises de la varié&té "Lloyd George" ont £té récoltées en
juillet 1982 dans les Hautes CStes pr@s de Dijon, congelfes immédiate-
ment et conservées & —20°C. Les Echantillons ont 2t& analysés trois
mois apr&s la récolte. Pour 1'analyse, les baies sont broyEes, 3 4°C,
dans 1'eau préalablement purifie par passage sur du charbon actif.

2. Entrainement par 1'azote et piégeage sur Chromosorb 105

Mous avons utilisé la méthode mise au point par LOYAUX et al. (1980)
et modifife par GUICHARD (1982).

250 g de baies sont broyEes dans 250 ml d'eau puis placBes dans un
flacon de 500 ml maintenu dans un bain-marie & 25°C. Les constituants
volatils sont entrain®s par un balayage d'azote de deux heures 3 un dé&-
bit de 100 ml/min puis piEgés sur | g de Chromosorb 105. Ils sont Elués
du pigge avec 6 ml de dichlorométhane.

3. Méthode de Rapp et Knipser

400 g de baies sont broyEes dams 400 ml d'eau puis placZes dans un
flacon de 1 1 maintenu dans un bain-marie 3 25°C. Les constituants vo-
latils sont entrainfs par un balayage d'azote de 24 heures 3 un d&bit
de 60 ml/min. L'azote traverse 1'Echantillon par l'intermédiaire d'une
canne de verre terminée par un frictté de porosité 1. Les constituants
volatils entraings sont pifgés dans 250 ml d'une solution hydro-
alcoolique 3 10 % d'Ethancl. Cette solution est extraite en continu par
100 ml de Fréon 11 selon la méthode décrite par RAPF et KNIPSER (1980)
et lEgirement mpdifide : le Fréon 1] est condens& dans une canne de ver-—
re terminée par un fritté de porosité 2 pour disperser le solvant en
fines gouttelettes dans la solutiom hydroalcooligque.

Le condenseur est maintenu 3 -30°C et 1'ensemble du montage est si-
tué dans une pi2ce climatisBe & 16°C.

4. Chromatographie en phase gazeuse

les extraits sont concentr&s dans un bain-marie & 28°C pour le
Fréon 11 et 48°C pour le dichlorcméthane, jusqu'd un volume final de
30 ul, en utiliszant des colonnes de Dufton de différentes tailles en
fonetion du volume de 1'extrait. Chaque extrait est injecté dans um
chromatographe Girdel 3000 sur une coleonne capillaire en verre recou-—
verte de phase 5E 52 (45 m x 0,4 mm). La surface des pics est caleulde
par un intégrateur Minigrator (Spectra Physics). Les identifications
sont téalis@es par couplage chromatographie en phase gazeuse -
gspectrométrie de masse.
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Tableau I
Différents conatituants volatils de la framboise
exrtraits par deuxr méthodes
Pourcentage de chaque congtituomt deme l'sxtraii (= 10 000)
Moyerme (x) et coeffiotent de variation (o/T = 100)
caleulds powr trois répétitions
Table 1
Compardiaon of raspberry volatiles
extracted by two different methods
Caleulated perecentage of G.C. peaks (= 10 000),
mean (xz) and coefficient of variation (o/xz), n= 3

Fidgasge Extraction
aut au Fréon t de
Chromasorb 105 Student
Composé A
X afx X a/x (a)
= 10000 x 100 x 10000 x 100
C~PIDENE sisesvrsnsns 3 529 10 1 742 37 W
B~PinBne ...veevcses 154 15 73 46 34"
MYTCEME souvvsvennas 435 B 240 29 LT R
w-phellandréne ..... 1 634 1 1 195 5 N5
PCYMENE - cuvrvoasnn ils 16 158 17 U i
f=phellandréne ..... 1016 5 622 21 5,8 ¥
Y—LErPingne .......- 107 8 135 23 ns
Terpinol2ne ........ 19 16 139 15 Q Fgiice
Caryophylléne ...... 249 17 167 39 NS
Humul&ne ...couvases 13 3l 67 25 T
Total terpénes ..... 74,7 % 45,4 %
AcEtate
d'isopentényle ..... 193 34 190 44 N3
Acétate de cis=3-
hex&nyle ...ccevvnrs 38 26 57 9 KRS
Acétate de menthyle 52 34 196 34 3,6 *
Total esSters ....... ik ; 44 X
[a) : t de Student pour les va- [a) : Student'st for significant
leurs significatives value
s : Significatif & P < D,D5 - : Significant at P < 0.05
** : Sdgnificatif a P < 0.01 *%* : Significant at P < 0.01
*¥*% . Sipnificatif a P < 0,001 *¥** . Hightly significant at

P < 0.001
NS : MNon significatif NS : Mot significant
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Tableaun 1 (suite)
Fitgnage Extraction
Bt dnat 108 - FERCS ﬁtt :ldE:
Composé il o
X afx e d afX (a)
x 10000 x 100 x 10000 x 100
Heptanone—2 ....eess 38 13 960 19 N5
Nonanone=2 ....osses 81 4§ 56 10 Bioi%e
PipEritome ...ssasss 2 10 10 20 N5
DEcanome=2 ....ccu-- 0 b 10 NS
Dihydro-ot—-ionone ... 24 a8 47 42 juk:d
E=10DONE :.-isisnnsaa 129 25 332 35 2.9
Dihydro—-B-ionone ... 45 35 102 35 | NS
B=ionone .....c.aes- 125 22 363 50 NS
Total cEtomes ...... 13,4 X 18,8 X
Hexanol=l .....eeu.. 170 26 BO1 31 b g
|
Heptanol-2 ...u.e... 16 7 70 13 | 15,3%%
Linglool sevevsas 3 306 7 1 246 19 5, 3%
Terpinen-4-ol ...... 60 3 241 2 58,0%*%*
o-terpindol ........ 10 5 77 14 1
[ s [ TN, W 12 8 a7 1 12,9%%%
GEraniol ..seesvsaes 54 11 3ol 14 o, ek
Total alcools ...... 6,3 X 28,2
Théaspirane ........ 20 5 23 LB NS
TOCOMMIL «u's's ainn a'nins 189 42 247 15 NE
INCONMU +aveues Fiyie o 48 27 49 49 NS
Total divers ....... 2,6 X 3,22
N, entrainment 5
: N; entralnment s
:ragﬂlng St Stud:nt 5
Compound Chromosorb 105 kgl ety
X a/X X o/X {a)
x 10000 x 100 % 10000 x 100
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5. Analyse statistique

A partir d'un m@me lot de framboises, nous avons prélevé trois Echan-
tillons de 250 g pour 1'entrainement par 1'azote et pidgeage sur Chromo-
sorb 105 (premiére méthode) et trois &chantillons de 400 g pour la métho-
de de Rapp et Knipser (deuxiZme méthode). Pour 1°' analyse statistique des
profils :hrumatugraph1Ques, nous avons sélectienn® tremte-et-un composés
bien séparés par chromatographie en phase gazeuse. Nous avons calculé
pour chaque pic le pourcentage de sa surface par rapport au total des
surfaces des trente-et-un pics sélectionnés puis nous avons calculé la
moyenne des trois Zchantillons par population (méthode) ainsi que le
coefficient de variation pour chacun des pics retenus. Un ecaleul du t
de Student permet de mettre en Evidence les variations observées sur cha-
que pic entre les deux méthodes d'isolement,

RESULTATS ET DISCUSSION

1. Reproductibilité de la mé&thode

Le tableau ] donne, pour chacun des trente—et-un pics sélectionnds,
la moyenne des trois répétitions et le coefficient de wariation pour
chacune des méthodes.

La méthode de Rapp et Knipser est un peu moins reproductible que la
premigre méthode. En effet, 33 % seulement des pics considérés ont des
coefficlents de variation inférieurs & 15 %, contre 58 I des pics avec
la premifre mEthode. Cette moins bonne reproductibilité est surtout net-
te pour les hydrocarbures terpéniques. Nous pouvons tenter d'expliquer
ce phénomEne en consid@rant que ces composés, 3 caractére hydrophobe,
sont mal piEgEs dans la solution hydroalcoolique et gqu'une petite Frac-
tion est sans doute entraine par 1'azote sans Stre extraite au Fromn 11.
Sur les autres comstituants, les coefficients de variation sont du méme
ordre de grandeur pour les deux mEthodes. Ces résultats sont meilleurs
que ceux obtenus par NOBLE (1978} ou CORDNER =% al. (1978) qui effac-
tuent un entrainement par 1'azote et pidgeage sur du Tenax GC. Par con-
tre, MOBLE et aol. (1980) ont amElioré la reproductibilité de la méthode
en utilisant une technique de déplacement des vapeurs décrite par
WILLIAMS et al. (1978), qui a cependant 1'inconvénient de conduire 2
des extraits moins riches en constituants volatils que lors d'un entrai-
nement par l'azote.

2. Différents constituants isolés par chague méthode

Les ré&sultats du test t de Student, effectud pour chacun des pics
retenus, nous ont permis de comparer les moyennes calculfes pour chaque
méthode. Les résultats du test figurent sur le tableau 1.

Pour 55 ¥ des constituants, les variations observées sont significa-
tives 3 un sewil inférieur 3 5 Z. Les hydrocarbures terpéniques sont re-
lativement tré&s abondants dans les extraits obtenus aprés deux heures
de pifgeage sur Chromosorb 105, ils représentent 74,7 % des pics comsi-
dérés contre 45,4 I dans les extraits obtenus par la deuxiZme méthode.
Par contre, en utilisant la mEthode de Rapp et Knipser, nous avens pu
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augmenter la dure de 1'entrainement par 1'azote jusqu'3 24 heures sans
risque de saturatiom, em rzison du recyclage permanent du Fréom 11.
Hous avons ainsi pu entrainer des composés plus polaires, comme les al-
cools terpéniques, dont le pourcentage total dans 1'extrait passe de
6,3 % & 28,2 %. Les cBtones et, parmi elles, les ionones, qui ont une
grande importance dans 1'arime de la framboise, sont un peu mieux récu-

pérées par cette deuxiZme méthode.

ConcLus1ON

En combinant une extraction par solwvant 3 un entrainement par 1'azo-
te, nous avons obtenu, apr&s 24 heures d'entrainement, un profil chroma-
tographique qui se rapproche de celui sbtenu aprEs extraction directe
du jus de framboise par solvant et est donc plus représentatif de 1'ard-
me de la framboise que celui obtenu apriés deux heures de piégeage sur
un adsorbant. Les extraits ne contiennent aucun pigment et n'ont pas 2

gtre distillés.

Cette nouvelle technique est encore suffisamment reproductible pour
8tre appliquée 3 1'Etude de difffrents Echantillons de framboises par
exemple, et les extraits sont suffisamment riches en comstituants wvola-
tils pour permettre d'idemtifier facilement un grand nombre d'entre eux
par couplage chromatographie en phase gazeuse-spectromBtrie de masse.

5

Marnugerit regu le 24 octobre 1983, aceceptd le 18 janvier 1984.
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