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Le marché économique que représentent les produits dits naturels est en trés forte expansion depuis ces
derniéres années, poussé par I'engouement des consommateurs pour ce type de label. La trés forte
différence de prix avec les homologues de pure synthése aboutit a un phénomeéne de fraude par une non-
conformité entre I'étiquetage et le contenu des produits formulés. Cet article présente deux méthodes
permettant d’obtenir une signature physicochimique spécifique a une origine naturelle : la spectrométrie
de masse des rapports des isotopes stables et la chromatographie énantiosélective (ou chirale). Des
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labeling and the contents of the formulated products. This article presents two methods allowing to obtain
a specific physico-chemical fingerprint for natural origin: stable isotopes mass spectrometry, and
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es substances d’origine naturelle sont utilisées dans des

secteurs aussi variés que I'agroalimentaire, la pharmacie
et la parapharmacie, les produits d’hygiene et de soins, les
cosmétiques, et entrent dans nos produits de consommation
courante de fagons aussi diverses que les emballages, pein-
tures et autres formulations a base de produits biosourcés.
Dans I'objectif de contréler au mieux ce marché en tres forte
croissance économique, des moyens analytiques ont été
développés pour pouvoir attester du caractere naturel de ces
ingrédients, appelé ici naturalité. Malheureusement, de nom-
breuses affaires liées a un manque flagrant de tracabilité, a
un étiquetage douteux et un commerce par correspondance
en pleine expansion ont fait apparaitre de nombreuses failles
relatives a la qualité des ingrédients. Les laboratoires ont
effectué dans ce domaine analytique des travaux de R & D
afin de pouvoir proposer des méthodologies fiables de
contrdle de la naturalité. Nous présentons dans cet article
des méthodes permettant la détection d’impuretés (révéla-
trices d’une voie de synthese), I’étude de la répartition des
énantiomeéres (signature d’une catalyse enzymatique stéréo-
sélective) et la mesure des rapports des isotopes organiques
stables (empreinte de la photosynthése d’une plante). Ces
méthodes sont illustrées d’exemples d’adultérations mesu-
rées sur des produits issus du marché international.

Les métabolites secondaires issus des végétaux repré-
sentent une vaste gamme de structures chimiques offrant des
applications d’intérét socio-économique. L’engouement des
sociétés actuelles a consommer et/ou se soigner de fagon
différente a permis I'’émergence depuis de nombreuses
années de produits dits « d’origine naturelle ».

L’identification des constituants d’un mélange complexe
peut étre obtenue par la plupart des méthodes analytiques

actuelles (techniques séparatives, méthodes spectrosco-
piques). Par contre, ces méthodes ne permettent pas de
différencier un produit d’origine naturelle de son homologue
« identique nature » issu de la synthese a base de pétrochi-
mie. Du point de vue des législations en vigueur, I'affichage
« naturel » doit répondre a certaines considérations, tout
manquement constituant une fraude. Des méthodes telles
que I'étude des rapports isotopiques d’éléments organiques
stables (13C/1QC, 2H/H, 180/ 6O) ouinstables (14C) ainsi que
la chromatographie énantiosélective (ou chirale) sont déve-
loppées permettant d’établir des diagnostics de naturalité de
molécules dans un mélange. Leur présentation est accom-
pagnée de nombreux exemples illustrant le potentiel de ces
méthodes particuliéres.

Une plante utilise le dioxyde de carbone atmosphérique
comme source de carbone lui servant par la suite a la photo-
synthése et I’élaboration des chaines carbonées des méta-
bolites primaires et secondaires indispensables a sa vie. Trois
meécanismes de fixation du dioxyde de carbone ont été mis
en évidence qui impliquent principalement deux processus et
enzymes spécifiques (les cycles de Calvin ou C3 [1] et celui
de Hatch et Slack ou C4 [2-3)) ; le troisieme mécanisme (CAM
ou « crassulacean acid metabolism ») est en fait un compro-
mis des deux premiers alterné sur les périodes diurne et noc-
turne et présenté par les travaux d’Osmond et O’Leary et coll.
[4-5]. Ces mécanismes vont donner a la plante une signature
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Métabolisme de la plante : en harmonie avec I'environnement
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isotopique particuliére a partir du rapport isotopique du CO,
atmosphérique.

La figure 1 schématise un végétal en interaction avec son
environnement : des éléments tels que le carbone, I’lhydro-
gene, 'oxygéne et I'azote ainsi que les éléments métalliques
contenus dans le sol sont en interaction avec I’environnement
du végétal (zones géographiques, nature des engrais, évapo-
transpiration du végétal...) et donnent a ce dernier une
empreinte spécifique.

Les isotopes stables organiques 2H, '3C, 1N et 80 sont
principalement mesurés a I'aide de spectrométres de masse
des rapports isotopiques (SMRI) qui effectuent la détermina-
tion de ces rapports dans des gaz (H,, CO, CO,, Ns...). Le
résultat est communiqué en une unité isotopique appelée
delta (8) dont la formule est la suivante :

R (®c/'2c) échantilion

R (13C/ ! 2C) standard

ouR (130/120) échantillon est le rapport isotopique 8c/12c
de I'échantillon.

Les résultats sont exprimés relativement au standard
international pour la mesure du '3C qui est un carbonate de
calcium appelé « Vienna pee dee belemenite » (VPDB). Pour
15N/14N, le standard international est la valeur isotopique de
I’azote de I'air, et pour 2H/TH et 180/160, c’est une eau qui
provient du milieu du Pacifique appelée « standard mean
ocean water » (SMOW). Mais pour obtenir ces rapports iso-
topiques, le SMRI sera connecté a un appareil de minéralisa-
tion permettant la transformation des éléments organiques,
des composés étudiés, en gaz. Dans le cas de mesures iso-
topiques globales d’échantillons, notamment pour le contrdle
de I'authenticité de matieres premieres ou d’arémes purifiés
(vanilline), le SMRI sera couplé a un analyseur élémentaire
(AE) selon le module spécifique :

- analyseur carbone-azote pour la mesure '3C et/ou 1N par
combustion et réduction pour obtenir CO, et N, qui seront
envoyés séparément dans le SMRI ;

- analyseur hydrogéne-oxygene pour la mesure °H et/ou 80
par pyrolyse a température élevée dans un tube en carbone
et transformation des gaz en H, et CO qui seront injectés

-1

5 (13C/12C) _

également séparément dans le spectrométre de masse
isotopique.

Latechnique de mesure globale (AE-SMRI) est tres rapide
(temps d’analyse de I'ordre de 10 mn) pour un codt financier
abordable (moins de cinquante euros) permettant aux indus-
triels de tester rapidement des lots de matieres premiéres
lors de transactions.

Un exemple intéressant est celui du squalane, un émollient
largement utilisé dans les crémes cosmétiques et fabriqué par
hydrogénation du squaléne issu de deux principales origines
naturelles : végétale (olive) et animale (foie de requin). Or les
représentants de I'industrie cosmétique tendent a bannir les
origines animales dans la préparation de leurs composés
commerciaux et le requin n’est pas considéré comme une
source renouvelable et durable. La mesure du 3C du squa-
lane a permis ces derniéres années de garantir I'origine de ce
composé, que ce soit en mesure globale lors de transactions
commerciales de squalane pur comme matiére premiere, ou
bien par extraction et chromatographie en phase gazeuse
pour assurer au consommateur I’origine végétale de ce com-
posé dans les cremes cosmétiques commercialisées [6-7].
Les valeurs isotopiques du squalane issu du squaléne origi-
naire du requin ont des §'3C proches de - 20 %o alors que
celles ayant comme origine végétale I'olive sont proches de
- 28 %o. L’incertitude de mesure étant proche de +/- 0,3 %o,
la méthode est pertinente pour détecter des ajouts de plu-
sieurs dizaines de pourcents de squalane de requin dans du
squalane d’olive. Depuis quelques années, la société Amyris
produit a partir de la canne a sucre, par un procédé biotech-
nologique, du squalane qui a une signature isotopique 8'3c
proche de - 10 %.. Cette valeur étant trés différente de
I’origine animale requin, la technique isotopique reste donc
la méthode de référence pour la validation de I'origine du
squalane.

Cependant, la vérification de I'authenticité concernera
souvent des composés plus complexes (huiles essentielles,
préparations aromatiques...) nécessitant des extractions ou
des purifications, mais surtout I'utilisation de méthodes
séparatives car le composé comprendra un mélange de
molécules. L’appareillage le plus utilisé est le couplage
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CG-C/P-SMRI. Un chromatographe en phase gazeuse per-
mettant la séparation des molécules cibles sera associé a une
unité de combustion (C) ou de pyrolyse (P) permettant de
minéraliser les molécules cibles en gaz afin de déterminer les
rapports isotopiques (mémes transformations chimiques que
pour la mesure globale).

Dans le cas d’authentification d’huiles essentielles,
comme I’huile essentielle de cannelle (Cinnamonum zeylani-
cum), c’est la mesure isotopique du °H du (E)-cinnamaldé-
hyde (50 % environ de I'huile essentielle) qui sera pertinente
pour valider I'origine naturelle du composé.

Sur la base de plus de 120 huiles essentielles authen-
tiques, nous avons déterminé que l'intervalle de distribution
du rapport isotopique 82Hdu cinnamaldéhyde doit étre com-
pris entre - 172 et - 69 %o, alors que les équivalents de syn-
these sont entre + 60 et + 540 %.. Une huile essentielle com-
merciale controlée a + 250 %o ne fait aucun doute sur satotale
non-conformité de naturalité De plus, comme le présentera
le paragraphe suivant, la mise en évidence d’une impureté
caractéristique d’un procédé de synthéese a été faite, confir-
mant ’'anomalie de la distribution isotopique.

Pour certaines huiles essentielles, il est possible de mesu-
rer les rapports isotopiques de la molécule a expertiser et de
trouver une corrélation isotopique avec un ou des précurseurs
directement liés a sa biosynthese. Le thymol et le carvacrol
sont issus de I'hydroxylation enzymatique du p-cymene,
lui-méme issu de la déshydrogénation du y-terpinéne. Il a été
démontré une corrélation entre les rapports isotopiques
°H/'H de ces molécules permettant d’utiliser les deux pré-
curseurs comme standard interne pour la mesure du phénol
dans le but d’authentifier des huiles essentielles de thym,
de sarriette et d’origan [8].

Le diphosphate de géranyle (GPP) est le précurseur
physiologique universel des monoterpénes [9]. Il est cyclisé
a partir de son isomere allylique tertiaire, le (-)-(3R) ou
(+)-(3S) diphosphate de linalyle, selon la stéréospécificité
des enzymes. Les réactions catalysées par les monoter-
pénes synthétases sont stéréosélectives a différents degrés
d’énantiosélectivité. Ceci est parfaitement illustré par

I'exemple de la biosynthése de la carvone a partir du limo-
néne dans des plantes telles que la menthe poivrée (Mentha
piperita) et le carvi (Carum carvi). Sous I'effet de la limonéne-
6-hydroxylase permettant la synthése régiosélective du
trans-carvéol ((+) pour la menthe et (-) pour le carvi), les (+) et
(-) carvones dans ces plantes permettent ainsi de valider
I'origine botanique [10].

Les colonnes capillaires sur lesquelles ont été greffées
des cyclodextrines modifiées permettent dans de nombreux
cas la résolution chromatographique de ces mélanges. Elles
sont utilisées par les laboratoires de contrdle pour valider les
exces énantiomériques spécifiques a la signature de natura-
lité de molécules cibles [11-15]. La figure 2 présente un
exemple de résolution des énantiomeres de molécules impor-
tantes (le linalol et son acétate [12]) dans de nombreuses
huiles essentielles (lavande, bergamote, laurier, cardamome,
ylang-ylang...) par chromatographie en phase gazeuse et
détection par ionisation de flamme.

L’un des inconvénients majeurs des produits naturels est
la variabilité observée pour une analyse physicochimique
donnée. Des facteurs tels que la variété, le terroir, la maturité,
le procédé de production, les effets saisonniers, influent sur
le métabolisme et la composition des métabolites secon-
daires présents dans un extrait d’intérét. Il est donc néces-
saire de disposer de banques de données conséquentes per-
mettant de palier et prendre en compte toutes ces possibilités
de variations. Pour ce faire, de nombreux échantillons natu-
rels sont indispensables afin d’en valider la distribution selon
une loi normale, ce qui permet a partir de la moyenne et de
I’écart type d’obtenir des probabilités et bornes de distribu-
tions indispensables a I'expertise. La figure 3 schématise
cette démarche et permet de donner les intervalles de natu-
ralité avec de bonnes probabilités : 99,73 % pour une distri-
bution bilatérale et 99,87 % pour une distribution unilatérale.

Lorsque cette étude est appliquée a I’huile essentielle de
lavande (Lavandula angustifolia), sur la base d’une distribution
normale obtenue a partir de 250 échantillons certifiés authen-
tiques, les données statistiques indiquent que I’énantiomére
(R) du linalol doit au minimum étre a 91,7 % et I'acétate de
(R)-linalyle au minimum a 98,8 %.

La méme stratégie appliquée a I'huile essentielle de rose
(Rosa damascena) avec 120 échantillons indique une pureté
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Comment obtenir les bornes d’un phénoméne naturel ?
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optique pour la molécule de citronellol au minimum a 98,6 %
pour I’énantiomere (S). Cette démarche statistique est indis-
pensable afin de rendre un résultat d’expertise avec un
risque calculé.

Malgré la puissance de cette méthode, certaines réserves
sont a prendre en compte. Dans certains cas, une distribution
racémique peut étre observée naturellement pour certaines
molécules ; on peut citer les cas du linalol dans I’huile essen-
tielle de bois de rose (Aniba rosaeodora) ainsi que le géranium
(Pelargonium rosat). Il en est de méme pour le citronellal dans
I'eucalyptus citronné (Eucalyptus citriodora). A ces excep-
tions s’ajoute une possibilité de racémisation naturelle obser-
vée par exemple pour le linalol, I'o. terpinéol et le terpinén-
4-ol en milieu aqueux et acide. De ce fait avec le temps, on
observe une perte d’excées énantiomérique, par exemple du
(R)-linalol dans des matrices telles que l'eau florale de
lavande, de fleurs d’oranger et du jus de muscat [12].

Par la connaissance d’un procédé de fabrication de
molécules d’intérét, il peut étre envisagé de développer des
méthodologies analytiques relatives a la recherche soit de
traces de matiéres premieres révélatrices du procédé, soit
d’'impuretés qui elles aussi peuvent étre considérées comme
une signature de voie de synthése.

A titre d’exemple, il peut étre cité la détection du phényle
E, E-2,4-pentadiénaldéhyde qui est une impureté produite
lors de la synthése du (E)-cinnamaldéhyde par condensation
en milieu basique de I'acétaldéhyde sur le benzaldéhyde (pro-
duit de di-addition de I'acétaldéhyde). Ce sous-produit de
réaction de masse moléculaire 158, avec deux principaux
fragments m/z 129 et 128 (figure 4) peut étre suivi par spec-
trométrie de masse sur ces trois ions ; la simple détection
au temps de rétention du standard indique I’adultération
(figure 5).

Des traces de catalyseurs d’hydrogénation peuvent aussi
étre recherchées (nickel, platine, rhodium, palladium...),
caractéristiques d’'une hydrogénation industrielle.

99.87 % unilatérale

La chromatographie liquide a haute performance peut
aussi étre une méthodologie permettant de mettre en évi-
dence des traces d’impuretés révélatrices de voies de syn-
these. Le développement actuel des chromatographies bidi-
mensionnelles (ou compréhensives) sont des technologies
capables de donner des empreintes trés complétes de ces
matrices complexes que constituent les extraits de plantes
aromatiques et médicinales. Dans certains cas, I'utilisation de
nez électronique peut aussi permettre une discrimination et
ainsi apporter trés rapidement un diagnostic au contréle des
matiéres premiéres.

Ainsi, plusieurs méthodologies analytiques permettent de
certifier I'authenticité de molécules d’intérét. La spectromé-
trie de masse des rapports isotopiques permet de déterminer
avec une tres grande précision les rapports isotopiques d’élé-
ments organiques tels que 13¢/12¢, 2H/™H et 180/10. Dans
de trés nombreux cas, le métabolisme de la plante affecte aux
métabolites secondaires une signature isotopique tres diffé-
rente de la molécule « identique nature » obtenue par syn-
these a partir de matieres premiéres d’origine fossile. Par la
détermination de plusieurs rapports isotopiques et/ou par
comparaison avec la signature de molécules voisines (méta-
boliquement liées), cette méthode permet tres régulierement
des expertises relatives a la naturalité de molécules.

Dans les procédés de synthese enzymatique au sein des
plantes, un énantiomere est tres régulierement en fort exces
par rapport a son stéréoisomeére. La chromatographie chirale
permet donc d’envisager le caractére naturel d’'une molécule,
I’lhomologue de synthése présentant une distribution racé-
mique. Il faut toutefois tenir compte de certaines limites, car
il existe naturellement des distributions racémiques et, au
cours du temps et dans certaines conditions d’acidité de la
matrice, des énantiomeres purs peuvent se racémiser (eaux
florales, jus de fruits). En amont de ces approches, des traces
d’'impuretés ou de catalyseurs peuvent étre aussi une signa-
ture de procédé de synthése (cette partie est développée
dans la version longue en ligne de I'article(").
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Figure 4 - Spectre de masse de 'impureté de synthése du (E)-cinnamaldéhyde par condensation de I'acétaldéhyde sur le benzaldéhyde

(produit de di-addition).
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Figure 5 - Détection des ions a m/z = 158, 129 et 128 indicateurs d’impuretés de synthese au temps de rétention 43,8 min dans une huile
essentielle de cannelle commerciale.
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Enfin, des traces d’impuretés ou de catalyseurs peuvent
étre aussi une signature de procédé de synthése.

(1) Téléchargeable sur la page liée a cet article a partir du sommaire de ce
numéro sur www.lactualitechimique.org
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