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Introduction

Dans la recherche de nouveaux parfums
naturels, un équipement a haute performance,
capable de produire et de concentrer des
fractions dérivées d’extraits naturels, est
essentiel. D’habitude, beaucoup de cycles
de fractionnement et d’évaluation sont
nécessaires avant d’obtenir un composé
suffisamment pur pour I'analyse structurelle.

International Flavors & Fragrances Inc. (IFF)
a développé un systéme de pointe utilisant
I'équipement le plus moderne disponible. Un
élément clé de ce systéme est la Sepbox®
fabriquée par Sepiatec GmbH (Allemagne) qui
réalise le fractionnement préparatoire en deux
dimensions a partir d'ingrédients naturels, par
la chromatographie en phase liquide a haute
performance et I'extraction sur phase solide
(CLHP-EPS) en cycles séquentiels CLHP-
EPS / CLHP-EPS ; ceci afin d’isoler chaque
composé des préparations complexes.

Le point de départ

Lademande croissante de produits « naturels » rend
la recherche pour ces produits potentiellement
trés rentable. La vaste diversité des sources
végétales et animales consommées depuis
longtemps par les hommes impose de fagon
cruciale la sélection des matieres premiéres,
pour une approche efficace du point de vue
du temps et des ressources.

Afin de réduire le nombre de sources
potentielles soumises a I'extraction, la société
IFF a conduit une grande consultation en
interne et en externe. Elle emploie des chefs
cuisiniers et des spécialistes en parfums
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alimentaires qui ont identifié des denrées
cibles. Ces chefs ont fourni des suggestions
de denrées qui conviendraient comme
échantillons, et ils ont préparé des plats
pour I'extraction. En dehors des suggestions
internes, IFF a aussi recherché des denrées
provenant de toutes les traditions culinaires
du monde et a consulté beaucoup d’autres
professionnels de la cuisine.

Peu de choses sont connues concernant les
propriétés requises pour qu’un composé ait
bon godt. Néanmoins, a partir des recherches
et des consultations, une extraction totale
d’'une large diversité de composés polaires
semblait I'approche la plus prometteuse.
Une série de trois techniques d’extraction
successives a été utilisée ; un mélange
froid et chaud de solvant organique-eau a
été employé pour capter des composés a
haute polarité. C’est un grand défi pour un
chercheur, exigeant beaucoup de travail,
d’isoler une molécule particuliere parmi toutes
les autres matiéres présentes a partir d’'un
flacon de « soupe » a I'état brut. C’est une
situation difficile, car on ne veut ignorer aucun
composé a grand potentiel, tout en évitant les
pannes successives de I'équipement dues a
I'encrassement provoqué par les échantillons.
La littérature décrit plusieurs techniques
pour retirer les composants indésirables tels
que des chlorophylles et des lipides [1] qui
s’averent utiles.

Le procédé de fractionnement
La conception de la Sepbox® (figure 1)
permet linjection de plusieurs grammes
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d’'un échantillon sec ou liquide. IFF utilise
l'injection séche. L'échantillon est greffé sur
une matiére porteuse en phase inverse. Le
premier fractionnement se fait en fenétre de
temps, utilisant un gradient eau-méthanol et
un détecteur ultra violet (UV). Cette premiére
étape de séparation aboutit a 16 sous-
fractions qui sont piégées sur des colonnes
EPS. Chacune de ces sous-fractions
initiales est a nouveau fractionnée par une
deuxiéme séparation qui utilise un gradient
eau-acétonitrile et un détecteur évaporatif a
diffusion de lumiére UV (DEDL) pour suivre la
séparation. De la, on a I'option de fractionner
a nouveau par fenétre de temps ou par
détection de pic, en envoyant la phase mobile
aux déchets, et ainsi réduire le nombre de
fractions exigeantune préparation/purification.
Afin d’optimiser le procédé, le fractionnement
par fenétre de temps est utilisé, ce qui donne
un nombre constant de fractions pour chaque
échantillon. Cette deuxiéme séparation est
organisée afin de produire 19 sous-sous-
fractions. Pour des composés polaires, une
autre configuration est utilisée, qui donne 31
fractions. Apres le premier fractionnement,
les composés sont séparés par un gradient
eau-acétonitrile et récupérés directement par
un collecteur de fractions. Un mélange de
solvants organiques est utilisé pour I'élution
de tous les autres composés piégés et les
récupérer dans un collecteur de fractions.

Le défi du séchage

Chaque double séparation produit 320 flacons
d’échantillons, chacun d’un volume d’environ
45ml, dont 285 flacons contenant un mélange
de solvants organiques ternaires avec environ
5% d’eau et 35 flacons contenant un gradient
eau-acétonitrile de 0 a 100%. L'évaporateur
Genevac HT-24 (figure 2) a été choisi pour
sécher les échantillons, car il posséde deux
chambres capables de traiter simultanément
un nombre important de flacons. Les flacons
utilisés pour collecter les fractions n’étant
pas de taille standard, Genevac a congu un
support spécial pour les insérer. Le systéme
est capable d’évaporer 192 flacons a la fois
(96 par chambre). En moins de 48 heures,
toutes les fractions sont séches et prétes pour
la manipulation et I'analyse. Les conditions
d’évaporation doivent étre douces, pour
éviter la dégradation ou méme la sublimation
des composés cibles potentiels, ce qui serait
tres dommageable. Dans I'évaporateur, les
conditions d’évaporation sont soigneusement
contrélées pour fournir une évaporation sure

et rapide. Le systéme Dri-Pure® incorporé
a [I'évaporateur empéche les éjections
(Ang. «bumping ») et la contamination
croisée ; le logiciel intégré contrdle et affiche
les pressions et les températures des
échantillons. La température est mesurée
avec un thermocouple placé dans le support
d’échantillons, un autre thermocouple peut
étre introduit dans I'échantillon pour fournir
une information supplémentaire sur le
procédé d’évaporation.

Conclusions

La recherche de nouveaux parfums dérivés
de produits naturels est extrémement
complexe. Les produits naturels donnent
des extraits complexes qui contiennent
beaucoup de composés, qui ne se prétent
pas au traitement et a l'analyse par le
matériel de laboratoire traditionnel. Sur la
base d’une large consultation de spécialistes
et de la littérature, les chercheurs d’IFF ont
développé un procédé bien optimisé pour
extraire, séparer, traiter et tester des parfums
potentiels contenus dans des produits
naturels. Chaque étape du procédé doit étre
soigneusement évaluée pour s’assurer que
l'introduction d’'un élément d’automatisation
ne crée pas un goulet d’étranglement en
aval.

* Stephen Pickrahn est un chercheur au bureau
d’études d’ International Flavors & Fragrances Inc. a
Union Beach, New Jersey, USA.
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PIPETMAN® M, une
nouvelle définition du
pipetage, par Gilson

Gilson présente PIPETMAN® M, I'évolution
la plus aboutie en terme d’ergonomie, de
la gamme PIPETMAN® — la pipette de
référence depuis plus de 35 ans.

Dotée des fonctions essentielles d'une
pipette électronique tout en permettant
de conserver la gestuelle associée a une
pipette mécanique, PIPETMAN® M se
démarque par sa simplicité d'utilisation,
son design ergonomique et son mode de
pipetage répétitif qui rendront votre travail
plus agréable et toujours plus productif.

Pour recevoir une brochure ou pour toute
demande d’information sur PIPETMAN®
M, merci d’adresser votre demande
sur : sales-fr@gilson.com ou de prendre
contact avec Laurence RIBEAUX,
tél +33 6 08 52 00 74,

email : Iribeaux@gilson.com .
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