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SPE : Solid-Phase Extraction (Extraction en Phase Solide)

SPME : Solid-Phase MicroExtraction (Microextraction en Phase solide)
SRM : Single Reaction Monitoring

TEF : Toxic Equivalent Factor (Facteur d’Equivalence Toxique)

TEQ : Toxic Equivalent Quantity (Quantité¢ d’Equivalence Toxique)
TMA : Triméthylamine

TOF : Time-Of-Flight detector (Détecteur a Temps de vol)

UV : UltraViolet
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Ces travaux de recherche ont ét¢ menés dans le cadre de ma thése de doctorat de Chimie-
Biologie en Sciences des Aliments au sein du Laboratoire de Biochimie Alimentaire et
industrielle (LBAI) de I’Ecole Nationale des Ingénieurs des Techniques pour les Industries
Agricoles et Alimentaires de Nantes (ENITIAA) dont je suis sorti diplomé en 2004. La
réputation de ce laboratoire a été construite sur 1’étude de la qualité aromatique des produits
de la mer. Depuis que le Pr Carole PROST en a pris la direction en 2004, les thématiques se
sont ¢largies et organisées en trois axes de recherche (analyse olfactométrique et influence des
composés volatils sur la perception odorante, interactions propriétés sensorielles/aromes et
interactions procédés/produits) déclinés sur des produits alimentaires tels que les produits de
la mer, les végétaux ou les produits céréaliers, d’ou I’intégration du LBAI ENITIAA a ’'UMR
CNRS 6144 GEPEA. Au cours de I’¢laboration de ma thése, j’ai collaboré avec le laboratoire
de Sciences et Techniques des Aliments Marins (STAM) du centre nantais de 1’Institut
Francais de Recherche pour I’Exploitation de la MER (IFREMER) pour tout ce qui concernait
les procédés de fumage et caractéristiques sensorielles du saumon fumé. J’ai également
travaillé avec le LABoratoire d’Etudes des Résidus et Contaminants dans les Aliments
(LABERCA) de I’Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes (ENV) pour 1’analyse des
contaminants du fumage dans le saumon fumé.

Les résultats présentés dans ce mémoire sont donc issus de projets réalisés lors de ces trois
derniéres années, la plupart en collaboration avec le laboratoire STAM et le LABERCA, et
dont certains ont nécessité 1’encadrement d’étudiants de premier et de second cycle
universitaire et d’éleves-ingénieurs de ’ENITIAA. Chaque projet ayant fait I’objet de
publications scientifiques, nous avons d’un commun accord décidé avec mes encadrants, le Pr
Thierry SEROT et le Pr Carole PROST, de traiter la « caractérisation aromatique et sanitaire

du saumon fumé » sous la forme d’une thése doctorale organisée sur publications.
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Le fumage du poisson est un procédé ancestral dont I’objectif premier est la conservation. De
nos jours, la consommation de ces produits revét un caractere plus festif et la demande des
consommateurs est trés variable vis-a-vis de la perception du caractére « fumé ». En effet,
aujourd’hui, le fumage est plus utilisé pour les qualités organoleptiques (arOmes, saveurs,
texture, ...) qu’il confére aux aliments subissant ce procédé que pour ses propriétés de
conservation. Le probléme pos¢ aux industriels est donc de fabriquer une gamme de produits
répondant a I’attente des consommateurs tout en assurant des garanties de conservation. Les
professionnels du fumage sont également confrontés a d’autres problémes. En effet, en dépit
d’améliorations importantes des procédés industriels de fumage qui ont conduit a une
réduction significative dans les aliments fumés des hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAP), contaminants génotoxiques et carcinogenes formés lors du fumage, il subsiste toujours
un doute sur I’innocuité de tels aliments pour la santé. Un autre probléme majeur est li¢ a des
contraintes environnementales. Les directives européennes tendent a imposer la diminution
des rejets de composés organiques volatils (COV) dans I’atmosphere. Ainsi, dans certains
pays, pour réduire les émissions de fumée, les industriels utilisent de plus en plus des
procédés de fumage a 1’aide de condensats de fumée liquide. Cependant, si les taux de HAP
dans les fumées liquides sont aujourd’hui connus, celui dans les aliments traités par fumée
liquide I’est beaucoup moins, tout comme I’impact organoleptique que confére ce type de
condensats a 1’aliment. Dans ce climat d’incertitude, la 1égislation a du mal a statuer sur ces
procédés émergents.

Toutefois, il apparait que dans un avenir plus ou moins proche, le contexte sera peu favorable
au fumage traditionnel tel qu’il est pratiqué en France. Cependant, la France est le premier
producteur européen de saumon fumé, il est donc important pour ce secteur industriel
d’anticiper cette évolution par la mise en place d’une recherche active soit pour le
développement et la maitrise de procédés nouveaux, soit pour I’amélioration des procédés
traditionnels afin de satisfaire aux contraintes environnementales et sanitaires tout en
répondant favorablement a la demande variée des consommateurs quant aux caractéristiques
organoleptiques du saumon fumé.

Il convient donc de caractériser et quantifier les composés volatils contribuant a la perception
de l'odeur de la chair de saumon fumé. Aprés avoir identifié les précurseurs et les
mécanismes de formation de ces composés, les différentes méthodes de fumage industriel
pourront &étre comparées dans la perspective de leur optimisation quant aux exigences
organoleptiques attendues. Simultanément, il est nécessaire d’évaluer la contamination en

HAP dans les produits fumés engendrée par les différentes techniques de fumage.
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L’ensemble de ces travaux devrait donc permettre d’une part de contribuer a la détermination
des teneurs et de la nature des composés contribuant a la flaveur du saumon fumé selon les
différentes méthodes de fumage et d’autre part de cartographier la contamination en HAP
apportée par les différents types de fumage. L’¢tude individuelle ou en mélanges des
composés volatils odorants du saumon fumé permettra de caractériser les interactions
odorantes entre eux et avec la matrice afin d’orienter certains paramétres de fumage impliqués
dans leur formation. Ainsi, on pourra favoriser le dépot de composés ayant un impact
organoleptique recherché tout en limitant la formation des HAP dans 1’objectif d’¢laborer
ainsi des produits répondant mieux aux attentes des consommateurs au niveau de la flaveur
« fumé ». Les résultats obtenus permettront ainsi d’aborder d’une manicre plus rationnelle la
mise en ceuvre des procédés de fumage dans la filiére halieutique, conduisant a une meilleure
maitrise des procédés pour anticiper les évolutions 1égales en matiére d’environnement et de
sécurité alimentaire. Ces résultats pourront également constituer une base de connaissance sur
les différentes méthodes de fumage applicables a d’autres produits fumés comme ceux de la

filiére carnée.
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1.1 Saumon et fumage

1.1.1 Marché et contexte économique

Le marché des salmonidés s’est développé trés rapidement au cours des dernic¢res décennies.
Le moteur de cette croissance a ¢té 1’aquaculture dont la production est passée de moins de
15 000 tonnes de saumon en 1980 a 1 200 000 tonnes en 2002 (OFIMER, 2004). Outre ses
qualités organoleptiques, le succes du saumon provient de la multitude de ses modes de
commercialisation (frais, congelé, fumé, en conserve, ...). Les principaux producteurs de
saumon de péche sont les Etats-Unis, le Japon et la Russie, assurant 97 % de la production
mondiale avec 785 200 tonnes environ en 2002. La production de saumon d’élevage est
essentiellement assurée par la Norvege, le Chili, le Royaume-Uni et le Canada avec 91 % de
la production mondiale soit 945 000 tonnes environ en 2002.

Le premier importateur de saumon frais est constitu¢ par les Etats-Unis qui achétent
principalement des filets en provenance du Chili. La France constitue le second importateur
mondial et, comme le Danemark (troisiéme importateur), achetent surtout du saumon entier
frais, essentiellement en provenance de Norveége. La Norveége est ainsi responsable de la
moiti¢ des exportations mondiales de saumon frais en vendant a I’Union Européenne (65 %)
et au Japon (11 %).

Le marché du saumon congelé concerne surtout le Japon, principal acheteur avec 160 000
tonnes devant la Chine (43 000 tonnes) et la France (10 000 tonnes). Le plus gros exportateur
de saumon congelé est le Chili destinant sa production au Japon mais également de plus en
plus aux Etats-Unis.

Les échanges de saumon en conserve sont en baisse alors qu’ils étaient historiquement la
principale forme d’échange de saumon. Le premier acheteur de conserves de saumon est le
Royaume-Uni (41 000 tonnes en 2001), devant le Canada (17 000 tonnes) et 1’Australie
(10 000 tonnes), les trois quarts de ces conserves étant produites par les Etats-Unis.
Compte-tenu des volumes d’échange et de la forte valeur ajoutée conférée a ce produit, le
marché du saumon est en pleine expansion. Le saumon fumé constitue essentiellement un
marché européen (OFIMER, 2004). En effet, les importations des Etats-Unis sont destinées a
la consommation a I’état frais ou congelé principalement, ou a la transformation en

conserves. Le saumon fumé est consommé aux Etats-Unis sous la forme de poissons fumés a

27



chaud. En outre, les Américains sont trés friands du gott fumé, d’ou I’emploi massif et le
développement de fumées liquides.

L’Allemagne est le plus gros acheteur de saumon fumé (8 500 tonnes en 2001), devant I’Italie
(6 500 tonnes) et la France (3 000 tonnes). En 2001, la France était I’un des leaders des pays
producteurs de saumon fumé (19 000 tonnes) suivie par le Danemark (15 660 tonnes),
I’ Allemagne (15 100 tonnes) et la Grande-Bretagne (10 250 tonnes) (EUROSALMON, 2003).
En 2003, le Danemark constituait le premier fournisseur de saumons fumés en réalisant la
moiti¢ des exportations mondiales. Il est a souligner que la France réalise la moitié¢ de ses
exportations sous la forme de saumons fumés et reste parmi I’un des premiers fournisseurs de
saumon fumé, saumon provenant presque exclusivement de 1I’importation. Le fumage entraine
une plus value sur la valeur ajoutée du saumon. Ainsi, le saumon occupe une place de choix
dans la filiere halieutique mondiale et alimente un marché européen du poisson fumé tres
dynamique. Compte tenu de I’engouement européen pour ce type de produits, la filiere
« saumon fumé » est en pleine expansion (EUROSALMON, 2003). Des développements
technologiques ont vu le jour, accompagnés de nouvelles législations garantissant la sécurité
sanitaire, permettant de pluraliser 1’offre en saumons fumés. Il est donc primordial de

contrdler ces procédés et leurs effets organoleptiques et sanitaires.

1.1.2 Le produit saumon fumé

En France, le produit alimentaire « saumon fumé » le plus vendu en supermarchés est le
saumon fumé a froid présenté en tranches (Sal/mo salar), emballé sous vide. A 1’étal du
poissonnier, on peut retrouver des produits plus artisanaux. Le fumage est alors réalisé par le
commergant et s’avere de qualité moins ocntstante que le fumage industriel.

Les saumons proviennent de Norveége, d’Ecosse ou d’Irlande principalement et sont fumés en
France. Les différentes origines de la matieére premiere, associées aux diverses techniques de
salage et de fumage utilisées dans 1’industrie, permettent de proposer sur le marché une large
gamme de produit. Le consommateur dispose tout au long de 1’année d’un choix important de
produits, ce qui contribue progressivement a banaliser le saumon fumé. Il reste cependant
difficile pour le consommateur d’identifier des critéres lui permettant de choisir un produit en
fonction de ses préférences. Les industriels sont conscients de cette situation et la baisse de la
qualit¢ du saumon fumé a également été rapportée par des enquétes aupres des

consommateurs et des études scientifiques. Les principales critiques des consommateurs
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européens concernant la qualité du produit font référence a ’aspect, la texture en relation avec
la teneur en lipides, le niveau de sel ou encore le gotit sans toutefois que les défauts soient
toujours identifiés. D’un autre coté, les consommateurs américains ont fait part de leurs
préférences pour des odeurs et des gotits fortement fumés.

Face a ces exigences, I’industrie du saumon fumé doit faire face a un nouveau challenge :
produire un aliment de qualité organoleptique prédéfinie par les gotits des consommateurs.
Ceux-ci étant treés variés, I’industrie du fumage doit étre en mesure de s’adapter et de proposer
une diversité de produits équivalente. Ainsi, une synthése des effets des procédés de fumage

sur le saumon devait étre entreprise.

1.1.3 Le saumon

Le saumon est un poisson carnivore de la famille des Salmonidés. On distingue trois genres :
le genre Salmo salar et le genre Salmo oncorhynchus et le genre Salmo salvelinus. Salmo
salar est présent dans 1’océan Atlantique et Salmo oncorhynchus dans I’océan pacifique.
Parmi les saumons de 1’ Atlantique, en fonction du mode d’¢levage (et donc de leur teneur en
maticres grasses), on distingue le saumon écossais, le saumon canadien et le saumon
norvégien.

Le saumon est un poisson marin qui vit dans les zones tempérées de 1’hémisphére nord
(température de I’eau inférieure a 16 °C) dont le mode de vie est qualifi¢é d’anadrome, c’est-a-
dire qu’il implique une migration de la mer vers les cours d’eau pour une reproduction en eau
douce. Ainsi, le juvénile d’eau douce a I’état d’alevin, va grandir jusqu’au stade tacon (de 1 a
7 ans en fonction de la zone géographique et de I’alimentation) pour enfin effectuer une
migration vers la mer, précédée d’une adaptation anatomo-morphologique importante
consécutive a ce bouleversement que ’on appelle « smoltification » (Ytrestoyl, T. et al.,
2004).

Morphologiquement, la musculature développée du saumon lui donne une allure allongée et
fuselée. Sa peau est recouverte d’écailles, de couleur bleue sombre sur le dos et argentée sur
le ventre et les flancs. Sa chair est rosée. La couleur typique du saumon provient de son
régime alimentaire basé sur les poissons et crustacés riches en caroténoides. En élevage, en
plus des farines de poissons, il convient de supplémenter son alimentation par des
caroténoides tels que la canthaxanthine ou 1’asthaxanthine (Gordon Bell, J. et al., 1998).

L’alimentation étant considérée comme un précurseur important des composés volatils
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odorants du poisson, une attention particuliere est portée a la composition biochimique de la
nourriture (Sérot, T. et al., 2002).

Anatomiquement, le squelette du saumon est constitué de cinq rangées de grosses arétes
fixées sur les vertebres de I’aréte centrale. Une fois découpé, les filets mesurent entre 30 et 60
cm de long sur 16 a 17 cm de large environ pour un poids compris entre 600 et 1700 g pour
des saumons entiers commercialisés (de 1 a 5 kg).

On distingue deux types de muscles :

_Un muscle brun dit muscle de nage, situé le long de la ligne latérale et autour de la nageoire,
représentant 2 a 3 % de la masse musculaire totale.

_Un muscle rose constitué de bandes transversales entrelacées par de fines couches
graisseuses.

La majorit¢ du saumon destiné au fumage provient d’élevages de saumons. Le saumon
d’¢élevage est plus gras que le saumon sauvage. Sa teneur en matiéres grasses varie de 6 a
22 % de la matiére totale environ avec une moyenne de 14 %. Le taux lipidique du saumon
(Sheehan, E.M. et al., 1996 ; Bencze Rora, A.M. et al., 2005) mais aussi d’autres poissons
comme le turbot (Sérot, T. et al., 2001) est fortement influencé par I’apport en maticres
grasses dans son régime alimentaire (Nordgarden, U. et al., 2002 ; Berrill, LK. et al., 2004),
par la vitesse de croissance de I’animal, par son age, sa maturité¢ sexuelle, la quantité
d’exercice physique effectué, ... Ainsi, a la maturité sexuelle, de nombreux changements
surviennent, notamment une augmentation de la proportion d’eau et une diminution des
proportions en protéines et en lipides. Ceci peut entrainer une modification significative de
I’odeur (Josephson, D.B. et al., 1991a), de la flaveur et de la texture.

Les teneurs en lipides et en protéines sont trés importantes car elles influencent la texture du
poisson frais et du poisson fumé (Aursand, M. et al., 1994 ; Robb, D.H.F. et al., 2002). Les
constituants lipidiques et protéiques peuvent également interagir avec les composés volatils de
la fumée.

En résumé, nous obtenons une composition moyenne pour la chair de saumon fumé :

. Humidité : 67 %

. Lipides : 14 %

. Protéines : 17,5 %

. Eléments minéraux : 1,5 %
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> Autres

Acides gras | Pourcentage
C1e 17,07
C 18:1n-9 14,61
C22:6 9,46
C22:1n-9 8,16
C20:1n-9 7,6
Cle:l 7,57
C20:5 7,38
cl4 6,15
C 18:1n-7 3,18
C22:5 2,97
C18 2,91
C18:2 2,64
C 18:4n-3 2,34
C18:3 1,26
C20:1n-7 0,12
C1s 0,08

Cc14
C 20:5

Autres

C 16:1

C 20:1n-9

C 22:1n-9

(d’apres Sainclivier, M., 1985)

Figure 1. Proportion relative des acides gras dans la chair de saumon fumé
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Plusieurs travaux ont déja ét¢ menés sur la composition lipidique du saumon fumé (Espe, M.
et al., 2002 ; Espe, M. et al., 2004) ou non fumé (Porter, P.J. et al., 1992 ; Refsgaard, H.H.F.
et al., 1998). Il y a donc dans le saumon une part trés importante d’acides gras insaturés
(AGI), environ 74 % des acides gras (AG) totaux et une part d’acides gras saturés (AGS) plus
faible (26 %). Les acides gras polyinsaturés (AGPI) représentent environ 20 % de la part des
AG totaux (Figure 1). Ces proportions sont caractéristiques des poissons. Ces AG possedent
jusqu’a 7 doubles liaisons maloniques ce qui les rend trés sensibles a 1’oxydation et sont
d’importants précurseurs des composés volatils odorants du saumon. Ainsi, en faisant varier
la composition lipidique des aliments des poissons, on peut faire varier les composés volatils
odorants présents dans I’arome des poissons comme I’ont montré des travaux réalisés sur la

truite (Sérot, T. et al., 2002).

1.2 Le fumage

1.2.1 Les étapes du fumage

Hormis 1’échelle de production consécutive a la mécanisation et la diversification des produits
fumés, le principe du fumage reste peu éloigné de celui pratiqué depuis 1’Antiquité. Il
consiste, apres un salage préalable dans la plupart des cas puis un séchage, a imprégner la
chair de poisson avec la fumée issue de la combustion lente de bois. Le terme saurissage serait
toutefois plus adapté puisqu’il englobe le salage (ou saumurage), le séchage et le fumage mais
nous désignerons sous le nom de produit fumé un produit ayant subi ces trois procédés

(salage, séchage, fumage).

1.2.2 L’étape de salage

Le chlorure de sodium agit comme un agent antibactérien indirect. En effet, son action a pour
principale conséquence de diminuer P’activit¢ de 1’eau (Aw) et permet ainsi d’inhiber la
prolifération de microorganismes d’altération (Goulas, A.E. & Kontominas, M.G., 2005).

On distingue principalement trois types de salage: a sec, en saumure ou par injection
(Sigurgisladottir, S. et al., 2000 ; Gallart-Jornet, L. et al., 2007). Dans tous les cas, la

pénétration du sel dans la chair du saumon se fait par un mécanisme d’osmose ce qui
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provoque la migration d’eau de I’intérieur vers I’extérieur des cellules des tissus du poisson et
une migration de sel de la surface des fillets jusque dans le muscle.

Dans le cas du salage a sec, il s’en suit une perte de poids puis le taux de diffusion de ’eau
hors du poisson ralentit jusqu’a 1’équilibre. Dans le cas du salage en saumure (solution
aqueuse de sel), il y a une absorption de saumure qui entraine un gain de poids. Enfin, le
salage par injection qui consiste a faire pénétrer la saumure directement au coeur du produit a
traiter a l'aide d'aiguilles, peut entrainer un feuilletage c’est-a-dire une dissociation des fibres
musculaires constitutives du filet et donc avoir un impact négatif sur la texture.

L’action physique du sel est accompagnée simultanément de nombreux phénomenes
chimiques. Ceux-ci concernent notamment les constituants protéiques et lipidiques de la chair
de poisson, a la fois précurseurs de certains composés de I’odeur finale du poisson fumé et a
la fois responsables des principales qualités organoleptiques du produit notamment la texture.
Ces réactions entrainent une modification de solubilité et une dénaturation des protéines ainsi
que des phénomenes de lipolyse et d’oxydations des lipides (ces mécanismes seront détaillés
dans le manuscrit ultérieurement). Pour des produits industriels, la teneur cible en sel se situe
aux alentours de 2,5 ~ 3 % (Knockaert, C., 1990).

Par I’¢limination d’une partie de I’eau de constitution du produit, le salage provoque un
raffermissement des chairs et affecte les constituants de la surface du filet afin de préparer le
muscle au procédé de fumage pour que les effets de la fumée sur le produit soient optimisés.
D’un point de vue sanitaire, le sel a une action antimicrobienne puisqu’il réduit I’activité de
I’eau qui n’est plus disponible pour la croissance des microorganismes. D un point de vue

organoleptique, le salage empéche la décoloration et confére un gotit salé au poisson.

1.2.3 L’étape de séchage

L’étape de séchage consiste en une dessiccation par €vaporation de 1’eau. Cette étape doit €tre
suffisamment rapide pour empécher le développement de microorganismes mais pas trop pour
éviter un durcissement de la chair. Le principe le plus communément employ¢ est le séchage
par entralnement sous courant d’air chaud le plus sec possible. L’humidité, la température, la
vitesse de ’air, le temps d’exposition et la disposition des filets sont autant de parametres a
contrdler pour diminuer la couche hydrophile formée a la surface des filets pouvant apparaitre

apres le salage. Cette pellicule pourrait nuire au dépdt des composés de la fumée sur le filet et
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Figure 2. Diagramme de fabrication pour le fumage a froid et le fumage a chaud
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avoir un impact négatif sur la conservation et les qualités organoleptiques finales du produit
final.

Le séchage s’effectue uniquement juste avant le fumage a froid. Il est le plus souvent réalisé
par ventilation mécanique dans I’enceinte de fumage. La température de séchage est comprise
entre 17 et 25°C pour une humidité ambiante inférieure d’environ 10 % par rapport a celle de
la chair dans le but d’éviter tout crottage de la chair (Siskos, I. et al., 2005). Le croltage
correspond a la formation d’une pellicule solide formée par 1’asséchement poussé du filet
conduisant a une texture craquante de la surface du produit. Il est le plus souvent a éviter mais

peut étre parfois recherché lors du fumage a chaud.

1.2.4 L’étape de fumage

Le fumage proprement dit consiste a soumettre le produit a I’action de la fumée provenant de
la combustion incompléte de bois. Les essences utilisées varient selon les pays en fonction des
variétés de bois les plus présentes sur chaque territoire. De maniére générale, on utilise en
France le hétre, le chéne ou le noyer. Ces mati¢res premicres seront plus détaillées dans le
chapitre traitant de I’influence du bois sur la génération de composés volatils. Durant le
fumage, le poisson continue de se déshydrater en méme temps qu’il s’impreégne des composés
volatils de la fumée. Selon la température de la cellule de fumage, on distingue deux modes
de fumage : le fumage a froid et le fumage a chaud (Figure 2).

Le fumage a froid consiste en deux phases principales : une phase de séchage ou le poisson
doit rester cru et une phase de fumage comprise entre 17 et 28°C environ (Birkeland, S. et al.,
2004). Selon les poissons, il peut durer de quelques heures a plusieurs jours. Les poissons les
plus consommés dans les pays européens sont ceux fumés par cette technique excepté les pays
nordiques.

Les produits fumés a chaud subissent eux aussi deux phases. La premiére consiste a exposer
le produit a des températures aux alentours 30~40°C pendant 0,5 a 1,5 h. La seconde permet
de cuire et de fumer le poisson en lui appliquant un gradient de température jusqu’a avoisiner
les 70~80°C (Kotodziejska, 1. et al., 2004). Cette technique est principalement utilisée dans
les pays nordiques européens (Danemark, Suéde, Finlande) ainsi qu’aux Etats-Unis.

Les composés de la fumée se déposent sur les filets par gravité et grace aux courants d’air
créés dans et par la géométrie de 1’enceinte. Des innovations technologiques sont apparues

pour accélérer ce dépot et réduire les temps de fumage. C’est le cas du fumage par déposition
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¢lectrostatique (Girard, J.P. et al., 1982). Il consiste a faire passer les poissons a fumer sur un
tapis de convoyage constituant la masse, tandis qu’au-dessus d’eux est disposée une électrode
chargée positivement (Figure 3). Pendant toute la durée du fumage, une différence de
potentiel de 20 a 50 kV est appliquée pour des intensités d’environ 1 mA. Les particules
composant la fumée se chargent donc positivement au voisinage de 1’électrode puis se
précipitent vers le produit a fumer puisqu’il est reli¢ a la masse. Cette technique n’a été
développée qu’a 1’état de prototype notamment par 'IFREMER en France. En effet, les
défauts organoleptiques et 1’absence de données sur la contamination chimique de produits
fumés par cette méthode sont telles que cette technologie ne peut étre utilisée aujourd’hui en

industrie.

1.2.5 Les modes de production de la fumée

En France, on distingue cinq grands types de techniques de fumage tirant leur nom du mode
de générateur employé pour produire la fumée. Ainsi, on répertorie quatre modes de
génération de fumée ou fumoir et générateur sont sé¢parés (Knockaert, C., 1993) : générateur a
autocombustion, a plaques thermostatées, a friction et la revaporisation de fumée liquide dans
le fumoir. Dans le cas des générateurs a exposition directe, le fumoir et le générateur
constituent une seule et méme armoire dite monobloc (Tinkoudgou Kabré, A. et al., 2003).

En 2002, en Europe, les poissons issus de la filiere industrielle étaient traités par de la fumée
produite a 65 % par autocombustion, 30 % par plaques thermostatées et le reste par fumée
liquide. Cependant, les condensats de fumée sont de plus en plus utilisés en Europe comme
alternative au fumage industriel. Ainsi, ces changements de pratique illustrent la nécessité
d’étudier I’influence de ces procédés sur les qualités organoleptiques et sanitaires des produits

fumés.

1.2.5.1 Le fumage par exposition directe ou fumage artisanal

Le fumage a exposition directe correspond au fumage artisanal encore largement pratiqué. La
fumée obtenue par lente pyrolyse de sciure de bois depuis le foyer (faisant également office
de cendrier puisque cendres et sciures sont mélangées) vient imprégner les filets de poissons

pendus par des esses (Figure 4). Le fumoir n’est pas thermostaté mais on opére généralement
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avec une température n’excédant pas 30 °C dans le fumoir. Du fait du manque de maitrise
entre les différents parametres de fumage utilisés par les artisans (sciures, humidite, ...), le
fumage par exposition directe ne pourra étre étudié lors de cette étude. Toutefois, les analyses
que nous avons effectuées ont montré une contamination en HAP dans le produit fini
supérieure aux autres procédés de fumage du fait de la proximité du générateur et du fumoir
(tout en restant conforme a la législation). Ces résultats illustrent la nécessité de s’intéresser et

d’harmoniser les pratiques avec ce procédé.

1.2.5.2 Le fumage par autocombustion

La fumée est produite par pyrolyse de sciure de bois tombant périodiquement par gravité
depuis une trémie jusque sur une couronne chauffée électriquement (Sainclivier, 1985). La
couronne est chauffée uniquement durant la période d’ignition puis la pyrolyse est entretenue
par impulsions électriques (Figure 5). Les cendres sont poussées périodiquement par les
nouvelles arrivées de sciure sur la couronne et sont recueillies dans un cendrier situé sous le
foyer. La pyrolyse est maintenue par une entrée d’air commandée par une turbine alimentant
le foyer. Les températures de pyrolyse communément utilisées sont comprises entre 400 et
450 °C. La fumée est alors poussée par la turbine du foyer et aspirée par effet venturi de la

cellule de fumage a travers une conduite jusqu’a la cellule de fumage.

1.2.5.3 Le fumage par plaques thermostatées

La fumée est créée par pyrolyse de copeaux de bois tombant périodiquement par gravité
depuis une trémie jusque sur une plaque circulaire chauffée €lectriquement (Figure 6). La
plaque est généralement maintenue a des températures voisines de 500 °C. Celle-ci est
nettoyée par un rateau raclant périodiquement la plaque et entrainant les résidus de pyrolyse
dans un cendrier. Avec ce systéme, il est a noter qu’un volume trés limité de cendres est

obtenu.

1.2.5.4 Le fumage par friction

La fumée est générée par la pression d’une blche sur une roue crantée tournant a grande

vitesse. Cette production est réalisée en réalisant des cycles de pression et de repos (Girard,
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J.P., 1988). La température de pyrolyse est d’environ 380 °C mais la quantité de cendres

générée reste conséquente (Figure 7).

1.2.5.5 La revaporisation de condensats de fumée

Cette technique consiste a revaporiser ou encore atomiser de la fumée liquide dans le fumoir.
La fumée liquide est obtenue par condensation et purification de fumée produite a partir de
bois n’ayant pas été traité a 1’aide de produits chimiques pour améliorer sa conservation
(2065/2003/EC). Les procédés d’obtention et de formulation de ces fumées restent pour la
plupart mal connus du fait du secret industriel. Toutefois, on sait que du bois est pyrolysé
dans des fours spéciaux permettant le recyclage des goudrons. La fumée est ensuite condensée
dans des colonnes de refroidissement dans de I’eau ou par solvants. Aprés des étapes de
filtration, purification et décantation, on obtient divers types de condensats. La plupart des
condensats aqueux peuvent alors étre utilisés en fonction de leur composition biochimique
pour la revaporisation dans un fumoir. La fumée liquide est donc pulvérisée dans le fumoir
par de I’air comprimé (Figure 8). Toutefois, I’interprétation légale de la revaporisation de
fumée liquide dans une enceinte demeure ambigue car cette technique peut étre considérée
comme une méthode de fumage (le brouillard de fumée généré est physiquement proche de la
fumée naturelle (granulométrie, ...)) ou comme une méthode d’aromatisation car il s’agit
¢galement d’une brumisation de fumée liquide sur la surface des filets. En effet, les autres
modes d’application des condensats (douchage, trempage, incorporation directe), qu’ils soient
sous forme aqueuse (fumées liquides), d’huiles de fumée ou de poudres, relevent de

I’aromatisation car I’ajout de ces condensats a lieu au cours de la fabrication du produit.

1.3 La fumée

1.3.1 Composition chimique du bois

Le bois est essentiellement composé de deux polyoses qui sont: la cellulose et
I’hémicellulose, et de lignine dans des proportions 2-1-1 qui constituent 95 % de la maticre

séche (Alén, R. et al., 1995). Les bois durs (hétre, fréne, chéne, noyer,...) sont préférés aux
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bois tendres (peuplier, bouleau, coniféres...). Il y a généralement plus d’hémicellulose dans
les bois durs que dans les bois tendres et plus de lignine dans les bois de coniferes.

La cellulose est un homopolymere du D-glucose 1i¢ en B 1-4 (Figure 9). Sa structure est
globalement la méme dans tous les bois.

Les hémicelluloses sont des hétéropolysaccharides (Figure 10), les monomeéres de la chaine
pouvant &tre méthylés, acétylés ou carboxylés. Le degré de polymérisation serait de 1’ordre de
100 a 400. Dans le bois, on les rencontre soit sous forme linéaire de monomeéres de
configuration B le plus souvent, soit ramifiés a branches courtes, entourant la cellulose. Selon
le bois, la structure polymérique des hémicelluloses peut étre différente. Les bois durs sont
riches en pentosanes tandis que les bois plus tendres (coniféres) sont riches en hexosanes. Ce
sont les pentosanes qui sont le plus thermosensible.

La structure de la lignine est encore mal définie (Figure 11). Elle est formée essentiellement a
partir de deux principaux cycles : le noyau guaiacyl-propane et le noyau syringyl-propane.

Elle est ainsi définie comme un polymére de composés phénoliques.

1.3.2 Composition physique de la fumée

On peut définir la fumée comme un systéme biphasique en équilibre qui évolue en
permanence. Elle se compose d’une phase continue, établie sous forme gazeuse, porteuse
d’une phase particulaire ou dispersée constituée de fines gouttelettes en suspension (composés
moins volatils, goudrons,...) (Foster, W.W. et al., 1961). Les composés créés lors de la
combustion du bois se répartissent donc dans ces deux phases en fonction de leur solubilité,
de leur point d’ébullition. Ainsi, plus on s’¢loigne du foyer, plus la fumée se refroidit et les
composés les moins volatils se condensent pour former la phase particulaire de la fumée alors
que les composés les plus volatils forment la phase gazeuse.

Il est important de noter que la fumée évolue en fonction du temps et lorsque des composés
disparaissent en se fixant sur le produit a fumer, la phase particulaire sert de pool de réserve
en ¢léments volatils a la phase gazeuse. La phase particulaire est donc trés évolutive puisque

la concentration dans la phase gazeuse est maintenue en équilibre.

1.3.3 Combustion de bois et composition chimique de la fumée
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La combustion du bois conduit a un processus en deux temps. La premicre transformation
correspond a une destruction thermique sans présence d’oxygene des constituants du bois qui
produit des maticres volatiles et du charbon. L humidité du bois joue un rdle important dans
la diversité de composés volatils créés. En effet, dans la période de destruction thermique sont
essentiellement produits du CO et du CO, ainsi que quelques acides volatils a courte chaine.
La seconde transformation a lieu dans la zone de diffusion proche de I’incandescence ou zone
d’oxydation. Le bois devient sec et la température augmente trés rapidement. A ce moment,
les matiéres volatiles atteignent I’oxygene de I’air et de nouveaux composés sont créés. Ainsi,
la production de composés volatils se diversifie dans le temps et dans 1’espace en fonction de
la distance de la fumée au foyer.

La décomposition thermique de la cellulose se fait donc en deux étapes. Tout d’abord, une
hydrolyse acide du glucose suivie d’une déshydratation conduit a la formation de 1-6
anhydroglucose (B glucosane). La deuxieme étape immédiatement consécutive a la premicre
consiste en une pyrogénation secondaire conduisant a la production d’acide acétique et ses
homologues, de I’eau, ainsi que des traces de furanes et de petites quantités de composés
phénoliques.

Les hémicelluloses se décomposent en furanes et dérivés et en acides carboxyliques (surtout
aux basses températures de combustion). Les bois durs, riches en pentosanes, conduisent a des
quantités d’acides supérieures aux bois tendres. Les hexosanes des bois tendres se
décomposent en a-cellulose dont la décomposition a été présentée ci-dessus et fournissent
plus de HAP que les bois durs (Simon et al., 2006).

La dégradation de la lignine est complexe (Figure 12). Elle donne un mélange de composés
phénoliques et d’éthers phénoliques autrement appelés alkyls aryls éthers (Kjéllstrand, J. et
al., 2000). Les bois durs fournissent un mélange de guaiacol et de syringol alors que les bois
tendres fournissent essentiellement du guaiacol. A ces composés phénoliques doivent
s’ajouter d’autres produits comme le méthanol, 1’acétone, divers acides organiques simples
pouvant s’oxyder en composés carbonylés.

La composition de la fumée est trées complexe (plus de quatre cent composés). L’étude des
composés volatils de la fumée a fait 1’objet de nombreuses recherches qui ont permis de
distinguer plusieurs familles de composés qu’ils soient odorants ou non. En effet, les
composés volatils de la fumée de bois sont a I’origine (par simple déposition ou par réaction
avec les constituants de la chair de poisson) de nombreux composés volatils odorants de la

chair de poisson fumé. Ces mécanismes seront présentés ultérieurement.
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Aldehydes

Diketones (n=0-n)

Pyranes

Carboxylic esters

Cruatacols

Pyrocatechols

Alcohols

K elones

Furanes

Carboxvlic aculs

Phenols

Swvringols

Alkyl aryl ethers
( Hj— = Cu.H_'n—I !

Terpenes (n = 2)

Me—0 OH

Tableau 1. Groupes et structures chimiques des composés identifiés dans la fumée de bois
(d’apres Simon, R. et al., 2005)
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Ainsi, ’analyse des composés volatils de la fumée, a I’état gazeux, a I’état liquide (fumée
condensée) ou solide (poudre de fumée) (Guillén, M.D. & Manzanos, M.J., 1996) a permis de
distinguer plusieurs familles chimiques : composés cycliques (phénoliques, benzéniques,
furaniques, pyraniques, ...) et aliphatiques présentant plusieurs fonctions chimiques : alcools,
carbonyles, acides,... résumés dans le tableau 1.

Certains goudrons volatils peuvent également se retrouver dans la fumée sans oublier I’eau, le
CO,, des traces d’hydrogene et d’oxyde de carbone et enfin des éléments (aluminium, silice,
phosphore, ...) (Hedberg, E. et al., 2002).

L’essence du bois influence grandement la composition chimique de la fumée générée (Maga,
J., 1987). Ainsi, les fumées de bois de hétre (Guillén, M.D. & Ibargoitia, M.L., 1996a ;
Guillén, M.D. & Ibargoitia, M.L., 1999a), de chéne (Guillén, M.D. & Manzanos, M.J., 2002 ;
Guillén, M.D.& Manzanos, M.J., 2005), de bouleau (Barrefors, G. & Petersson, G., 1995a et b
; Barrefors, G. et al., 1996), de noyer (Lustre, A.O. & Issenberg, P., 1969), de sapin
(Barrefors, G. & Petersson, G., 1995a ; Kjillstrand, J. et al., 1998), de paille d’orge
(Barrefors, G. & Petersson, G., 1995a), de pin (Barrefors, G. & Petersson, G., 1995b ;
Simoneit, B.R.T. et al., 2000), de thym (Guillén, M.D. & Manzanos, M.J., 1999b) de
mélanges de bois durs (Barrefors, G. & Petersson, G., 1995b ; Lustre, A.O. & Issenberg, P.,

1969) ont été principalement étudiées.

1.3.3.1 Les composés phénoliques

De nombreux travaux ont porté sur I’évaluation et I’identification des composés phénoliques
de la fumée car cette famille de composés constitue un bon traceur du procédé de fumage
(Sérot, T. et al., 2004). En effet, ces composéssont considérés comme €tant responsables de la
flaveur « fumée » (Maga, J.A., 1987). Le suivi de leur concentration peut ainsi rendre compte
de I’intensité du procédé de fumage. La structure de ces composé€s comportent essentiellement
des noyaux guaiacol, syringol ou encore catéchol (Kjillstrand, J. et al., 1998 ; Guillén, M.D.
& Ibargoitia, M.L., 1999b). On distingue le groupe « phénol et dérivés », le plus souvent
alkylés comme les crésols, le groupe « guaiacol et dérivés » qui comprend notamment
I’eugénol, les isoeugénols, les alkyls guaiacols et dérivés de la vanilline, le groupe « syringol
et dérivés » et le groupe « catéchol et dérivés ». Les rapports Guaiacol / Syringol (G/S) et
Guaiacol / Phénol (G/P) ont été employés par plusieurs auteurs pour identifier la nature du

bois.
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3 o
Composés Bois (o)

phénoliques Quercus  Quercus o dor Bambou Pin  Cédre
acuta seriata

o-crésol 24 23 39 40 40 45

Guaiacol 45 40 30 36 26 24

p-crésol 10 10 13 9 15 16
4-methylguaiacol 12 12 9 7 10 11
4-ethylguaiacol 2 2 1 2 1 2
Syringol 4 4 4 3 4 0

Tableau 2. Composés phénoliques associés a certains bois utilisés pour le fumage (d’apres
Maga, J.A., 1987)
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Figure 13. Pyrolyse de la lignine (d’apres Jira, W., 2004a).
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Par exemple, les bois durs présentent un ratio G/S proche de 1,5 et un ratio G/P proche de 2
(Guillén, M.D. & Manzanos, M.J., 2005). Le tableau 2 présente les principaux composés
phénoliques retrouvés dans la fumée des bois les plus utilisés pour le fumage. Les épices
parfois employées lors du fumage constituent également une source de composés phénoliques
trés variés. Parmi les composés phénoliques, on retrouve également des composés
phénoliques carbonylés, des acides phénoliques et des esters phénoliques. En effet, la
dégradation de la lignine conduit a des acides phénoliques, précurseurs des phénols alkylés et
des composés  phénoliques carbonylés. Ainsi, la  vanilline (4-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde) fréquemment rencontrée dans la fumée de bois conduirait a 1’acide
vanillique (I’acide 4-hydroxy-3-methoxybenzoique), puis par décarboxylation, au guaiacol

(Figure 13).

1.3.3.2 Les autres composés cycliques

La décomposition des constituants du bois conduit également a une quantité non négligeable
d’éthers phénoliques parfois appelés alkyls aryl éthers. Pour cette raison, nous n’avons pas
voulu les classer parmi les composés phénoliques simples tels ceux définis dans le paragraphe
précédent. De plus, ces alkyls aryls éthers (dimeres et trimeres de lignine (Guillén, M.D. &
Ibargoitia, M.L., 1998)) sont considérés comme des précurseurs des composés phénoliques.
Ces composés comme les diméthoxybenzenes et diméthoxytoluénes se forment lors de la
scission des liaisons carbone-carbone de la lignine (Guillén, M.D. & Ibargoitia, M.L., 1999).
Cependant, ils ne sont pas majoritaires mais peuvent servir a identifier I’essence de bois ayant
¢été utilisée pour fumer le produit analysé.

De méme, les « enolones », dérivés de la cyclopentenone, sont également présentes dans la
fumée de bois et sont suspectés provenir de la dégradation de la cellulose et de
I’hémicellulose ou encore de réactions de Maillard dans la fumée elle-méme, en dépit de la
faible quantité¢ de matiére azotée (Guillén, M.D. et al., 2001 ; Nonier, M.F. et al., 2005).

Des composés terpéniques cycliques et leurs dérivés sont également présents dans la fumée de
bois, surtout si celle-ci est produite avec 1’ajout d’aiguilles, d’herbes aromatiques ou d’épices
(Guillén, M.D. & Manzanos, M.J., 1999). Le terpinéol, le linalool sont fréquemment
rencontrés dans la fumée de bois mais, comme tous les composés terpéniques, en faibles

quantités.
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Figure 14. Hétérocycles azotés de la fumée (d’apres Jira, W., 2004a)
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Figure 15. Formation des lactones et furfurals dans la fumée de bois (d’apres Jira, W., 2004a)
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1.3.3.3 Les composés hétérocycliques

Les composés pyranniques et furaniques proviennent de la thermodégradation des
polysaccharides du bois en particulier de 1’hémicellulose (Nonier, M.F. et al., 2005). Ils
représentent une classe de composés constitués de cycles comportant un atome d’oxygene et
respectivement 4 et 5 atomes de carbones. Le maltol apparait comme le principal composé
pyranniques dans la fumée de bois. Ces composés ont été étudiés en raison de leur
thermosensibilité, leurs propriétés organoleptiques et de leur présence constante en tant que
composés volatils de la fumée (Guillén, M.D. et al., 1995 ; Barrefors, G. et al., 1996 ; Jira,
W., 2004a). Ainsi, le furfural, I’alcool furfurylique et leurs dérivés constituent le deuxieme
groupe de composes volatils de la fumée. Ils sont principalement formés par déshydration des
pentoses provenant de la décomposition de I’hémicellulose (Sanders, E.B., et al., 2003).

Malgré la faible quantité¢ d’azote dans le bois, quatre principaux types d’hétérocycles azotés
ont ¢t¢ identifiés la fumée : les pyrroles, les pyrazines, les pyridines et les carbazoles (Figure
14). D’autres précurseurs ont également été proposés pour la présence des pyridines
notamment les alcaloides (Guillén, M.D. et al., 2001). Cependant les hétérocycles azotés sont
retrouvés en faibles quantités dans la fumée de bois. En revanche, les lactones sont assez
nombreuses, principalement dérivées du butyrolactone et 2-buténolide (Maga, J., 1987). Elles

sont formées par la déshydration des hydroxyacides correspondants (Figure 15).

1.3.3.4 Les composés aliphatiques

Les composés aliphatiques ne sont pas majoritaires dans la composition de la fumée. Ils sont
souvent de petites tailles, considérés comme des co-produits de dégradation des constituants
du bois. On distingue cependant les alcools, les composés carbonylés, les acides
carboxyliques et les hydrocarbures (Barrefors, G. & Petersson, G., 1995a et b ; Guillén, M.D.
& Ibargoitia, M.L., 1998). Les alcools primaires, secondaires ou tertiaires sont fréquemment
oxydés dans la fumée pour former les composés carbonylés correspondants. Ceux-ci sont en
trés faibles quantités dans la fumée de bois car ils se transforment trés rapidement en acides
carboxyliques correspondant dans ces conditions trés oxydantes. Les acides carboxyliques
rencontrés sont dispersés dans les deux phases de la fumée. Dans la phase gazeuse, ce sont

des acides simples de 1 a 4 atomes de carbone (acide formique, acétique, propionique,...). Les

51



chaines plus longues de 5 a 10 atomes de carbone se trouvent dans la phase particulaire (acide

valérique, isovalérique, caproique, caprylique, ...) (Sainclivier, M., 1985).

1.3.4 Paramétres d’influence sur la composition de la fumée lors du fumage

La composition de la fumée résulte de combinaisons entre de nombreux parametres du
fumage. Par conséquent, la température de pyrolyse, 1’essence du bois, sa granulométrie, son
humidité, la vitesse de 1’air, son humidité sont autant de parametres a contrdler pour obtenir
une fumée de qualité.

En effet, pour la production d’une fumée de qualité « alimentaire » non toxique et efficace, il
est nécessaire d’obtenir une température de combustion de 1’ordre de 400~450 °C. La création
des composés volatils est fortement dépendante de la température de pyrolyse du bois
(Guillén, M.D. & Ibargoitia, M.L., 1996b). Ainsi, en fonction du gradient de température
¢établi par la distance au foyer, différents groupes de composés sont formés. La teneur en
composés carbonylés augmente constamment avec la température de 200 a 600°C. La teneur
en acides est plus grande a basse température (< 300°C) puis elle diminue apres 300°C avec
I’augmentation de la température. De 200 a 600°C, la quantit¢ de composés phénoliques
augmente avec un maximum vers 500°C puis décline progressivement. Cependant les teneurs
en composés phénoliques varient individuellement avec 1’augmentation de la température. Par
exemple, la quantité de phénol est multipliée par 2 entre 450 et 650°C tandis que la quantité
de syringol est multipliée par 3. Cependant, une température de 450 a 500°C a été rapportée
comme le niveau optimal de création de composés carbonylés, de composés phénoliques et
furaniques (Maga, J.A., 1987 ; Alén, R. et al., 1996 ; Nonier, M.F. et al., 2005).

La nature du bois et sa granulométrie sont deux parametres primordiaux parce qu’ils
influencent la température de combustion (plus les particules sont grosses, plus la combustion
est rapide) (Rusz, J. & Miler, K.B.M., 1977 ; Clifford, M.N. et al., 1980). Les bois durs (hétre,
fréne, chéne, noyer,...) sont préférés aux bois tendres (peuplier, bouleau, coniféres...) méme
s’ils donnent parfois des couleurs sombres et un gotit amer. Les bois durs fournissent plus
d’acides en raison de leur plus grande teneur en hémicellulose. Les essences ou plantes
aromatiques parfois incorporées ont une influence sur les qualités organoleptiques du produit
fini mais font également varier la composition du combustible et donc de la composition de la
fumée. L’utilisation de bois dur est également recommandée pour limiter la formation des

HAP, et ce, avec une humidité de 17 a 20 % (Guillén, M.D. & Ibargoitia, M.L., 1999a). En
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effet, I’humidité du bois est, elle aussi, trés importante en raison de son influence sur la
combustion et la libération des composés volatils.

La vitesse de I’air doit étre ajustée a I’humidité du fumoir ainsi qu’a la fragmentation du bois.
La vitesse de I’air joue un rdle indirect mais essentiel que ce soit par la modification de la
température du foyer ou par celle de la fumée engendrée en s’y mélangeant et en la diluant
(Lantz, A.W. & Vaisey, M., 1970 ; Chan, W.S. & Toledo, R.T., 1975). L’humidité de I’air est
aussi primordiale et doit étre ajustée avec la vitesse de 1’air (Guillén, M.D. & Ibargoitia, M.L.,

1999).

1.3.5 Actions de la fumée sur le poisson

1.3.5.1 Actions conservatrices de la fumée

La fumée tire sa fonction de conservation de deux caractéristiques : une action antioxydante
(Kjallstrand, J. & Petersson, G., 2001a) et une action antimicrobienne (Niedziela, J.C. et al.,
1998).

Les composés de la fumée ayant une action antioxydante sont uniquement ceux possédant une
fonction phénolique libre (Kjillstrand, J., Petersson, G., 2001b). L’action antioxydante est
d’autant plus prononcée que les composés ont un haut point d’ébullition. Ainsi, les plus actifs
sont les polyhydroxyphénols comme le pyrogallol et le résorcinol. Pour les
monohydroxyphénols, 1’activité dépend de la nature des substitutions. La plus forte activité
est donc retrouvée pour le 4-méthylguaiacol, le 4-vinylguaiacol, le 4-trans-propenylsyringol.
Le guaiacol, le syringol, le 4-methylsyringol et le 4-vinylsyringol sont moins actifs.

Un oxydant (radical libre par exemple) agit par capture d’électrons et peut nuire a la
conservation du produit en initiant une oxydation des lipides. Un composé phénolique va
pouvoir donner un électron a I’oxydant qui se rétablira. Le composé phénolique est donc
oxydé mais ce déficit électronique est compensé par résonance entre les formes mésomeres de
la molécule. L’oxydation est par conséquent empéchée. Les composés phénoliques a haut
point d’ébullition sont considérés comme synergiques avec les composés phénoliques oxydés.
Les composés polyphénoliques prolongent ainsi 1’action antioxydante. Il est important de
noter qu’a de rares exceptions, a partir d’une teneur trop élevée en composés phénoliques,

I’effet antioxydant s’inverse et devient pro oxydant.
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L’action antimicrobienne est d’abord due a des paramétres physiques comme la chaleur (dans
le fumage a chaud) ou la réduction de I’activité de I’eau (fumage a froid) qui inhibe le
développement de microorganismes (Rervik, L.M., 2000 ; Cornu, M. et al., 2005). L’ action
antimicrobienne est ¢galement due a certains constituants de la fumée qui sont notamment les
acides carboxyliques (formique, propionique, acétique,...) et les composés phénoliques
(Sufien, E. et al., 2003). Les composés carbonylés et les esters sont beaucoup moins
impliqués. Les hydrocarbures n’ont aucune influence.

Par comparaison avec les levures et les moisissures, les bactéries sont les microorganismes les
plus susceptibles d’étre inhibés par les composants de la fumée. L action antimicrobienne est
plus efficace sur les germes Gram + que sur les Gram — (Sufien, E., 1998) et d’autant plus sur
les cellules vivantes que sur les spores.

L’action antimicrobienne est également due au caractére bactériostatique des nitrophénols
produits par une nitrosation a partir de composés phénoliques (Leis, J.R. et al., 1998 ;
Gonzales-Mancebo, S. et al., 1999) sous I’action de nitrates/nitrites. Cependant, il est
important de souligner que ces nitrocomposés peuvent donner des nitrosamines carcinogenes
mais les seuils 1égaux ne sont jamais dépassés dans le poisson dans la mesure ou 1’ajout de

sels nitrités dans le poisson est interdit en France.

1.3.5.2 Effets sur les qualités organoleptiques

1.3.5.2.1 Lacouleur

La coloration est trés liée au pH, a la température et a la composition biochimique de
I’aliment.

Outre la couleur initiale du produit a traiter, la couleur du produit fumé a une origine physique
et une origine chimique.

Les condensats de fumée liquide possédent une couleur marron, allant de jaune orangé a brun
noir. Cette couleur est principalement due aux composés phénoliques et furanniques de la
fumée. Par simple déposition physique, ces composés peuvent donc colorer le produit
(Clifford, M.N. et al., 1980).

La couleur est également due a des réactions du type Réactions de Maillard c’est-a-dire des
réactions entre les acides aminés des protéines du poisson et les composés de la fumée issus

de la dégradation des polysaccharides du bois et comportant des fonctions carbonyles. Ces
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réactions conduisent a des brunissements de la surface du produit d’ou une couleur finale
pouvant varier du jaune doré au brun foncé (coloration également dépendante du bois utilis¢)
(Tilgner, D.J., 1977). La lysine, principal acide aminé essentiel du poisson (Huss, 1999),
grace au groupe aminé latéral, est considérée comme la principale source de composés aminés
impliqués dans ces réactions, ainsi que 1’arginine et 1’histidine. Les composés carbonylés de la
fumée et du poisson jouent également un rdle important dans la coloration.
L’hydroxyacétaldéhyde, le méthylglyoxal et le 2-oxopropanal sont considérés comme
d’importants précurseurs de la couleur du poisson fumé (Clifford, M.N. et al., 1980 ; Miller,
K.B.M. & Sikorski, Z.E., 1990).

Une part de la couleur finale peut également Etre attribuée aux composés phénoliques
présentant une fonction aldéhyde. Le coniféraldéhyde et le syringaldéhyde de la fumée
peuvent se lier irréversiblement aux protéines du poisson et contribuer a la couleur orangée du
produit (Clifford, M.N. et al., 1980).

Ainsi, une partie des composés phénoliques de la fumée peut se polymériser en surface et
colorer le produit. L aspect brillant présenté par certains poissons fumés résulte de réactions
entre des aldéhydes et des composés phénoliques (Girard, J.P., 1988). Elles conduisent a des
substances résineuses appelées phénoplastes. La polymérisation est favorisée par la chaleur et

le degré de réticulation de ces molécules varie en fonction du temps.

1.3.5.2.2 La texture

En plus des modifications de texture avérées pendant I’étape de salage et de séchage - entre
autres le crolitage (formation rapide d’une pellicule de surface pouvant ralentir les échanges) -
les composés volatils de la fumée peuvent également influencer la texture des produits fumés.
Par exemple, les poissons fumés a froid restent mous et tendres tandis que ceux fumés a chaud
sont plus durs et plus secs (Vasiliadou, S. et al ., 2005) en fonction de la température du
fumoir. Les modifications de texture sont donc essentiellement dues a I’influence de la
température et de la chaleur sur la coagulation des protéines (constitution d’une pellicule
brillante et lustrée en surface) avec comme manifestations : une perte en eau, une fusion
variable des matiéres grasses et la dénaturation des protéines du tissu conjonctif. Le
formaldéhyde et les acides volatils sont fortement impliqués dans ces modifications sans
oublier ’activité de certaines enzymes notamment protéolytiques (Miler, K.B.M. & Sikorski,

Z.E., 1990).
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1.3.5.2.3 La flaveur

Depuis les années 1970, les composés phénoliques (notamment les phénols de bas ou moyen
point d’ébullition) sont décrits comme étant les principaux responsables de 1’odeur et du goft
fumé (Hamm, R., 1977). Les composés carbonylés et les acides organiques ont été identifiés
avec un role secondaire mais cependant nécessaire dans 1’expression de la totalité¢ de 1’aréme.
L’odeur de fumée serait plutdt associée au syringol et au 2,6-diméthoxy-méthylphénol alors
que le guaiacol et 1’eugénol contribueraient plus a la perception du goit de fumée.
Aujourd’hui, s’il est vrai que la globalit¢ des composés phénoliques constituent bien le
squelette organoleptique « fumé», les conclusions concernant le réle individuel des
composés phénoliques et des composés carbonylés ont été¢ récemment critiquées (Kostyra, E.
& Barytko-Pikielna, N., 2005). Ainsi, si la composition de la fumée en composés volatils a
fait ’objet de nombreux travaux, il n’y a cependant que peu d’études ayant permis d’identifier
les composés volatils odorants du saumon fumé. Notre étude a donc pour but d’identifier les
composés volatils odorants de la fumée et clarifier leurs contributions dans 1’odeur du poisson
fumé.

Les composés phénoliques sont connus pour étre a 1’origine de I’odeur « fumé » de la fumée
de bois (Fiddler, W. et al., 1970 ; Ojeda, M. et al., 2002). Grace aux travaux entrepris dans les
années 1970-1980, des catégories de composés phénoliques ont été déterminées selon leur
point d’¢bulltion. Ces catégories nécessitent d’étre vérifiées car la détermination du role
individuel des composés phénoliques dans 1’odeur du poisson fumé semble étre beaucoup
plus complexe que la simple somme d’odeurs fumées de composés pris individuellement. Les
composés phénoliques a bas point d’ébullition (60 a 90°C) étaient reconnus pour leur odeur
acre. Le guaiacol, les crésols et leurs dérivés ont largement été étudiés pour leur contribution
odorante a la note « fumée/feu de bois » (Shahidi, F. & Naczk, M., 2003). Les composés
phénoliques a point d’¢ébullition moyen (91 a 132 °C) participent a I’ossature « fumée » de la
fumée de bois (Dufour, C., 1991). L’eugénol et leurs dérivés ainsi que la plupart des dérivés
benzéniques sont plutdt décrits par des notes épicées, vanillées (Maga, J., 1987). Les phénols
a haut point d’ébullition (133 a 200°C) sont considérés comme ayant un réle négatif car ils
contribuent a des propriétés organoleptiques acides défavorables. Dans de nombreuses études
olfactométriques réalisées sur des matrices autres que la fumée ou le poisson fumé, les
composés phénoliques ont été caractérisés par des descripteurs fumés/briilés selon les
molécules. Les crésols sont caractérisés par des odeurs animales, de cuir et de bralé (Campo,

E. et al., 2005), le guaiacol et le syringol avec des odeurs allant de « fumée » a « bralé » selon
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Seuils de perception odorants

Odeurs

. Seuils de
Composcs rception Descripteurs
phénoliques pe p’ Références P Références
dans I’eau (matrice)
(ng/L) _
Phénol 5900 Fazzalari, F.A., 1978 | Lpenolique | Lopez R. etal,,
(raisin) 2004
o-crésol 650 Fazzalari, F.A., 1978 Piquant Maga, J.A., 1987
(fumée)
m-crésol 680 Fazzalari, F.A., 1978 quue!nt Maga, J.A., 1987
(fumée)
, Animal Franck, D.C. et al.,
p-crésol 55 Buttery, R.G. et al., 1988 (fromage) 2004
) . ) Fumé Franck, D.C. et al.,
Guaiacol 3a2l Fazzalari, F.A., 1978 (fromage) 2004
4-methylguaiacol 90 Fazzalari, F.A., 1978 Fumé (fumée) | Maga, J.A., 1987
4-ethvleuaiacol 50 Swan, J.S. & Burtles, Epicé, noix de | Charles, M et al.,
y'e S.M., 1978 coco (vin) 2000
. . Phénolique, Loépez, R. et al.,
4-vinylguaiacol 3 Buttery, R.G. et al., 1988 synthétique 2004
Vanilline | 204200 | Fazzalari, F.A., 1978 Vanille Lopez R. ctal,
(raisin) 2004
. . Chimique Ferreira, V. et al.,
Syringol 1850 Fazzalari, F.A., 1978 (vin) 2002b
. \ Phénolique, Lopez, R. et al.,
Eugénol 6a30 Buttery, R.G. et al., 1990 floral (raisin) 2004

Tableau 3. Seuils de perception odorants de quelques composés phénoliques
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leurs concentrations (Nonier, M.F. et al., 2005). Le 4-méthylguaiacol et le 4-éthylguaiacol
apparaissent avec des odeurs épicées, douces comme la vanille ou la cannelle (Simon, R. et
al., 2005). Leurs seuils de perception sont compilés dans le tableau 3.

Les composés phénoliques, bien que trés importants, ne doivent cependant pas étre considérés
comme les seuls composés a potentialité aromatique. Des études mettant en ceuvre des
solutions standards de composés phénoliques dans les concentrations auxquelles ils sont dosés
dans la fumée ont montré qu’ils ne suffisaient pas a exprimer a eux seuls ’odeur de fumée
(Daun, H., 1979). Par conséquent, d’autres composés volatils odorants devaient étre pris en
compte tels que les enolones et les composés furaniques. En effet, les enolones et dérivés ainsi
que les composés furaniques sont a rapprocher des odeurs grillées/cuites. Les composés
furaniques sont caractérisés par des descripteurs odorants tels que caramel/cuit voire parfois
épicés (Maga, J., 1987) alors que les composés carbonylés de la fumée, les enolones
principalement, sont définis par des termes comme vert, odeur de pomme de terre ou grillés
(Maga, J., 1987 ; Nonier, M.F. et al., 2005). Ces composés participent a la complexité¢ de
I’odeur de poisson fumé et notre étude doit permettre de caractériser leur contribution restée
jusqu’a présent quasiment inconnue.

Il y a peu de travaux menés sur la nature des composés de la fumée responsables du gotit
fumé. Nous avons vu précédemment que certains composés phénoliques (guaiacol, eugénol)
avaient été identifiés comme participant a la flaveur, mais certaines ¢tudes ont montré que ni
I’essentiel des composés phénoliques (guaiacol, syringol, 4-méthylguaiacol), ni la globalité
des composés phénoliques ne restituait la flaveur intégrale. Il fallait également prendre en
compte la part de composés carbonylés et d’acides ainsi que la quasi-totalité des constituants
de la fumée. Cependant, il a ét¢ démontré que les composés phénoliques avaient un impact

trés important sur le gotit fumé des aliments fumés (Maga, J., 1987).

1.4 Les composeés volatils de la chair du saumon fumé

1.4.1 Composés volatils odorants ou non odorants de la chair des Salmonidés frais

Les composés volatils de la chair des Salmonidés frais peuvent varier en fonction de I’espece,
de la composition biochimique, de I’dge, du régime alimentaire et d’autres facteurs

environnementaux. Ce sont principalement les alcools, les aldéhydes, les cétones et les
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LH (Chaine acvle d'acide gras)

Initiation
He Dz Antioxydant

AH A°
L 00° LOOH
LOOH Produits secondaires
v v S 8 aires
(hydroperoxy dE)\\-—\"‘ Aldéhydes, cétones, alccols a courte chaine, alcanes
Figure 16. Autoxydation des acides gras
Acide gras Hydrop?r9xy de Produits de dégradation
intermédiaire
8-hydroperoxyde Decanal, 2-undecenal
Acide oléique 9- hydroperoxyde 2-decenal, nonanal
(C18:1 n-9) 10- hydroperoxyde Nonanal, octane, 1-octanol
11- hydroperoxyde Octanal, heptane, 1-heptanol
9- hydroperoxyde 2,4-decadienal, 2-nonenal
Acide linoléique 10- hydroperoxyde 2-nonenal, 2-octene, 2-octen-1-ol
(C18:2 n-6) 12- hydroperoxyde Hexanal, 2-heptenal
13- hydroperoxyde Hexanal, pentane, 1-pentanol, pentanal
9- hydroperoxyde 2.,4,7-decatrienal, 2,6-nonadienal
10- hydroperoxyde 2,6-nonadienal, 2,5-octadiene, 2,5-octadien-1-ol
Acide linolénique 12- hydroperoxyde 2,4-heptadienal, 2-hexenal
(C18:3n-3) 13- hydroperoxyde 2-hexenal, 2-pentene, 2-penten-1-ol, 2-pentenal
15- hydroperoxyde 2-butenal, propanal
16- hydroperoxyde Propanal, ethane, ethanol
5- hydroperoxyde 2,4,7,10-hexadecatetraenal, 2,6,9-pentadecatrienal
6- hydroperoxyde 2,6,9-pentadecatrienal, 2,5,8-tetradecatrien-1-ol
8- hydroperoxyde 2,4,7-tridecatrienal, 2,6-undecadien-1-ol
Acide arachidonique 9- hydroperoxyde 2,6-dodecadienal, 2,5-undecadien-1-ol
(C20:4 n-6) 11- hydroperoxyde 2,4-decadienal, 2-nonenal
12- hydroperoxyde 2-nonenal, 2-octene, 2-octen-1-ol
14- hydroperoxyde 2-heptenal, 2-hexenal
15- hydroperoxyde Hexanal, pentane, 1-pentanol, pentanal

Tableau 4. Principaux composés produits par les acides gras dans le poisson (d’apres Hsieh, R.J. et
al., 1989)
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composés soufrés. Parmi ces composés, certains se réveélent comme odorants et sont

responsables de I’odeur du poisson.

1.4.1.1 Les composés carbonylés et les alcools

Dans les poissons, ce sont les composés carbonylés qui sont les composés volatils les plus
nombreux constituant ainsi I’essentiel de I’ardme du poisson (Josephson, D.B. et al., 1991a).
Les acides gras (AG) sont les précurseurs d'alcools, aldéhydes et cétones volatils, soit par
catalyse enzymatique, sous I’effet des lipoxygénases, soit par auto-oxydation (Figure 16). La
dégradation des AG conduit a de nombreux alcools et composés carbonylés (Frankel, E.N.,
1983 ; Grosch, W., 1987 ; Hsieh, R.J. & Kinsella, J.E., 1989 ; Hutlin, H.O., 1992)
(Tableau 4).

Les principaux alcools odorants retrouvés dans l’arome de poisson Salmonidés sont
reépertoriés dans le tableau 5. On y retrouve des composés aux odeurs principalement vertes
ou de champignon. La plupart des alcools des Salmonidés proviennent de la dégradation des
AG.

Les AG n-3 (C20:5 n-3, C22:6 n-3, ...) sont les précurseurs de nombreux alcools volatils
comme [’éthanol, retrouvé dans le saumon. Le (E)-2-penten-1-ol est un composé volatil
trouvé dans la truite mais aussi dans le turbot (Sérot, T. et al., 2001a ; Sérot, T. et al., 2002),
avec une odeur de champignon. L’acide linolénique semble étre a ['origine du
(E)-2-penten-1-ol tout comme pour le 2,5-octadien-3-ol. Il n’a pas été identifié comme
odorant dans le saumon. En revanche, le (Z,2)-1,5-octadien-1-ol est retrouvé dans les
Salmonidés avec une odeur de mousse/champignon comme dans les huitres fraiches
(Piveteau, F. et al., 2000).

D’autres alcools volatils, retrouvés dans les Salmonidés, connus pour provenir d’AG n-3 mais
n’ayant pas fait I’objet d’étude olfactométrique ont été percus dans d’autres produits de la mer
comme odorants. C’est le cas du (Z)-3-hexen-1-ol détecté avec une odeur verte/marine
¢galement dans les huitres (Piveteau, F. et al., 2000). Le cyclopentanol quant a lui n’a pas été
per¢u comme un composé¢ odorant dans la plupart des produits de la mer mais apparait dans
beaucoup de profils de composés volatils de poissons ou coquillages (Cha, Y.J. &
Cadwallader, K.R., 1995 ; Chung, H.Y. et al., 2001).

Les AG n-6 sont les précurseurs du 1-pentanol et du 2-octen-1-ol. Le 1-pentanol a déja été
répertorié dans d’autres poissons comme la daurade (Grigorakis, K. et al., 2003) ou le hareng

(Cha, Y.J. & Cadwallader, K.R., 1995) mais non odorant. Dans ces poissons, le 2-octen-1-ol,
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Seuil de

Composé Descripteur odorant détection odorant Poisson Références
dans ’eau (ng/L)
Josephson, D.B. et al.,
Ethanol Pas d’étude Saumon 1991a
olfactométrique Girard, B. & Nakai, S.,
1994a
1-propanol Plastique 9 000 Truite Sérot, T. et al. 2002
Pas d’étude Josephson, D.B. et al.,
2-butanol olfactométrique Saumon 1991a
L-pentanol Pas d’étude Saumon Josephson, D.B. et al.,
p olfactométrique 1991a
(E)-2-penten-1-ol Champignon Truite Sérot, T. et al. 2002
Josephson, D.B. et al.,
Pas d’étude 1991a
I-penten-3-ol olfactométrique 400 Saumon Girard, B. & Nakai, S.,
1994a
evelopentanol Pas d’étude Saumon Josephson, D.B. et al.,
yelop olfactométrique 1991a
|-hexanol Pasd e’tu(}e 2 500 Saumon Josephson, D.B. et al.,
olfactométrique 1991a
(E)-2-hexen-1-ol vert, mousse Truite Sérot, T. et al. 2002
Pas d’étude Josephson, D.B. et al.,
(Z)-3-hexen-1-ol olfactométrique 70 Saumon 1991a
Pas d’étude Josephson, D.B. et al.,
I-heptanol olfactométrique 3 Saumon 1991a
Octanol vert, floral 110 a 130 Truite Sérot, T. et al. 2002
3-octanol Pas d’étude Saumon Josephson, D.B. et al.,
olfactométrique 1991a
Josephson, D.B. et al.,
1991a
Pas d’étude Josephson, D.B. et al.,
1-octen-3-ol olfactométrique 0,005 Saumon 1984
Refsgaard, H.-H.F. et
al., 1999
Truite Sérot, T. et al. 2002
2-octen-1-ol Vert Josephson, D.B. et al.,
Saumon
1991a
Josephson, D.B. et al.,
1991a
: . Saumon
(Z,Z)-1,5-octadien-3-ol mousse, champignon Josephson, D.B. et al.,
1984
Truite Sérot, T. et al. 2002
Josephson, D.B. et al.,
. Pas d’étude 1991a
2,5-octadien-1-ol olfactométrique Saumon Josephson, D.B. et al.,
1984
Truite Sérot, T. et al. 2002
1-nonanol Citron Josephson, D.B. et al.,
Saumon
1991a
2-nonanol plastique, fruité Truite Sérot, T. et al. 2002
6-nonen-1-ol Pas d’étude Saumon Josephson, D.B. et al.,
olfactométrique 1991a
3 6-nonadien-1-ol Pasd e’tu(.ie Saumon Josephson, D.B. et al.,
olfactométrique 1991a
Pas d’étude Girard, B. & Nakai, S.,
4-ethylbenzene methanol olfactométrique Saumon 19944

Tableau 5. Principaux alcools odorants identifiés dans 1I’ardme de Salmonidés frais
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alcool volatil odorant du saumon et de la truite posséde une odeur verte, comme dans le turbot
(Prost, C. et al., 1998).

Les AG n-6 comme 1’acide arachidonique ou 1I’acide linoléique sont également connus pour
étre a Iorigine de composés comme le 1-octen-3-ol. Son odeur n’a pas été étudi¢e dans le
saumon mais c’est un composé récurrent dans les produits de la mer, percu avec une odeur
terreuse et des notes de sous-bois.

Le 1-heptanol et le 1-octanol sont produits par les AG n-9 comme I’acide oléique. Si le
descripteur odorant du 1-heptanol n’a pas été mis en évidence sur les Salmonidés, il a été
percu avec une odeur verte dans d’autres produits de la mer comme les huitres (Pennarun,
A.L. et al., 2002) et plutdt avec une odeur de pomme de terre dans le turbot (Prost, C. et al.,
1998). Le 1-octanol quant a lui, est détecté avec une odeur verte/florale dans la truite. Quant
aux autres alcools, si leurs origines ne sont pas formellement identifées, ils ne constituent pas
moins d’importants composés volatils présents dans les produits de la mer.

Le 1-hexanol a ¢été identifi¢ comme provenant de la dégradation des AG mais sans
information supplémentaire sur le type d’insaturations de ces AG (Pennarun, A.L. et al.,
2002). Sa présence a été remarqué dans les moules (Le Guen, S. et al., 2000a), les anchois
(Cha, Y.J. & Cadwallader, K.R., 1995) ainsi que la daurade (Grigorakis, K. et al., 2003). Il ne
fait pas partie des composés odorants des produits de la mer car il est généralement en
quantité plus faible que son seuil de détection (tableau 5). Le 2-butanol a été détecté dans le
hareng (Cha, Y.J. & Cadwallader, K.R., 1995), le 3-octanol, dont I’odeur n’a pas été identifiée
dans les Salmonidés, a été trouvé dans les huitres (Pennarun, A.L. et al., 2002) et le jus de
moules (Cros, S. et al., 2004) avec une odeur soufrée/mousse. Le 3,6-nonadien-1-ol a été
caractérisée dans les huitres avec un descripteur odorant marin (Pennarun, A.L. et al., 2002).
Le 1-propanol, trouvé avec une odeur plastique dans la truite a également été retrouvé dans le
turbot et les moules (Prost, C. et al., 1998 ; Le Guen, S. et al., 2000). Le (E)-2-hexen-1-ol
détecté avec une odeur verte/mousse dans la truite a également été percu avec la méme odeur
dans le turbot (Sérot, T. et al., 2001a). Le 1-nonanol déterminé dans les Salmonidés avec une
odeur de citron fait également partie des composés volatils de la daurade (Grigorakis, K. et
al., 2003). Enfin, le 2-nonanol, dont l’odeur a été ¢valuée dans la truite comme
plastique/fruité, a également été identifi¢ dans les huitres avec une odeur de concombre
(Pennarun, A.L. et al., 2002) ou verte dans le turbot (Sérot, T. et al., 2001a).

Parmi les aldéhydes volatils, les formes n-alcanals, (E)-2-alcénals et (E,E) ou (E.Z)-
alcadiénals sont les plus fréquentes (Josephson, D.B. et al., 1984 ; Girard, B. & Nakai, S.,
1994a ; Refsgaard, H.H.F. et al., 1999). Les composés carbonylés proviennent également de
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Seuil de détection

Composé Df)s(lc;;;;;etur odorant dans I’eau Poisson Références
(ng/L) *
Ethanal Pas d’étude Saumon Girard, B. & Nakai, S., 1991
olfactométrique
Propanal Pas d e:c uc}e 9,5a37 Saumon Mansur, M.A. et al., 2003
olfactométrique
2-methyl propanal Pas d e:[ ude Saumon Girard, B. & Nakai, S., 1991
olfactométrique
2,2-dimethyl propanal Pas d e:[ ude Saumon Girard, B. & Nakai, S., 1991
y
olfactométrique
Butanal Pas d e:[ ude Saumon Girard, B. & Nakai, S., 1991
olfactométrique
Truite Sérot, T. et al. 2002
(E)-2-pentenal vert, herbacée 1500 Saumon Refsgaard, H.H.F. et al., 1999
Josephson, D.B. et al., 1991a
Pentanal Pas d e:[ ude Saumon Refsgaard, H.H.F. et al., 1999
olfactométrique
Truite Sérot, T. et al. 2002
(E)-2-hexenal mousse, sous-bois 17 Saumon Refsgaard, H.H.F. et al., 1999
Josephson, D.B. et al., 1991a
Truite Sérot, T. et al. 2002
Josephson, D.B. et al., 1991a
Hexanal vert, herbe coupée 4a5 Saumon Refsgaard, H.H.F. et al., 1999
Josephson, D.B. et al., 1984
Mansur, M.A. et al. 2003
s Truite Sérot, T. et al. 2002
(E)-2-heptenal vert, mousse, grillé 13 Saumon Refsgaard, H.H.F. et al., 1999
(Z)-4-heptenal Pasd e:[ uqe 0.8a10 Saumon Josephson, D.B.et al., 1991a
olfactométrique
Pas d’étude Refsgaard, H.H.F. et al., 1999
Heptanal olfactométrique 3 Saumon Josephson, D.B. et al., 1991a
4 Mansur, M.A. et al., 2003
. . Truite Sérot, T. et al. 2002
(E,E)-2,4-heptadienal vert, marin Saumon Refsgaard, H.H.F. et al., 1999
(E)-2-octenal Pas d e:c ude 3 Saumon Refsgaard, H.H.F. et al., 1999
olfactométrique
Truite Sérot, T. et al. 2002
Octanal gras, vert, fruité 0,7 Saumon Refsgaard, H.H.F. et al., 1999
Josephson, D.B. et al., 1991a
R Truite Sérot, T. et al. 2002
(E)-2-nonenal Terreux 0,0820,1 Saumon Josephson, D.B. etal., 1991a
Nonanal Pas d’étude 1 Saumon Refsgaard, H.H.F. et al., 1999
olfactométrique Josephson, D.B. et al., 1991a
Truite Sérot, T. et al. 2002
(E,Z)-2,6-nonadienal vert, ngriﬁmbre’ 0,01 Saumon Refsgaard, H.H.F. et al., 1999
Josephson, D.B. et al., 1991a
(E,E)-2,4-nonadienal Pas d e:c ude Saumon Refsgaard, H.H.F. et al., 1999
olfactométrique
R Truite Sérot, T. et al. 2002
Decanal Vert 0.1a2 Saumon Refsgaard, H.H.F. et al., 1999
. Pas d’étude Refsgaard, H.H.F. et al., 1999
(E,E)-2,4-decadienal olfactométrique 0,07 Saumon Josephson, D.B. et al., 1991a

* d’apres

http://www.leffingwell.com/odorthre.htm

Tableau 6. Principaux aldéhydes odorants identifiés dans I’arome de Salmonidés frais
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la dégradation des acides gras. Les principaux aldéhydes présents dans I’ardéme de Salmonidés
sont référencés dans les tableaux 6 et 7. Ils ont en général un faible seuil de perception
odorante ce qui fait qu’ils ont une action sur I’ardme global méme en tres faibles quantités. De
plus, ils sont caractérisés par des odeurs vertes mais qui peuvent devenir rapidement
désagréables avec des notes huileuses et cuites dés que leurs quantités (liées a 1’oxydation des
lipides donc a la détérioration du poisson) augmentent. Ainsi, le propanal, le (E)-2-pentenal,
le (E)-2-hexenal, le (E,E)-2,4-heptadienal et le (E,Z)-2,6-nonadienal proviennent des AG n-3.
Le propanal n’a pas ét¢ identifi¢ comme composé volatil odorant dans les Salmonidés. Le (E)-
2-pentenal et le (E)-2-hexenal sont des composés volatils odorants de nombreux produits de la
mer. Ils ont tous les deux une note odorante verte mais le (E)-2-pentenal semble plus végétal
que le (E)-2-hexenal qui apparait avec des notes de sous-bois/mousse. Le (E)-2-pentenal a
déja été retrouvé dans les anchois (Cha, Y.J. & Cadwallader, K.R., 1995), les huitres
(Piveteau, F. et al., 2000) et la présence du (E)-2-hexenal a déja été rapportée dans des
pétoncles (Chung, H.Y. et al., 2001), le crabe (Chung, H.Y., 1999) ou le turbot (Sérot, T. et
al., 2001a). Ces deux composés illustrent bien la variété¢ des seuils de détection odorants
retrouvés parmi les composés carbonylés car le (E)-2-pentenal est pergu a partir de 1500 pg/L
dans I’eau alors que le (E)-2-hexenal est percu a partir de 17 pg/L alors que leurs structures
sont assez proches. Le (E)-2-hexenal peut également dériver des AG n-6. Le (E,E)-2,4-
heptadienal retrouvé avec une odeur verte/marine dans les Salmonidés, est également retrouvé
dans les moules (Le Guen, S. et al., 2000a ; Cros, S. et al., 2004) et le crabe (Chung, H.Y .,
1999). Enfin, le (E,Z)-2,6-nonadienal a été identifi¢ dans les Salmonidés avec une odeur
caractéristique de concombre/vert. C’est un des composés que 1’on retrouve de maniére
récurrente dans les aromes des produits de la mer, que ce soit des poissons comme le turbot
(Sérot, T. et al., 2001a) ou les anchois (Cha, Y.J. & Cadwallader, K.R., 1995), que ce soit des
crustacés comme le crabe (Chung, 1999) ou des coquillages comme les moules (Le Guen, S.
et al., 2000a) ou les huitres (Pennarun, A.L. et al., 2002).

Les AG n-6 sont également les précurseurs de nombreux aldéhydes. On y retrouve les
n-alcanals du pentanal a 1’heptanal, les (E)-2-alcénals du (E)-2-hexenal au (E)-2-nonénal ainsi
que le (E,E)-2,4-decadienal. Ainsi, le pentanal dont I’odeur n’a pas été évaluée sur le saumon
a par ailleurs déja été identifié comme un compos¢ odorant dans les moules (Le Guen, S. et
al., 2000a) avec des descripteurs fruités/chimiques. L’hexanal posseéde une odeur
caractéristique d’herbe coupée. Il fait lui aussi partie des composés odorants retrouvés de
maniere récurrente dans les produits de la mer comme le turbot (Prost, C. et al., 1998) ou la

sardine (Prost, C. et al., 2004). L’odeur de I’heptanal n’a pas été explorée sur les Salmonidés
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Aldéhyde (nombre de carbones :

. . Précurseurs Descripteurs odorants
insaturations)
3:0 n-3 irritant
5:0 n-6 amande amere
6:0 n-6 vert, fruité/amande
7:0 n-6 / n-9 huileux/savon, fruité
8:0 n-9 huileux/savon, fruité
9:0 n-9 suif, savon/fruité
10:0 n-9 peau d’orange
5:1 (2-trans) n-3 peinture, vert/pomme
6 :1 (2-trans) n-3/n-6 vert
6 :1 (3-cis) n-3 feuilles vertes, crudités
7 :1 (2-trans) n-6 gras, amande amere
7 :1 (4-cis) n-3 crémeux, vert
8 :1 (2-trans) n-6 noix, punaise, gras
8 :1 (2-cis) n-6 gras, noix
9 :1 (2-trans) n-6 suif/concombre, amidon
9 :1 (3-cis) n-6 vert, concombre
10 :1 (2-trans) n-9 suif, orange
11 :1 (2-trans) n-9
7 :2 (2-trans, 4-cis) n-3 friture, pommes pourries
7 :2 (2-trans, 4-trans) n-3 gras/huileux, noisettes
9 :2 (2-trans, 4-trans) n-6 gras/huileux
9 :2 (2-trans, 6-cis) n-3 concombre
9 :2 (2-trans, 6-trans) n-3 concombre/vert, suif
10 :2 (2-trans, 4-cis) n-6 friture
10 :2 (2-trans, 4-trans) n-6 friture
10 :3 (2-trans, 4-trans, 7-cis) n-3 haricots

Tableau 7. Filiation des aldéhydes provenant de I’autoxydation des acides gras polyinsaturés et
caractéristiques odorantes (d’aprés Grosch, W., 1987).



mais il fait partie de 1’ardme de poissons (Cha, Y.J. & Cadwallader, K.R., 1995 ; Sérot, T. et
al., 2001a) ou il présente une odeur grasse a chimique. Le (E)-2-heptenal est per¢u dans les
Salmonidés avec une odeur vert/mousse comme dans le turbot (Sérot, T. et al., 2001a) ou les
moules (Cros, S. et al., 2004). Le (E)-2-octenal n’a pas été le sujet d’étude olfactométrique
chez les Salmonidés mais constitue un composé odorant du turbot (Prost, C. et al., 1998) et
des moules (Cros, S. et al., 2004) marqué par des odeurs grasses, vertes parfois fruitées (selon
la concentration). Le (E)-2-nonenal a été identifi¢ dans les Salmonidés avec une odeur
terreuse comme dans les huitres (Pennarun, A.L. et al., 2002) ou le turbot (Prost, C. et al.,
1998 ; Sérot, T. et al., 2001a) ou son odeur peut également étre pergue comme verte. Enfin,
I’odeur du (E,E)-2,4-decadienal n’a pas été caractérisée dans les Salmonidés mais dans les
moules (Cros, S. et al., 2004) et d’autres poissons (Prost, C. et al., 1998), allant d’odeurs
vertes a des odeurs de friture en fonction de sa concentration.

Les AG n-9 sont généralement les précurseurs des n-alcanals. Ainsi I’octanal, le nonanal et le
décanal sont produits par I’oxydation de 1’acide oléique. L’octanal per¢u avec une odeur
grasse et fruité dans les Salmonidés, est également détecté avec les mémes descripteurs dans
les moules (Le Guen, S. et al., 2000a ; Cros, S. et al., 2004). L’odeur du nonanal n’a pas été
évaluée dans les Salmonidés mais elle 1’a été dans les moules. Son odeur comporte des notes
vertes et grasses selon la concentration. Le décanal quant a lui a été détecté dans les
Salmonidés avec une odeur verte. Cependant, dans les huitres (Piveteau, F. et al., 2000), il a
¢té¢ identifié avec des odeurs plus marines ou florales. D’autres aldéhydes volatils ont
¢galement été identifiés dans les Salmonidés. Leurs précurseurs n’ont pas été formellement
identifiés ainsi que leurs caractéristiques odorantes n’ont pas été déterminées. Cependant, les
acides gras semblent impliqués dans leur génération comme pour le (Z)-4-heptenal retrouvé
dans le saumon mais dont I’odeur n’a pas été étudiée sur ce produit. Cependant, ce composé a
été détecté¢ avec une odeur de gras/cuit et de pomme de terre dans des coquillages et le
cabillaud (McGill, A.S. et al., 1974). L’odeur du butanal n’a pas été déterminée dans les
produits de la mer mais il a néanmoins été retrouvé dans d’autres poissons comme les anchois
ou le hareng (Cha, Y.J. & Cadwallader, K.R., 1995).

Parmi les cétones, les formes 2-alcénones, 2,3-alcadiones et l-alcén-3-one sont les plus
rencontrées (Prost, C. et al., 2004 ; Alasalvar, C . et al., 2005) ainsi que la (E,E) ou (E,Z)-3,5-
octadien-2-one (Lindsay, R.C., 1994 ; Aro, T. et al., 2002).

Les principales cétones volatiles présentes dans [’arome de Salmonidés sont présentées dans

le tableau 8. Les cétones sont ¢également produites par 1’oxydation des lipides.
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Seuil de détection

Composé Descripteur odorant dans Poisson Références
odorant ,
P’eau (pg/L)
Acetone Pas d e:[ ude Saumon Mansur, M.A. et al., 2003
olfactométrique
Pas d’étude . Josephson, D.B. et al.,
2-heptanone olfactométrique 140 a 3 000 Saumon 19914
3-heptanone Pas d’étude Saumon Refsgaard, H.H.F. et al.,
P olfactométrique 1999
6-methyl-5-hepten-3-one fruité truite Sérot, T. et al. 2002
Josephson, D.B. et al.,
1984
1-octen-3-one champignon 0,005 Saumon Refsgaardl, 91—;9HF etal,
Josephson, D.B. et al.,
1991a
3-octanone Pasd e’tu(.ie 28 Saumon Josephson, D.B. et al.,
olfactométrique 1991a
Josephson, D.B. et al.,
. . 3 1984
(Z,2)-1,5-octadien-3-one géranium 1,2.10 Saumon Josephson, D.B. ot al.,
1991a
Josephson, D.B. et al.,
Pas d’étude \ 1991a
2-nonanone olfactométrique >a200 Saumon Refsgaard, H.H.F. et al.,
1999
Pas d’étude Josephson, D.B. et al.,
2-undecanone o 7 Saumon
olfactométrique 1991a

Tableau 8. Principales cétones odorantes identifiées dans I’ardme de Salmonidés frais
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Ainsi, les AG n-3 sont a ’origine de la (Z,Z)-1,5-octadien-3-one identifiée dans le saumon
avec une odeur de géranium et dans de nombreux autres produits de la mer (Varlet, V. et al.,
2006). Les AG n-6 sont les précurseurs de la 2-heptanone identifiée parmi les composés
volatils de nombreux produits de la mer mais son odeur n’a pas été déterminée dans ces
produits. Les AG n-6 sont également a 1’origine de la 1-octen-3-one retrouvée dans le
saumon avec une odeur de champignon. Cette cétone a également été déterminée dans les
huitres (Piveteau, F. et al., 2000) .

L’oxydation des AG est impliquée dans la production d’autres cétones comme la 3-octanone,
la 2-nonanone et la 2-undecanone retrouvées dans le saumon (Josephson, D.B. et al., 1991a).
Ces composés sont odorants dans d’autres produits de la mer mais leurs odeurs n’ont pas été
évaluées dans les Salmonidés. Cependant, ces trois molécules ont déja été étudié¢es dans les
huitres (Pennarun, A.L. et al., 2002) et les moules (Le Guen, S. et al., 2000a) avec des odeurs
de terre/vert, citron pour la 3-octanone, fruitée/crémeuse pour la 2-nonanone et fruité/floral
pour la 2-undecanone.

La dégradation des caroténoides pourrait également étre a I’origine de la 3-octanone et de la

6-methyl-5-hepten-3-one selon certains auteurs (Pennarun, A.L. et al., 2002).

1.4.1.2 Les composés soufrés

Quelques composés soufrés sont également présents comme le diméthyl disulfide ou diméthyl
trisulfide (Girard, B. & Nakai, S., 1994a). Ils sont issus de la dégradation enzymatique ou
bactérienne d'acides aminés soufrés comme la cystéine ou la méthionine (Chung, H.Y. et al.,
2006). Ils sont responsables d’odeurs soufrées caractéristiques et désagréables. Comme pour
les composés carbonylés, ces composés ont des seuils de détection odorants tres faibles d’ou
leurs impacts parfois importants sur I’arome global. Le diméthyl disulfide possede un seuil de
détection odorant dans I’eau situé¢ entre 0,16 et 12 ug/L alors que le diméthyl trisulfide est

percu dans des concentrations dans I’eau allant de 0,005 a 0,01 pg/L.

1.4.1.3 Les hydrocarbures

Les rares hydrocarbures aliphatiques (Girard, B. & Nakai, S., 1994 ; Aro, T. et al., 2002)

peuvent soit provenir de I’environnement (Easley, D.M. et al., 1981) soit provenir de
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I’oxydation des lipides par la formation de radicaux alkylés ou bien encore de la dégradation
des caroténoides (Tanchotikul, U. & Hsieh, C.Y., 1989).

Les hydrocarbures cycliques sont plus nombreux, souvent dérivés du benzeéne ou du toluéne
(Alasalvar, C. et al., 2005). Ils sont suspectés provenir soit de la dégradation du glucose
(Pennarun, A.L. et al., 2002), de la contamination environnementale ou également de la

dégradation des caroténoides (Josephson, D.B. et al., 1991a).

1.4.1.4 Les composés terpéniques

Concernant les dérivés terpéniques, l’alpha-pinéne, le béta-pinéne, le limonéne le béta-
terpinéol sont fréquemment retrouvés parmi les composés volatils des poissons (Grigorakis,
K. et al., 2003). Ces composés sont responsables d’odeurs fraiches, florales a fruitées. Ils ont
de faibles seuils de détection odorants de 1’ordre du pg/L dans I’eau. Par exemple, le
limonéne a une odeur caractéristique de citron percue a 10 pg/L dans 1’eau. L environnement

et la nourriture semblent étre les précurseurs les plus probables de ces composés.

1.4.2 Composés volatils odorants ou non odorants des Salmonidés ayant subi un
procédé thermique

Un poisson frais n’a quasiment aucune odeur. Cependant, il constitue une matrice hautement
réactive qui peut entrainer trés rapidement des processus de dégradation et d’altération. Ainsi,
en plus de I’odeur intrinseéque de la matrice fraiche, les procédés thermiques peuvent
engendrer la génération de composés volatils odorants. Sous 1’effet de la chaleur ou du
stockage réfrigéré, des réactions biochimiques peuvent avoir lieu entre les différents
constituants de la chair de poisson. On retrouve principalement les mémes familles de
composés que dans le poisson frais mais en nombre plus important ainsi que des composés
provenant de 1’atération post-mortem du produit comme les amines volatiles. La plupart des
composés du poisson cru se retrouvent parmi les composés volatils de 1’ardme du poisson

ayant subi le traitement thermique.

1.4.2.1 Les amines volatiles
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L'ensemble des composés formés par I'ammoniac et diverses amines volatiles constitue 1'azote
basique volatil total (ABVT). Le dosage des amines basiques volatiles totales est un dosage
largement utilisé pour évaluer la qualité des produits de la mer. C’est un terme général qui
comprend la détermination de la triméthylamine (produite par les bactéries d’altération), la
diméthylamine (produite par les enzymes autolytiques pendant le stockage du poisson
congelé), I’ammoniac et d’autres composés azotés volatils basiques associés a 1’altération des
produits de la mer (produits par décarboxylation des acides aminés) (Huss, H.H, 1999).
L’ammoniac est formé par la dégradation bactérienne ou désamination des protéines, peptides
et acides aminés. Il est aussi produit pendant 1’altération autolytique de catabolites de
nucléotides comme 1’adénosine monophosphate (AMP) dans les produits glacés de la mer.
L’ammoniac a été détecté comme composant volatil dans de nombreux poissons altérés.
La triméthylamine (TMA) est une amine volatile a odeur forte souvent associée a 1’odeur
typique "douteuse" de produit de la mer qui se dégrade. La TMA a un seuil de détection
odorant dans 1’eau assez faible qui se situe entre 0,37 et 1,06 pg/L. Sa présence dans le
poisson en cours d’altération est due a la réduction bactérienne de I’oxyde de triméthylamine
(OTMA) (40 a 120 mg/kg chez les poissons de mer). L’OTMA, naturellement présent dans le
tissu vivant de plusieurs espéces de poissons marins, est utilis¢é comme accepteur
d’hydrogene. La TMA est, pour de nombreuses espéces, un indicateur d'altération (Timm, M.
& Jorgensen, B.M., 2002). La diméthylamine (DMA) est produite par réaction enzymatique
lors du stockage a I’état congelé (Lundstrom, R.C. & Racicot, L.D., 1983). Sa production est
augmentée par la manipulation brutale et par les fluctuations de température dans les
chambres froides. La DMA n’a que peu ou pas d’effet sur la flaveur ou la texture du poisson
en soi, mais elle est un indicateur indirect de la dénaturation des protéines qui est souvent due
a une mauvaise manutention avant et/ou pendant le stockage a 1’état congelé.

La TMA et la DMA dans une moindre mesure participent donc a I’odeur de poisson avarié de
I’ar6me de poisson. Cependant, ces composés sont en faibles quantités dans les poissons gras

comme les Salmonidés.

1.4.2.2 Alcools et composés carbonylés provenant des AG

La chaleur a pour effet d’accélérer 1’oxydation des lipides. Ainsi, les AG sont d’autant plus

dégradés et des composés carbonylés et alcools sont créés.
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Composé

Poisson

Références

2-methyl-1-propanol

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

2-butoxyethanol

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

1-butanol Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000
3-pentanol Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000
7-octen-4-ol Saumon en conserve Girard, B. & Nakali, S., 1994b
decanol Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000
1H-pyrrole Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000
Benzeneethanol Saumon cuit Josephson, D.B. et al., 1991b

2-ethyl-1-hexanol

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Tableau 9. Principaux alcools odorants ou non, identifiés dans I’ardme de Salmonidés ayant

subi un procédé thermiaue et non identifiés dans les Salmonidés frais.

Composé

Poisson

Références

2-butenal

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Saumon bouilli

Milo, C. & Grosch, W., 1996

Saumon en conserve

Girard, B. & Nakai, S., 1994b

2-methylbutanal

Saumon en conserve

Girard, B. & Nakai, S., 1991

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Saumon bouilli

Milo, C. & Grosch, W., 1996

Saumon en conserve

Girard, B. & Nakai, S., 1991

3-methylbutanal

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Truite bouillie

Milo, C. & Grosch, W., 1995

(Z)-2-pentenal

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

Saumon bouilli

Milo, C. & Grosch, W., 1996

(Z)-3-hexenal

Truite bouillie

Milo, C. & Grosch, W., 1995

2.4-hexadienal

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

(Z)-2-heptenal

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

(E)-4-heptenal

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Saumon cuit

Josephson, D.B. et al., 1991b

(E,Z)-heptadienal

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

(Z)-2-nonenal

Saumon bouilli

Milo, C. & Grosch, W., 1996

(Z,7)-3,6-nonadienal

Saumon bouilli

Milo, C. & Grosch, W., 1996

Truite bouillie

Milo, C. & Grosch, W., 1995

(E)-4,5-epoxy-(E)-2-decenal

Saumon bouilli

Milo, C. & Grosch, W., 1996

2-decenal Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000
Undecanal Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000
Saumon frais ou en conserve cuit Josephson, D.B. et al., 1991b
Benzaldéhyde Saumon en conserve Girard, B. & Nakai, S., 1991
Saumon en conserve Girard, B. & Nakai, S., 1994b
Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000
ethyl benzaldehyde Saumon en conserve cuit Josephson, D.B. et al., 1991b
r Saumon bouilli Milo, C. & Grosch, W., 1996
Méthional

Truite bouillie

Milo, C. & Grosch, W., 1995

Tableau 10. Principaux aldéhydes odorants ou non, identifiés dans I’ardme de Salmonidés

ayant subi un procédé thermique et non identifiés dans les Salmonidés frais.




Pour les alcools, la plupart des composés ne sont pas odorants ou leur odeur n’a pas été
évaluée sur les Salmonidés (tableau 9). Cependant, ils ont déja été identifiés dans 1’ardme
d’autres produits de la mer. En effet, la présence du 1-butanol, du 7-octen-4-ol, du décanol et
du 2-ethyl-1-hexanol a déja été reportée dans le crabe bouilli (Flament, 1., 1990) celle du 2-
butoxyethanol dans les moules cuites (Le Guen et al., 2000b). Le 1-butanol a déja été trouvé
dans de la sauce de poisson avec une odeur de fromage (Fukami, K. et al., 2002) avec un seuil
de détection dans 1’eau de 500 pg/L.

Concernant les aldéhydes, la dégradation des AG n-3 conduit a des composés comme le (Z)-
2-pentenal, le (Z)-2-heptenal ou le (E,Z)-2,4-heptadienal. Comme pour les aldéhydes issus des
AG dans le poisson frais, ces composés ont de faibles seuils de détection odorant dans 1’eau et
des notes odorantes allant de vert/fruité a gras selon la concentration. Les AG sont également
connus pour é&tre a l’origine du 2-butenal ou du (Z,Z)-3,6-nonadienal. Les principaux
composés carbonylés (aldéhydes et cétones) retrouvées dans les Salmonidés ayant subi un
procédé thermique sont répertoriés dans les tableaux 10 et 11.

Certaisn composés alcooliques proviennent également de réactions de rétroaldolisation
desaldéhydes insaturés. L’¢élévation de la température accélére ces réactions (Josephson, D.B.

et al., 1987).

1.4.2.3 Alcools et composés carbonylés provenant des réactions de Maillard et
Strecker

De nouveaux composés sont produits par 1’intermédiaire de la réaction de Maillard entre les
acides aminés et les composés glucidiques (présents en faibles quantités) du poisson puis la
dégradation de Strecker.

En effet, la réaction de Maillard intervient entre un substrat carbonylé et un substrat azoté
(acide aming¢). L’intermédiaire aldosamine ou cétosamine formé peut donner: de petites
molécules carbonylées aromatiques par scission, des composés furaniques par déshydratation
forte ou des réductones, composés dicarbonylés, par déshydratation douce.

Les aldéhydes ramifiés a courte chaine peuvent également provenir de réactions purement
chimiques de dégradation des acides aminés, telles que les mécanismes de Strecker (Mottram,
D.S., 1992), qui mettent en jeu un acide aminé et un composé dicarbonylé. Celui-ci sera
souvent la 2,3-butanedione ou la 2,3-pentanedione (Mottram, 1992) mais aussi des produits
d’oxydation des lipides, identifiés dans les Salmonidés ayant subi un procédé thermique ainsi

que dans d’autres poissons comme le turbot bouilli (Prost, C. et al., 1998).
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Composé

Poisson

Références

2-butanone

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

2,3-butanedione

Truite bouillie

Milo, C. & Grosch, W., 1995

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

Saumon bouilli

Milo, C. & Grosch, W., 1996

3-pentanone

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

2,3-pentanedione

Truite bouillie

Milo, C. & Grosch, W., 1995

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

Saumon bouilli

Milo, C. & Grosch, W., 1996

1-penten-3-one

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

3-methyl-2-butanone

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

3-hexanone

Saumon en conserve

Girard, B. & Nakai, S., 1991

Girard, B. & Nakai, S., 1994b

3,5,5-trimethyl-2-cyclohexen-1-one

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

4-heptanone

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

6-methyl-5-hepten-2-one

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

6-methyl-3,5-heptadien-2-one

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

2-octanone

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

2,3-octadione

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

3-octen-2-one

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

3,5-octadien-2-one

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

Saumon cuit

Josephson, D.B. et al., 1991b

Acétophénone

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Tableau 11. Principales cétones odorantes ou non, identifiées dans I’ardme de Salmonidés

ayant subi un procédé thermique et non identifiés dans les Salmonidés frais.

Composé

Poisson

Références

Furanne

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

2-methyl furanne

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Girard, B. & Nakali, S., 1991

Girard, B. & Nakai, S., 1994b

3-methyl furanne

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

2,5-dimethyl furanne

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

2-ethyl furanne

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

2-acétyl furanne

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

2-propyl furanne

Saumon frais ou en conserve cuit

Josephson, D.B. et al., 1991b

2-pentyl furanne

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Girard, B. & Nakai, S., 1991

Girard, B. & Nakali, S., 1994b

2-furfurol Saumon frais ou en conserve cuit Josephson, D.B. et al., 1991b
Pyrazine Saumon frais ou en conserve cuit Josephson, D.B. et al., 1991b
Methyl pyrazine Saumon frais ou en conserve cuit Josephson, D.B. et al., 1991b

2,6-dimethyl pyrazine

Saumon frais ou en conserve cuit

Josephson, D.B. et al., 1991b

2,5-diethyl-3-methyl pyrazine

Saumon frais ou en conserve cuit

Josephson, D.B. et al., 1991b

4,4-dimethyl-2-buten-4-olide

Huile de saumon

Josephson, D.B. et al., 1991b

2-acétyl-1-pyrroline

Saumon bouilli

Milo, C. & Grosch, W., 1996

dihydro-2-methyl-3(2H)-furanone

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Tableau 12. Principaux composés furanniques odorants ou non, identifiés dans I’ardme de
Salmonidés ayant subi un procédé thermique
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Ainsi, le 3-methylbutanal provient de la leucine, le 2-methylbutanal de 1’isoleucine et le
méthional de la méthionine. Le 3-methylbutanal a déja été identifié dans la crevette rotie
(Kubota, K. et al., 1986) ou les anchois (Triqui, R. et al., 1999) avec une odeur fruitée/céréale
pour un seuil de détection odorant d’environ 1 pg/L. Le méthional posséde lui une odeur
caractéristique de pomme de terre cuite et un seuil de détection de 0,2 pg/L. 11 est retrouvé
dans les anchois (Triqui, R. et al., 1999) ou les moules cuites (Le Guen, S. et al., 2000b).Le
1H-pyrrole provient de la dégradation thermique des acides aminés (Yaylayan, A.V. &
Keyhani, A., 2001) et fait partie des nombreux composés cycliques formés par la dégradation
thermique des constituants de 1’aliment. Un processus de séchage peut étre a 1’origine de sa

formation (Kawai, T. et al., 1991).

1.4.2.4 Composés furaniques

Sous I’effet de la chaleur, une déshydratation forte peut conduire a des composés furaniques
par la réaction de Maillard dans les Salmonidés (Tableau 12). Cependant, il est a noter que
certains composés furaniques peuvent provenir de la dégradation des AG, comme le 2-
pentylfuranne. En revanche, les pyrazines et les lactones sont bien produites par la réaction de
Maillard. Ces composés possédent en général des odeurs cuites agréables (chocolat, beurré,
grillé) mais aucune étude olfactométrique n’a permis d’identifier leurs odeurs dans les

Salmonidés ayant subi un traitement thermique.

1.4.2.5 Composés soufrés

Le catabolisme des acides aminés est aussi essentiel que celui des AG dans la génération de
composés volatils, qu’ils soient odorants ou non. La plupart des composés soufrés retrouvés
dans les Salmonidés ayant subi un procédé thermique proviennent de la dégradation de la
cystine ou de la cystéine. Le procédé thermique agit comme un catalyseur dans la dégradation
des constituants du poisson et conduit a la création de composés soufrés, répertoriés dans le
tableau 13. Ces composés sont responsables de mauvaises odeurs marquées par des notes

soufrées, putrides ou de champignon.

1.4.2.6 Hydrocarbures
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Composé Poisson Références

Hydrogene sulfide Saumon en conserve erard, B. & Nakgl, S, 1991
Girard, B. & Nakai, S., 1994b

Girard, B. & Nakai, S., 1991
Methane thiol Saumon en conserve Girard, B. & Nakai, S., 1994b
Girard, B. & Durance, T., 2000

Girard, B. & Nakai, S., 1991
Dimethyl sulfide Saumon en conserve Girard, B. & Nakai, S., 1994b
Girard, B. & Durance, T., 2000
Methyl ethyl sulfide Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000
Dimethyl disulfide Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000

2-methyl thiophene

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Josephson, D.B. et al., 1991b

3-methyl thiophene

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Josephson, D.B. et al., 1991b

Methyl ethyl disulfide

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

2-ethyl thiophene

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Dimethyl trisulfide

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

dihydro-2H-thiopyran-3(4H)-one

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Propene sulfide

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Benzenethiazole

Saumon en conserve

Josephson, D.B. et al., 1991b

4,5-dimethyl thiazole

Saumon en conserve

Josephson, D.B. et al., 1991b

2,5-diethyl-4-methylthiazole

Saumon en conserve

Josephson, D.B. et al., 1991b

Tableau 13. Principaux composés soufrés odorants ou non, identifiés dans I’arome de
Salmonidés ayant subi un procédé thermique
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Un grand nombre d’alcanes ramifiés et de composés benzéniques ont été extraits en faibles
quantités dans les Salmonidés ayant subi un procédé thermique. Cependant, ils sont tres
nombreux par rapport a leur occurrence dans les Salmonidés frais (Tableau 14).

Deux raisons peuvent expliquer ce phénomene. La premiére tient au faible nombre de travaux
ayant porté sur la présence d’hydrocarbures dans 1I’arome des Salmonidés frais. En effet, il y a
en général plus de recherches menées sur les produits de la mer ayant ét¢ industrialisés qu’a
I’¢état frais. La seconde hypothése consiste en une contamination du produit, soit au niveau du
procédé, soit au niveau de la matiére premiere. En effet, pour certains composés, une origine
alimentaire est envisageable car ils sont rencontrés avec une grande diversité dans les
végétaux. Les hydrocarbures benzéniques comme les isomeres du xyléne sont déja présents en
quantité relativement importante dans les Salmonidés (Josephson, D.B. et al., 1991b).

Ainsi, les procédés thermiques industriels accélérent la dégradation des constituants du
poisson, notamment les acides gras et les acides aminés (Echarte, M. et al.,, 2001).
Parallélement, sous I’effet de la chaleur, des réactions biochimiques comme celles de Maillard

et de Strecker peuvent avoir lieu et complexifient la composition aromatique de 1’odeur.

1.4.3 Composés volatils de la chair des poissons fumés

A notre connaissance, aucune étude portant sur la caractérisation de 1’odeur du saumon fumé
et de poisson fumé en général n’a été réalisée. Cependant, récemment, quelques travaux
présentés ci-apres ont permis d’identifier certaines molécules volatiles du poisson fumé mais
aucune ¢tude exhaustive n’a été entreprise concernant les composés volatils odorants du
poisson fumé. L’analyse de I’ardme du saumon fumé est difficile de par la diversité des
précurseurs aromatiques qui peuvent provenir du saumon frais, de la fumée de bois, ou de la
réaction entre les composés de la fumée et les constituants de la chair de poisson sous I’effet
du fumage.

Le fumage, comme tout traitement thermique, provoque donc des modifications physico-
chimiques qui affectent la composition biochimique et les qualités organoleptiques du poisson
par rapport a son état frais. La connaissance des composés volatils présents dans les ardmes
de Salmonidés frais ou ayant subi un procédé thermique se révéle une base essentielle pour
appréhender I’investigation des composés volatils odorants responsables de la perception de

I’odeur des poissons fumés comme le saumon.
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Composé

Poisson

Références

Butane

Saumon en conserve

Girard, B. & Nakai, S., 1991

Girard, B. & Nakai, S., 1994b

3-methyl-1-butene

Saumon en conserve

Girard, B. & Nakai, S., 1991

Girard, B. & Nakai, S., 1994b

Pentane

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

2,3-dimethyl pentane

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

2,4-dimethyl pentane

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

1-pentene Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000

2-pentene Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000
Girard, B. & Nakai, S., 1991

Hexane Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000

Girard, B. & Nakai, S., 1994b

2-methyl hexane

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Cyclohexane

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Methylcyclohexane

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

3-ethyl-1,4-hexadiene

Saumon en conserve

Girard, B. & Nakai, S., 1991

Girard, B. & Nakai, S., 1994b

Girard, B. & Nakai, S., 1991

Heptane Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000
Girard, B. & Nakai, S., 1994b
Nonane Saumon en conserve erard, B. & Nakai, S, 1994b
Girard, B. & Durance, T., 2000
Girard, B. & Nakai, S., 1991
Decane Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

1,3,5-octatriene

Saumon cuit

Josephson, D.B. et al., 1991b

1,3,6-octatriene

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

Saumon frais ou en conserve

pentadecane cuit Josephson, D.B. et al., 1991b
Huile de saumon
heptadecane Saumon frais ou en conserve Josephson, D.B. et al., 1991b

cuit

1,5-dimethyl cyclopentene

Saumon en conserve

Girard, B. & Nakai, S., 1991

Girard, B. & Nakai, S., 1994b

Girard, B. & Nakai, S., 1991

benzene Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000
Girard, B. & Nakali, S., 1994b
Methyl benzene Saumon en conserve Girard, B. & Nakai, S., 1991
Saumop en conserve cuit Josephson, D.B. et al., 1991b
toluene Huile de saumon .
Saumon en conserve Glrard, B. & Duran.ce, T., 2000
Girard, B. & Nakali, S., 1994b
Saumop en conserve cuit Josephson, D.B. et al., 1991b
o-xylene Huile de saumon
Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000
Saumop en conserve cuit Josephson, D.B. et al., 1991b
m-xylene Huile de saumon
Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000
p-xylene Huile de saumon Josephson, D.B. et al., 1991b
Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000
trimethylbenzene Saumon en conserve cuit Josephson, D.B. et al., 1991b
Ethylbenzene Saumon en conserve Girard, B. & Durance, T., 2000

1-ethyl-4-methyl benzene

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

1-ethyl-3-methyl benzene

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

1-methylethylbenzene

Saumon en conserve

Girard, B. & Durance, T., 2000

subi un procédé thermique

Tableau 14. Principaux hydrocarbures odorants ou non, identifiés dans les Salmonidés ayant
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Quelques travaux ont déja porté sur 1’identification de certains composés volatils des poissons
fumés mais avec des objectifs différents de la détermination des composés odorants.

Ainsi I’équipe de Guillén, M.D. a travaillé sur I’extraction par Solid-Phase Microextraction
(SPME) des composés volatils de truite, de daurade, d’espadon et de cabillaud fumés
(Guillén, M.D. & Errecalde, M.C., 2002 ; Guillén, M.D. et al., 2006). Les molécules
retrouvées se différencient en plusieurs familles constituées de composés aliphatiques et de
composés cycliques. La plupart des composés aliphatiques proviennent du poisson, que ce
soit a travers son alimentation, la dégradation de ses constituants lipidiques ou protéiques. On
retrouve des alcools comme le 3-methyl-1-butanol, provenant de la réduction des aldéhydes
(nonanal, decanal, 2-decenal, dodecanal, tetradecanal, hexadecanal), des cétones comme la
propanone, des hydrocarbures (pentadecane, heptadecane).

Cependant, excepté les acides carboxyliques aliphatiques, la majorité des composés sont de
nature cyclique et proviennent de la fumée de bois. On retrouve les dérivés du cyclopenten-1-
one, des composés furaniques, des hydrocarbures cycliques et des composés phénoliques. Si
I’origine des composés phénoliques et des dérivés du cyclopenten-1-one est aisément
identifiée (la fumée de bois), la détermination des précurseurs des composés furaniques ainsi
que ceux des hydrocarbures cycliques (alimentation, contamination environnementale,
dégradation des caroténoides, fumée de bois) n’est pas évidente.

En effet, concernant les composés furaniques, ceux-ci peuvent provenir de la fumée de bois
ou de réaction de Maillard entre les constituants du poisson sous 1’effet de la température
pendant le fumage. Cependant, les dérivés du furfural sont principalement identifiés dans la
fumée de bois.

Concernant les hydrocarbures cycliques, certains peuvent provenir de 1’environnement mais
une autre partie, mal évaluée peut provenir de la fumée. C’est le cas notamment des
dimethoxybenzénes et diméthoxytoluénes (Guillén et al., 1999c).

Les travaux de Cardinal, M. et al., en 1997, ont permis de différencier quatre procédés de
fumage en fonction de la nature et de la quantité de composés volatils identifiés dans du
saumon. Cependant, aucune information sur les potentialités aromatiques des molécules
identifiées n’a été présentée. La plupart des composés retrouvés dans le saumon fumé sont
ceux précédemment cités dans les travaux de Guillén, M.D. et al.

En 2001, les équipes de Joffraud, J.J. et al. et celles de Jorgensen, L.V. et al. ont étudié les
composés volatils du saumon fumé contaminé par des microorganismes. Leurs résultats
attestent la présence de composés volatils mais ne peuvent assurer quels en sont les

précurseurs entre 1’oxydation lipidique, la fumée de bois ou I’activité des microorganismes.
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Leurs études étaient essentiellement centrées sur les composés carbonylés et les alcools
volatils.

Ainsi, il existe quelques données sur les composés volatils de poisson fumé mais
I’identification exhaustive des composés volatils odorants responsables de 1’arome de poisson
fumé reste a explorer.

Etant donné le manque d’informations disponibles sur les aldéhydes volatils des poissons
fumés en général, I’idée d’une synthése scientifique des données existantes sur ces composés
a abouti a une publication parue dans Food Chemistry. Celle-ci résume les méthodes
d’extraction et d’analyse des aldéhydes dans les poissons fumés ainsi que leurs mécanismes

de formation, leurs propriétés organoleptiques et leurs toxicités.
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Abstract

The carbonyl function of volatile aldehydes is discussed from methodological point of view (reactivity and analysis method). From th;
presentation, an inventory of volatile aldehydes recovered in smoked fishes are carried out. Then, the different pathways possible for
the formation of these molecules are explained in order to better understand their occurence in smoked fish aroma. Maillard reactions for
the ‘‘smoked” aroma and lipid oxidation for ‘‘fishy”” aroma are the two main pathways of creation of odorant volatile aldehydes. Each
odorant aldehyde recovered in smoked fish is characterized by its descriptors, its odour thresholds and its origins are investigated. Vol-
atile aldehydes in smoked fishes are also studied according to the others organoleptic roles that they play in this kind of food matrices
especially about their contribution in organoleptic properties of smoked products. Finally, the toxicity of several aldehydes identified in
smoked fishes is discussed in order to assess their roles in smoked fish safety.
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1. Introduction

Because of its original flavours and thanks to the tech-
nological development in food analysis, the aroma com-
pounds of smoked fishes are very studied, especially
salmon. The high value of smoked salmon and the volumes
of production — about 88,000 tons produced in Europe in
2003 (Clément, 2004) — can explain the particular attention
brought to the smoking process, the storage and the micro-
biological stability of this product. The world production
of farm and fishery salmon has increased from 850,000
tons in 1985 to over 1,800,000 tons in 2001 (Eagle, Naylor,
& Smith, 2004). Indeed, salmon seems to be the most
investigated smoked fish but herring (Sérot, Baron,
Knockaert, & Vallet, 2004; Sérot & Lafficher, 2003), had-
dock and a lot of other fishes (Guillén & Errecalde,
2002; Guillén, Errecalde, Salmerdn, & Casas, 2006) can
be also processed by this technique. Smoking is practiced
since old times in order to preserve food from the natural
degradations and oxidation. Indeed, it consists in the
application of smoke produced by the pyrolysis of the
wood on the food. This smoke can be at gaseous state
the most often, but the development of liquid and solid
smokes offers new possibilities of smoking (Guillén & Ibar-
goitia, 1999; Guillén & Manzanos, 1996; Guillén & Manz-
anos, 1999). The preservation of the food is guaranteed by
the antioxidant and antimicrobial properties of certain
molecules (Cornu et al., 2006). For example, phenolic com-
pounds generated by the combustion combined with the
temperature and the conditions of smoking can reduce
the microbiological development and the oxidation (Kjall-
strand & Petersson, 2001). The smoking process is nowa-
days very looked after for the flavouring of the food and
the typical organoleptic qualities that this process confers
to the smoked food.

In all the studies which deal with smoked fishes aroma,
carbonyl compounds and especially aldehydes form a
group very important among the hundreds of volatile
components identified. Aldehydes are molecules very
interesting because they can be observed as indicators of
the oxidative state and of microbiological contamination
of the products. Indeed, they can constitute degradation
products of microbiological metabolism reactions (Girard
& Nakai, 1994b) and can return account of bacterial activ-
ity. On smoked salmon, it has been shown that numerous

microorganisms as Brochotrix thermosphacta, Photobacte-

rium phosphoreum (Stohr, Joffraud, Cardinal, & Leroi,

2001) and lactic acid bacteria are responsible for the pro-
duction of typical sour, rancid and sulfurous off odours.
These unpleasant odours can be related to the products
of the bacterial metabolism which are known to originate
from the main catabolic pathways of lipids, carbohydrates
and amino acids, then among them, a lot of carbonyls
compounds and precursors of aldehydes. They can also
constitute degradation products of oxidation reactions
from fatty acids and illustrate the level of alteration of a
product because they have frequently off-flavour odours

(McGill, Hardy, Burt, & Gunstone, 1974). For example,
propanal can serve as a reliable indicator of flavour dete-
rioration for fish products and hexanal for meats (Augu-
stin, Sanguansri, & Bode, 2006; Ross & Smith, 2006).
These molecules are also very reactive towards oxido-
reduction transformations and represent intermediaries
in a lot of biochemical reactions. However, numerous
aldehydes coming from the wood smoke or created during
lipid peroxidation are carcinogenic and can cause mouth,
stomach or oesophageal diseases. The genotoxicity and
cytotoxicity is especially due to the nucleophilic attack
to amino and sulfhydryl functional groups of biomole-
cules such as proteins, nucleic acids, glutathione and cys-
teine (Kataoka, Kondo, & Sumida, 1998). For this reason,

it is obvious that the fact to survey these molecules is also
necessary. For example, a,b-unsaturated aldehydes like

4-hydroxy-(E)-2-hexenal or (E)-2-butenal are cytotoxic
because (E)-2-butenal in drinking water was shown to
cause liver tumors in rats suggesting that these aldehydes
may be potential carcinogens (Chung, Tanaka, & Hecht,

1986; Munasinghe et al., 2003; Witz, 1989). Aldehydes in
smoked fishes have also others organoleptic roles in the
colour and the texture of the food matrices even if they
mainly contribute to the global aroma of food matrices

(Sainclivier, 1985).

The aims of this paper are to summarize the information
about aldehydes in smoked fish. The chemical properties of
aldehydes are firstly presented in order to better under-
stand the ways of extraction and analysis of these mole-
in smoked fishes. Then, the different possible
pathways for aldehydes formation in smoked fishes will
be presented in relation with their origins and odorant
properties. We will conclude with the others organoleptic

cules
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roles of aldehydes in smoked fishes and their potential
toxicity.

2. Analysis of volatile aldehydes
2.1. Extraction methods

Aldehydes are in the same time oxidant and reductor
molecules. They can be formed by oxidation of primary
alcohols and they can be further oxidized in the correspon-
dent carboxylic acid, then they have a good reductor char-
acter. The chemical properties of the carbonyl function
imply the aldehydes in a lot of reactions because even if
the C=O bond. Indeed, the oxygen atom is more electro-
negative than the carbon atom (yo = 3.5 > yc = 2.5). The

inductive attractive effect polarizes the carbonyl system
which leads to an important polarity of the carbonyl group
even if the alkyl group has a little inductive giver effect.
Thus, as there is very little steric obstacle near the func-
tional carbon, the C=O bond is very reactive (Curioni &
Bosset, 2002). However, for the extraction, it is a conse-
quent drawback because the compounds can evolve during
the extraction.

Extraction methods developed for volatiles aldehydes
are mainly those used for volatile compounds and are very
linked to the analysis method chosen after the extraction
step. Because of the reactivity of aldehyde function, a
derivatization step can occur in order to protect the chem-
ical structure. When a derivatization is planned, it is obvi-
ous that an extract at liquid state will be easier to
derivatize. Then, in this case, extraction by reduce pressure
steam distillation is used (Shibamoto & Horiuchi, 1997).
According to the results of certain studies, aldehydes can
also be extracted by headspace techniques but the aim of
these studies was more an identification of the volatile com-
pounds from a food matrix than identification especially
focused on volatile aldehydes. Then, solid-phase micro
extraction (SPME) and dynamic headspace/static head-
space (DHS/SHS) extractions are used on seafood aroma
analysis: SHS on salmon (Girard & Nakai, 1991; Girard
& Nakai, 1994a, 1994b), DHS on crayfish waste (Tanc-
hotikul & Hsieh, 1989) or sardine (Prost, Hallier, Cardinal,
Serot, & Courcoux, 2004), SPME on smoked swordfish
and cod (Guillén et al., 2006) or sea fish and prawns (Man-
sur, Bhadra, Takamura, & Matoba, 2003).

Liquid-liquid extractions (LLE) are not very suitable to
recover the volatile aldehydes. However, LLE recent
devices like supercritical fluid extraction (SFE) (Aro,
Brede, Manninen, & Kallio, 2002) or microwave assisted
extraction (MAE) (Grimm, Lloyd, Batista, & Zimba,
2000) are more and more used.

When specific aldehydes are studied, others extraction
methods can be developed. It is the case of formaldehyde.
All the previously described methods are possible but
absorption or adsorption on solid support with a step of
solid-liquid extraction with adequate solvents are also used
(INERIS, 2004; INRS, 2004a). It consists in trapping the

aldehyde at gaseous state on absorbants and in eluting this
trap by solvents. The same sampling can be used when
aldehydes are at gaseous state. In the case of cooking fumes
analysis, aldehydes can also be collected in special bags and
directly analyzed at gaseous state (Fullana, Carbonell-Bar-
rachina, & Sidhu, 2004a).

Concerning the efficiency of the extraction methods,
headspace techniques allow to recover very volatile alde-
hydes with low boiling point but these techniques are based
on gaseous equilibrium phenomenon. These methods can
be criticized about their efficiency because the content of
aroma compounds which is moved in the headspace is
not totally known. Reduce pressure steam distillation
(RPDE) and simultaneous steam distillation solvent extrac-
tion (SDE) allow to obtain compounds of higher boiling
point (Varlet, Prost, & Sérot, 2006). With reduce pressure
steam distillation, the boiling point is reached with lower
temperatures than simultaneous steam distillation solvent
extraction. Therefore, the possible artefacts generated by
thermal degradation can be reduced but this method
implies a long time of extraction and a lot of material.
SFE seems to be very efficient but it is limited according
to the fat matter rate of the food matrix analyzed. MAE
is not enough developed for volatile aldehydes analyses
and the recovery yields can be very different according to
the molecules searched. Moreover, the conditions of
extraction are too strong and lead to generation of alde-
hydes by lipid oxidation.

2.2. Analytical methods

For the analysis of aldehydes, several methods have
been used and all almost based on the reactivity of the car-
bonyl group through derivatization steps and/or colorized
products. The analysis method chosen is very linked to the
extraction method used. In function of the detector, a
derivatization step is applied, especially when the detection
occurs optically (spectrophotometry).

Indeed, the carbonyl compounds can be revealed by the
action of 2,4-dinitrophenylhydrazine (2,4-DNPH) which
leads to an orange precipitate of hydrazones (Kataoka
et al., 1998). High performance liquid chromatography
with UV detection (HPLC-UV) has been optimized to ana-
lyze these aldehydes with a preliminary derivatization step
of the aldehydes as their 2,4-dinitrophenylhydrazine deriv-
atives (Wilkes et al., 2000) generally with a wavelength of
360 nm (Jacob, Denis, & Foster, 1998; Pichard et al.,
2005). The wavelength can be chosen in a range from 330
to 580 nm in function of the aldehydes (INRS, 2004a).
The range from 330 to 390 nm allows generally to obtain
the most part of the aldehydes (for example the maximal
absorption wavelength of acetaldehyde is 350 nm and
390 nm for furfural). Although HPLC-UV method is very
commonly used for the volatile carbonyl compounds, the
identification is not easy (formation of both syn and anti
forms, difficulties in mixtures analysis). Besides, the prepa-
ration of 2,4-DNPH derivatives requires strong acidic
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conditions that may cause undesirable reactions, such as
decomposition of carbohydrates, which can trouble the
analysis. This kind of method has been widely used (Da

Cunha Veloso, Da Silva, Vieira Santos, & De Andrade,
2001), even now in qualitative measurements but less and
less used for quantifying because of its lack of repeatability.
Others colorimetric methods are individually used for
certain aldehydes like formaldehyde which can be analyzed
after reaction with chromotropic acid by absorption spec-
trophotometry because the purple complex formed absorbs at
580 nm (INERIS, 2004). However, these methods can not
be apply to all the aldehydes as it is possible with

2,4-DNPH.

Others methods have been developed and also used the
derivatization of aldehydes but as their benzyloxime or
thiazolidine derivatives. These methods analyze the deriva-
tives with gas chromatography (GC) coupled with specific
detector. The benzyloxime or thiazolidine derivatives are
very selectively and sensitively detectable by GC-NPD
(nitrogen phosphorus detection) (Yasuhara & Shibamoto,
1995). Cysteamine method for aldehyde analysis is simple
and specific. Indeed, volatile aldehydes react with cyste-
amine to form thiazolidines derivatives under mild condi-
tions of neutral pH and room temperature (Fig. 1). The
derivatization is nearly complete, fast (15 min) and reaches
95% (Shibamoto & Horiuchi, 1997). There is only one
derivative for each aldehyde and an excess of reagent does
not interfere with GC analysis. Another detector system
can also be coupled after the GC separation. It is the flame
photometric detection (FPD) which allows a selective and
sensitive determination of saturated and unsaturated alde-
hydes. The detection limits on a panel of various standard
aldehydes at a signal-to-noise ratio of 3 were from 4 to
100 pg injected (Kataoka et al., 1998). GC/MS (mass spec-
trometry) analysis can also be used, especially to under-
stand the structures of the derivatives. A molecular ion
peak [M]" was observed for each derivative and others
decomposition peaks were characteristic for the elucidation
like [M - CH3]", [M - SCH,]", [M - SCH,CH,]", [M - SCH,
CH,NH]" and [M - SCH,CH,NHCH]" (Kataoka et al.,
1998).

Recently, a new procedure of derivatization was devel-
oped for the microscale determination of aldehydes with
SPME, especially for aliphatic aldehydes. It consists in a
derivatization on-fiber by exposing the fiber to an aqueous
solution of (2,3,4,5,6-pentafluorophenyl)hydrazine (PFPH)
(Stashenko, Puertas, Salgar, Delgado, & Martinez, 2000).
Using GC/MS method after SPME, the mass fragments
obtained are very specific according to the aldehydes
(Rochat & Chaintreau, 2005). O-(2,3,4,5,6-pentafluoroben-
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Fig. 1. Reaction mechanism of cysteamine and aldehydes.
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zyl)hydroxylamine oximes can also be used (PFBO) (Hsu
et al., 1999) but molecular ions with this type of derivatiza-
tion are often missing which limits the specificity. PFPH
derivatization seems to be very specific thanks to a more
abundant molecular ion. These new types of derivatization
are very efficient but only carried out at microscale and
with SPME headspace technique (Stashenko & Martinez,
2004). These types of derivatization might be developed
for a wider use in food analysis in general and for other
extraction methods (Stashenko, Ferreira, Sequeda, Marti-
nez, & Wong, 1997).

With food aroma extraction techniques, the derivatiza-
tion is not obliged when all the aroma compounds and
not especially aldehydes are studied. The detectors used
can be various and the most frequently used are MS and
FID (Fullana, Carbonell-Barrachina, & Sidhu, 2004Db).
When particular aldehydes are studied, especially in air
analysis, others detectors coupled to GC can be used like
pulsed Helium Ionization Detector (pHID). This detector
overcomes the insensitivity of FID in the case of the study
of ambient formaldehyde (Hopkins et al., 2003). Mass
spectrometry was (Josephson, Lindsay, & Stuiber, 1987)
and is, especially now, used for the quantification of vola-
tiles in fish and among them aldehydes (Milo & Grosch,
1996; Fukami et al., 2002). This analytical method allows
to quantify aldehydes in pg.kg ' concentrations.

Finally, aldehydes can be analyzed by nuclear magnetic
resonance (NMR). (E)-2-alkenals, n-alkanals, (E,E)-2,4-
alkadienals can be particularly measured with this method
(Guillén & Ruiz, 2005) but the determination is again
qualitative.

3. Identification of volatile aldehydes recovered in smoked
fish flesh

Table 1 presents a list of aldehydes the most frequently
found in smoked fishes. Table 1 was carried out from seven
main teams of scientists, then with different objectives in
the investigation of aldehydes. Guillén and Errecalde
(2002) and Guillén et al. (2006) identified by SPME the dif-
ferent volatiles present in smoked swordfish, cod, trout and
bream. Cardinal, Berdagué, Dinel, Knockaert, and Vallet
(1997) investigated the volatile components of smoked sal-
mon in order to characterize four processes of smoking.
Jorgensen, Huss, and Dalgaard (2001) and Joffraud, Leroi,
Roy, and Berdagué (2001) worked on spoiled smoked sal-
mon. Jergensen et al. (2001) studied volatile components
like aldehydes which are responsible of off-flavours in
smoked salmon spoiled with bacteria. These two last refer-
ences attest the presence of volatiles aldehydes in smoked
fish but can not surely insure the origin of the aldehydes
(lipid oxidation, wood smoke or production of microor-
ganisms, or both). Headspace extractions are used in the
whole works. This extraction method is used especially
for the extraction of volatile components with a low boiling
point. The group of volatile aldehydes identified corre-
sponds to these properties. Indeed, volatile aldehydes with

83



1540

Table 1
Volatile aldehydes found in smoked fish

Aldehydes Smoked fishes

Trout Bream Salmon Cod Swordfish
Ethanal (acetaldehyde) X©
butanal X®
3-Methylbutanal X@34D
2-Methylbutanal X®
2-Butenal X®
2-Methyl-2-butenal X®
Pentanal X@
(E)-2-Pentenal X®
2-Furancarboxaldehyde X@3D XM
(furfural)
5-Methyl-2- X3 xM
furancarboxaldehyde
(5-methyl-furfural)
Benzaldehyde xX©®©  xX©® XGD x®  x®
4-Methylbenzaldehyde X®
Benzeneacetaldehyde X©® X©® X7 x®
Hexanal X© X©® X@34
4-Hydroxy-2-(E)-hexenal X®
Heptanal X© X@"
2-Heptenal X©
Octanal X®
Nonanal X© X© X@D
Decanal xX® x© x&» o x® x®
2,4-Hexadienal X7
2,4-Heptadienal X
2,4-Hecadienal X©®
2-Decenal X© x@4n xm - xm
2-Undecenal X©
Dodecanal X®  X® X
Tetradecanal X© X© x®  x®
Hexadecanal X®  X® X7 x®
(1H)-Pyrrole-2- X7 x®  x®
carboxaldehyde

X = presence, in brackets are reported the numbers corresponding to the
scientific teams who have worked on the respective kind of smoked fish (1:
Guillén et al. (2006); 2: Cardinal et al. (1997); 3: Jorgensen et al. (2001); 4:
Joffraud et al. (2001); 5: Munasinghe et al. (2003); 6: Guillén and Errecalde
(2002); 7: Varlet et al., 2006, 2006 Varlet et al. (2006)).

a diversity of the structure of molecules (aliphatic, aro-
matic, straight chain, branched chain) from C4 to C16 in
smoked fishes are studied. Munasinghe et al. (2003) were
only focused on 4-hydroxy-(E)-2-hexenal and used
liquid-liquid extraction with dichloromethane. Finally,
Varlet et al. (2006) studied odour-active compounds of
smoked salmon with SDE extraction. This method allows
to obtain volatile compounds with higher boiling point
than headspace extractions, but for the aldehydes the
results are similar to headspace methods.

Among the volatile aldehydes recovered in smoked fish,
several approaches can be considered. A first sorting might
be carried out on the basis of their natural origin that is to
say if they come from wood smoke or fish flesh. Indeed,
there are some compounds met in smoked fishes which
come firmly from wood smoke because they are not met
in the unsmoked fish flesh and others known to make part
of volatile aldehydes involved only in fish metabolism.

However, this sorting can be difficult because certain alde-
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hydes could be created by the extraction method and the
smoking method (Maillard compounds) or are present in
small quantities in unsmoked fish flesh. There are also
sometimes ubiquist compounds that is to say, present in
wood smoke and unsmoked fish flesh as hexanal. Another
characteristic can be used to distinguish volatile aldehydes
of smoked fish based on the structure of the aldehydes.
Indeed, the aromatic or aliphatic forms of the aldehydes
are deeply linked to the pathways of creation. Aromatic
aldehydes mainly come from the wood smoke through
thermal degradation and aliphatic aldehydes mainly come
from the fish flesh through lipid oxidation (Cardinal
et al., 1997).

4. Volatile aldehydes of smoked fish coming from Maillard
and Strecker reactions

4.1. Maillard reaction mechanism

In smoked fish, the origin of aromatic aldehydes could
be attributed to enzymatic reactions but especially to ther-
mal degradations as Maillard reactions (Fig. 2). These
reactions occur during thermal process (cooking, smoking,
roasting, etc.) and are facilitated when temperature raises

(Ames, 1998; Fernandez, Kerverdo, Dufach, & Lizzani-
Cuvelier, 2002). The process consists in the formation of
a non-enzymatic bound between the carbonyl group of
an aldose or ketose and the free amino group of an amino

Aldose/Ketose sugar + amino acid

+H0 lT -H0

Schiff Base

1. Maillard condensation

Glucosylamine
2. Amadori or Heyns
rearrangements

Aldosamine / Ketosamine

3. Dehydratation

MILD STRONG
SCISSION DEHYDRATATION DEHYDRATATION
Small carbonyl compounds, REDUCTONES and . FURFURALS

DEHYDROREDUCTONES Aromatic substances

(dicarbonyl compounds)

acids and aromatic
substances

a-amino acids
4. Strecker degradation

Aromatic Compounds :
Carbonyl compounds (aldehydes),
heterocyclic compounds( pyrazines)
melanoidines

Fig. 2. An example of reaction of Maillard: Principle and different steps
for aldehydes formation.
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acid. As result, a product very unstable in aqueous solu-
tion, by the loss of water molecule can lead to Schiff base.
These reactions are reversible. However, a non-reversible
isomerisation of Schiff base gives glucosylamines named
Amadori products (aldosamines) or Heyns products
(ketosamines) (Yaylayan & Huyghues-Despointes, 1994).
Thanks to rearrangements, these compounds are more sta-
bilized. The products of these rearrangements can also be
transformed. Three cases are possible: a break in the mol-
ecule, a soft dehydration or a strong dehydration. The
break leads to small carbonylated or acidic molecules
(Weenen, 1998). Dehydrations are very important reac-
tions because they produce others intermediaries which
are precursors of a lot of aldehydes. Indeed, a sweet dehy-
dration transforms Amadori or Heyns intermediaries in
reductones or dehydroreductones which are dicarbonyl
compounds. When the dehydration is stronger, reductones
and dehydroreductones can form rings and dehydrate to
form furfurals and furans very present in liquid smoke used
for food flavourings (Guillén & Manzanos, 2005; Simon,
De La Calle, Palme, Meier, & Anklam, 2005).

Reductones and dehydroreductones can produce also
others aldehydes by retro-aldol reaction reactions which
is the reverse of an aldol condensation. Aldol condensation
allows the addition of two carbonyl compounds with the
fixing of the a-carbon of one on the carbonyl carbon of
the other. This product can easily dehydrate in order to
form unsaturated carbonyl compounds. In retro-aldol
reaction, the unsaturated carbonyl group is hydrated at
the double bond to finally form two smaller carbonyl mol-
ecules. These reactions are very important and can explain
the origin of numerous aldehydes in smoked fish (Joseph-
son & Lindsay, 1987).

4.2. Possibility of aldehydes formation during Maillard
reactions

A lot of furannic aldehydes are also found in smoked
fishes in important quantities as furfural (2-furancarboxal-
dehyde) and S5-methyl-2-furancarboxaldehyde (5-methyl-
furfural) (Guillén et al., 2006; Varlet et al., 2006). These
compounds could come only from the wood smoke or
could be generated between the wood smoke and the fish
flesh through Maillard and Strecker reactions. Indeed,
the possibility that furfural and 5-methylfurfural could
come from Maillard reactions during smoking process
between fish components has not been proven. In wood
smoke, these generations are mainly due to the separation
of water from pentoses which are degradation products of
hemicelluloses (Jira, 2004) whereas Maillard and Strecker
reactions have not been undoubtedly proven in wood
smoke. However, these pathways could be involved
because several products indicators of these reactions are
found in liquid smoke and smoked fishes such as pyrazines
(Guillén & Ibargoitia, 1996; Guillén, Manzanos, & Ibargoi-
tia, 2001; Varlet et al., 2006). These compounds could be
Maillard and Strecker aldehydes created during smoking

and could derive from wood smoke (Cardinal et al.,
1997; Maga, 1987). Recently, the analysis of the pyrolysis
profile of oak has permitted to detect pyrone and furan
structures in the smoke (Nonier et al., 2005). These prod-
ucts have been attributed to Maillard reactions. The N-glu-
coside derivative formed by the reaction of sugars with
certain amino compounds leads to an unstable Amadori
derivative after several rearrangements which finally gener-
ates aromatic compounds with enolone structure when it is
heated. The composition in carbohydrates of wood can
explain the possibility of the creation of such compounds
(Guillén et al., 2001). Indeed, wood is composed of three
main polyoses: cellulose (homopolymer of p-glucose with
B 1-4 links), hemicellulose (homo or heteropolysaccha-
rides) and lignin. The thermal breakdown of cellulose
forms firstly glucose and secondly acetic acid and homo-
logs, water, a few furans and phenolic compounds. The
thermal breakdown of hemicellulose produces furans and
carboxylic acids. Finally, lignin, whose structure is deeply
linked to two main rings (guaiacyl-propan ring and syrin-
gyl-propan ring) leads by its combustion to phenolic com-
pounds and phenolic ethers with little amounts of
carbonyl, acidic and alcoholic compounds (Sainclivier,
1985; Miler & Sikorski, 1990). Reductor sugars which ini-
tiate Maillard reaction are thus very present in wood.
The necessary high temperature is also reached by the
pyrolysis of the wood. The only disadvantage concerns
the essential nitrogen source which is not very clear.
Indeed, in the element composition of wood without bark,
a ratio of 0.2% of nitrogen by report to the dry matter is
observed. This nitrogen is in very weak quantity and
depends of the wood type (Alén, Kuoppala, & Oesch,
1996; Alén, Oesch, & Kuoppala, 1995; Maga, 1987). Nitro-
gen occurence during wood combustion is obligatory
because nitrogen oxides (NO,) and ammonia emissions
are found in wood combustion (Welfring & Weidenhaupt,
2000). NOy are known to be produced during wood com-
bustion from three pathways. Firstly, NOy can be created
from ambient nitrogen (N,) and oxygen at very high tem-
peratures (>1300 C) obtained very close to the flames
(Welfring, Weidenhaupt, Offermann, & Gouy, 2000). The
second pathway involves a spontaneous formation in the
flames thanks to hydrocarbure radicals. However, these
conditions are never reached in smoking process because
flames production must be avoided in order to have an ade-
quate wood smoke. The third pathway is the most impor-
tant and involves the nitrogen of the wood even if
atmospheric nitrogen seems also to contribute to Maillard
reactions in wood smoke. Nitrogen in wood is present
under amine and proteins forms and with oxygen, can form
NO, at temperatures two times lower than the two first
pathways (Welfring & Weidenhaupt, 2000; Welfring
et al., 2000). Thus, all the conditions are met to allow the
aldehydes formation through Maillard and Strecker
reaction.

Nevertheless, Strecker degradation and Maillard reac-
tions can also occur during the smoking process between
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the components of the fish flesh or between sugars of the
wood smoke and amino acids of the fish flesh. Indeed,
the quantity of carbohydrates in fish flesh is very low.
Therefore, Maillard and Strecker reactions could occur
more easily between very abundant sugars of wood smoke
and the most important nitrogen source during smoking
process that is to say amino acids of the fish flesh. Then,
it is difficult to distinguish volatile aldehydes coming from
the wood smoke and those coming from the fish flesh. Nev-
ertheless, they can be assessed in function of their origin by
comparing individually the quantities of aldehydes present
in wood smoke to those present in smoked fish flesh.
Besides, the possibility of Maillard and Strecker aldehydes
formation during smoking process without involving wood
smoke is strengthened by the study of methional case.
Methional (3-methylthiopropanal) generally comes from
methionine via Strecker degradation and is not present in
wood smoke (Maga, 1987) but can be identified in
unsmoked seafood flesh like lobster tail (Lee, Suriyaphan,
& Cadwallader, 2001), crab (Chung & Cadwallader,
1994; Chung, 1999), shells (Pennarun, Prost, & Demaimay,
2002; Chung, Yung, Ma, & Kim, 2002), turbot (Sérot,
Regost, Prost, Robin, & Arzel, 2001) or anchovy (Triqui
& Reineccius, 1995). It is important to notice that some-
times the matrix is cooked-processed but sometimes, the
product is raw and Maillard and Strecker compounds are
also present in both cases. This illustrates the fact that
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Maillard and Strecker reactions are possible without taking
into account wood smoke effects. These compounds could
be formed from the amino groups of amino acids and car-
bonyl groups of reductor sugars presents in small quanti-
ties in fish flesh under temperatures of smoking or during
the extraction step if the temperature is too important.
However, even if sometimes Maillard and Strecker prod-
ucts have been recovered in fish flesh, several studies have
permitted to conclude that in general, cyclic compounds
such as furfural, 1H-pyrrole-carboxaldehyde, benzalde-
hyde, 5-methylfurfural (reported in Table 1) and all the
derived molecules come from the wood smoke (Cardinal
et al., 1997; Guillén et al., 2006; Varlet et al., 2006). More-
over, it is also commonly admitted that Maillard reactions
lead to products having caramellic, baked, cooked even
roasted odorant descriptors. These descriptors are very
often in adequation with those found for wood smoke
odorants.

4.3. Volatile Maillard aldehydes in smoked fishes

Maillard compounds such as benzaldehyde and derived
compounds are present in smoked fish. However, it is dif-
ficult to say if these molecules come from the wood smoke
or fish flesh because the two pathways are possible. Indeed,
as it is reported in Tables 2 and 3, benzaldehyde and
derived compounds have been found in unsmoked fish flesh

Table 2
Occurence of benzaldehyde and methylated derivatives in seafood products
Compound Odorant descriptor Extraction Matrices LRI (and column) References
method
Benzaldehyde Fruity, almond, nutty, SDE Mussel juices 1524 (Stabilwax) Cros et al. (2004)
creamy RPDE Cooked mussels 1539 (DB-Wax) Le Guen et al. (2000b)
SDE Crab 1530 (Supelcowax Chung (1999)
10)
SDE Scallops 1530 (Supelcowax Chung et al. (2001, 2002)
10)
Headspace Oysters 1525 (DB-Wax) Piveteau et al. (2000)
Headspace Canned salmon 1538 (Supelcowax Girard and Durance
10) (2000)
SDE Anchovy, herring, 1522 (Supelcowax Cha and Cadwallader
shrimp 10) (1995)
RPDE Anchovy 960 (DB5-MS) Triqui and Reineccius
(1995)
4-Methylbenzaldehyde Almond Headspace Smoked salmon 1080 (DB5-MS) Cardinal et al. (1997)
SDE Scallops 1654 (Supelcowax Chung et al. (2001)
10)
4-Ethylbenzaldehyde Fruity, anised RPDE Turbot 1728 (DB-Wax) Sérot et al. (2001) Cooked
mussels 1752 (DB-Wax) Le Guen et al. (2000b)
SDE Scallops 1714 (Supelcowax Chung et al. (2001, 2002)
10)
3,4-Dimethyl Not described SDE Crab 1790 (Supelcowax Chung (1999)
benzaldehyde 10)
3-Methylbenzaldehyde = Not described SDE Scallops 1624 (Supelcowax Chung et al. (2001, 2002)

10)

LRI: linear retention indices, SDE: simultaneous steam distillation — solvent extraction, RPDE: reduce pressure distillation extraction.
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Table 3
Occurence of benzaldehyde and methylated derivatives in wood smoke

1543

Compound Extraction — analysis method

Wood matrix used References

2,4-DNPH, HPLC/UV
LLE, GC/MS
Not described

Benzaldehyde

o-Tolualdehyde
p-Tolualdehyde
2,5-Dimethylbenzaldehyde

2,4-DNPH, HPLC
2,4-DNPH, HPLC
2,4-DNPH, HPLC

Hedberg et al. (2002)
Guillén and Manzanos (1999)
Maga (1987)

Hedberg et al. (2002)
Hedberg et al. (2002)
Hedberg et al. (2002)

Oak, pine, eucalyptus
Thyme
Wood

Oak, pine, eucalyptus
Oak, pine, eucalyptus
Oak, pine, eucalyptus

2,4-DNPH: 2,4-dinitrophenylhydrazine, HPLC/UV: high performance liquid chromatography coupled to ultraviolet detector, LLE: liquid—liquid
extraction, GC/MS: gas chromatography coupled to mass spectrometric detector.

and also in wood smoke (Hedberg et al., 2002). Quantities
recovered, possibilities of Maillard reactions and cyclic
structures can make us to say that these molecules recov-
ered in smoked fishes come from wood smoke (Guillén &
Errecalde, 2002; Guillén & Ibargoitia, 1999; Maga, 1987). In
fact, it is mainly produced by combustion process (Kat- aoka
et al., 1998) like wood combustion (Maga, 1987).
Benzaldehyde and derivatives could also be produced, in

a weak part, by oxidation or by photochemical degradation
of toluene or others hydrocarbons like styrene or methyl-
styrene. These aromatic hydrocarbons can derive from
wood smoke and carotenoids (Josephson, Lindsay, & Stu-
iber, 1991a). Finally, benzaldehyde and derivatives could
also be adsorbed in the flesh fish through its environment
because these molecules are lipophilic and can easily cross

the biological membranes.

The cyclic aldehydes from wood smoke can be easily
absorbed by the fish flesh which is rich in lipids. Indeed,
the aromatic structure of the most part of Maillard alde-
hydes gives to themselves lipophilic properties. Thus, furf-
urals and aldehyde phenolic compounds (Lustre &
Issenberg, 1969) present in important quantities in wood
smoke (Guillén & Ibargoitia, 1999; Guillén & Manzanos,
1997; Guillén & Manzanos, 1999; Hedberg et al., 2002)
are recovered in smoked fish flesh. Furfurals are known
to derive from the strong dehydration of glucosylamines
(aldosamine/ketosamine) in Maillard reaction (Fig. 2).

4.4. Strecker degradation mechanism

Reductones and dehydroreductones from Maillard reac-
tion have also another interest due to their dicarbonylated
structure. Combined with a-amino acids, dicarbonylated
compounds are the seat of Strecker degradation (Rizzi,
1999). This degradation leads to an aldehyde that has
one less carbon than the original amino acid and a-amino
carbonyl. This reaction consists in a decarboxylation of the
Schiff base formed after dehydration, followed by the rehy-
dratation of the molecule. Thus, it has been established for
example that 2-methylpropanal (isobutyraldehyde) comes
from valine (Scarpellino & Soukup, 1993). Strecker alde-
hydes are very present in wood smoke (Maga, 1987) even
if Strecker degradation is not the only mechanism of gener-
ation for these compounds.

4.5. Volatile Strecker aldehydes in smoked fishes

The origin of several aldehydes reported in Table 4 are
well known. Ethanal (acetaldehyde) from alanine, 2-
methyl-2-butenal from isoleucine, 3-methylbutanal (isoval-
eraldehyde) from leucine, phenylacetaldehyde (benzene-
acetaldehyde) from phenylalanine are volatile aldehydes
coming from Strecker degradation (Lee et al., 2001)
through Maillard reactions. Formed by the action between
a-dicarbonyl compound and an amino acid, all these Strec-
ker aldehydes are very present in many seafood products
(Table 4). The attribution of a single origin to these com-
pounds is difficult because even if a lot of Strecker alde-
hydes are present in wood smoke, another part seems to
be linked to the smoking process or to be accumulated
by the fish from its environment.

5. Volatile aldehydes of smoked fish coming from lipid
oxidation

5.1. Lipid oxidation: aliphatic aldehydes formation

Aliphatic aldehydes are commonly known to derive
from lipid oxidation which occurs in fish flesh (Sérot,
Regost, & Arzel, 2002). Even if small quantities of ali-
phatic aldehydes like butanal, pentanal, hexanal have
been recovered in wood smoke in weak quantities (Maga,
1987; Guillén & Ibargoitia, 1999; Guillén & Errecalde,
2002; Hedberg et al., 2002), the most part of aliphatic vol-
atile aldehydes in smoked fish comes from the fish flesh
lipid oxidation under smoking process conditions. The
important quantities of n-alkanals found in smoked fish
flesh (from 1.32 equiv of dodecane for heptanal to
34.82 1g equivalents of dodecane for hexadecanal per
100 g in smoked salmon) could be related to the impor-
tant amount of their lipidic precursors found in unsmoked
fish flesh (Varlet et al., 2006). Indeed, it is commonly
admitted that saturated or unsaturated aldehydes in fish
flesh come from the degradation of the fatty acids and
triglycerides by autoxidation (Lindsay, 1994; Farmer,
McConnell, & Graham, 1997; Min & Lee, 1999). It is
important to notice that autoxidation is a non-enzymatic
autocatalytic oxidation reaction resulting in the forma-
tion of hydroperoxides. Nevertheless, autoxidation of
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Table 4
Occurence of several Strecker aldehydes in seafood products
Compound Precursors Odorant descriptor Extraction Matrices LRI (and column) References
method
Phenylacetaldehyde Phenylalanine Floral SDE Anchovy 1634 (Supelcowax Cha and
10) Cadwallader (1995)
SDE Crab 1652 (Supelcowax Chung (1999)
10)
SDE Scallops 1651 (Supelcowax Chung et al. (2002)
10)
RPDE Anchovy 1046 (DB5-MS) Triqui and Zouine
(1999)
3-Methylbutanal Leucine Herbaceous, pungent, Headspace Smoked salmon 652 (DB5-MS) Cardinal et al.
cereal, chocolate (1997)
Headspace Canned salmon 917 (Supelcowax 10) Girard and
Durance (2000)
Headspace Dried squids 622 (DB1) Kawai et al. (1991)
RPDE Anchovy 652 (DB5-MS) Triqui and Zouine
(1999)
Headspace Crab meat 911 (supelcowax 10)  Matiella and Hsieh
(1990)
Headspace Canned salmon 2453 min (Ultra 2) Girard and Nakai
(1991)
SDE, RPDE, Lobster tail 932 (DB-Wax), 651 Lee et al. (2001)
Headspace (DB5-MS)
SDE Anchovy, 922 (Supelcowax 10) Cha and
herring, shrimps Cadwallader (1995)
2-Methyl-2-butenal Isoleucine Green, fruity SDE Mussel juices 1082 (Stabilwax) Cros et al. (2004)
SDE Crab 1097 (Supelcowax Chung (1999)
10)
SDE Scallops 1096 (Supelcowax Chung et al. (2002)
10)
SDE Scallops 1096 (Supelcowax Chung et al. (2001)
10)
RPDE Cooked mussels 1101 (DB-Wax) Le Guen et al.
(2000b)
SDE Anchovy 1094 (Supelcowax Cha and
10) Cadwallader (1995)
3-(Methylthio)propanal =~ Methionine Cooked potatoe, boiled ~ Headspace, Lobster tail 1456 (DB-Wax), 907 Lee et al. (2001)
potatoe SDE, RPDE (DB5-MS)
SDE Crab meat 1453 (Supelcowax Chung and
10) Cadwallader (1994)
SDE Scallops 1461 (Supelcowax Chung et al. (2002)
10)
SDE Mussel juices 1482 (StabilWax) Cros et al. (2004)
RPDE Oysters 1451 (DB-Wax) Pennarun et al.
(2002)
SDE Crab 1463 (Supelcowax Chung (1999)
10)
RPDE Turbot 1460 (DB-Wax) Sérot et al. (2001)
RPDE Anchovy 911 (DB5-MS) Triqui and
Reineccius (1995)
SDE Cooked mussels 1473 (DB-Wax), Le Guen et al.

1477 (DB-Wax)

(2000a, 2000b)

LRI: linear retention indices, SDE: simultaneous steam distillation — solvent extraction, RPDE: reduce pressure distillation extraction.

unsaturated fatty acids can be initiated by a physical cat-
alyst such as light, or by enzymes coming from the fish
flesh or microorganisms presents in fish flesh. These
hydroperoxides are often transformed in secondary oxida-
tion products as carbonyl compounds. Then, autoxidation
of polyunsaturated fatty acids and triglycerides in fish

leads to aldehydes which can produce off-flavours accord-
ing to their concentration but also limit the self-life of the
fish. Flavour and odours developed from the autoxidation
of lipids give to food globally rancid or oxidized descrip-
tors, depending on the oxidation level reached by the
food. One of the aims of smoking process is to prevent
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the lipid oxidation by adding to the food some antioxi-
dants compounds presents in wood smoke as phenolic
compounds.

Lipid autoxidation is based on fundamental mecha-
nisms involving free-radical chain reactions. Hydroperox-
ides are formed thanks to the reaction of unsaturated
fatty acids and triglycerides with oxygen by a free-radical
process involving an initiation, propagation and termina-
tion stage (Frankel, 1983; Grosch, 1987). They can also
be formed from saturated and monounsaturated fatty acids
or esters.

The lipid oxidation begins with an attack of molecular
oxygen on the double bonds of polyunsaturated fatty acids
(PUFA) and triglycerides which generates free-radicals of
PUFA. The PUFA are very sensitive towards molecular
oxygen which can be produced thanks to transition metals
such as iron (the most present in seafoods) especially haem
iron. It can interact with dioxygen to lead to molecular
oxygen or hydroxyl radical. The initiation of lipid oxida-
tion with molecular oxygen is autoxidation. Another possi-
ble initiator of lipid oxidation is singlet oxygen. Some
molecules (sensitizers) are able to absorb light and be con-
verted to a high excited state. These sensitizers can react
with molecular oxygen in order to form singlet oxygen
(an excited high energy state of molecular oxygen). Singlet
oxygen interacts directly on the double bond of PUFA and
causes the creation of others degradation products. The
oxidation caused by singlet oxygen is photoxidation.
Finally, enzymes can incorporate one molecule of oxygen
at a position of unsaturated fatty acids. In this case, the
oxidation is qualified by enzymatic oxidation. Indeed,
enzymes such as lipoxygenase, cyclooxygenase, peroxydase
and microsomal enzymes can act as initiators of lipid oxi-
dation in fish tissues. Under all these possible catalysts, free
radicals can be produced from unsaturated fatty acids and
triglycerides (Hultin, 1994). Differences of volatile carbonyl
compounds produced between photoxidized fish and aut-
oxidized or metal-induced oxidized fish have been estab-
lished. In photoxidized fish, alkanals and 2-alkenals are
more present whereas 2,4-alkadienals are more present in
autoxidized fish. Nevertheless, hydroperoxides are formed
oxidation induced by enzymes, by temperature, by metal
or photo-induced oxidation of PUFA and are the main
source of off-flavours developed by lipid oxidation.

Hydroperoxides are very unstable and break down read-
ily into many volatile and non-volatile products (Pokorny,
1987). The decomposition products includes: aldehydes,
ketones, alcohols, acids, hydrocarbons, lactones, furans
and esters. Alkyl hydroperoxides, allyl hydroperoxides
and fatty ester hydroperoxides decomposition are accom-
panied by the formation of a lot of products such as carbo-
nyls compounds, alcohols and acids, esters (Frankel, 1983).
Indeed, during hydroperoxide decomposition, secondary
alkoxy radicals may cleave to form aldehydes. This reac-
tion is also known as b-scission or elimination (Fig. 3).
From the aldehyde, a polymerization can occur or, with
dioxygen, it can give alkanes, aldehydes with short chain,
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Fig. 3. B - scission of hydroperoxides.

acids and epoxides. From the free radical, several routes
are possible: firstly, to keep up the autoxidation, secondly,
transformation in hydrocarbons and thirdly, with dioxy-
gen, it can give alkanes, alcohols and aldehydes. A lot of
studies have been investigated about the decomposition
and the role of hydroperoxides in order to better under-
stand the creation of odours in food (Grosch, 1987; Lind-
say, 1994). Indeed, aliphatic aldehydes are the most
important breakdown products of hydroperoxides. Table

5 shows the possible origin to some aldehydes obtained from

the oxidation of oleic, linoleic, linolenic and arachidonic

Table 5
Possible origin to several aldehydes deriving from PUFA
Fatty acid Hydroxide position and Aldehyde
on hydroperoxides
Oleic Cl1 Octanal
C8 2-Undecenal
C9 2-Decenal
C10 Nonanal
Linoleic C13 Hexanal
C9 2.,4-Decadienal
Cl1 2-Octenal
Linolenic Cl6 Propanal
Cl4 2-Pentenal
C12 2,4-Heptadienal
Cl13 3-Hexenal
Cl1 2,5-Octadienal
C9 2,4,7-Decatrienal
Arachidonic Cl15 Hexanal
Cl13 2-Octenal
CI12 3-Nonenal
Cl1 2.,4-Decadienal
C10 2,5-Undecadienal
C7 2,5,8-Tridecatrienal
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Table 6
Occurence of several n-alkanals in seafood products
Compound Main precursors Odorant descriptor Extraction Matrices LRI (and column) References
method
Butanal Oleic, linoleic acids ~ Pungent, green SDE Anchovy, 874 (Supelcowax 10) Cha and
herring Cadwallader (1995)
Headspace Canned 877 (Supelcowax 10) Girard and Durance
salmon (2000)
Pentanal n-6 PUFA Chemical, wine, sweet, RPDE Cooked 980 (DB-Wax) Le Guen et al.
fruity mussels (2000a, 2000b)
SDE Scallops >1000 (Supelcowax Chung et al. (2001,
10) 2002)
Headspace Canned 981 (Supelcowax 10) Girard and Durance
salmon (2000)
SDE Crab 1000 (Supelcowax 10)  Chung (1999)
Headspace Crab meat 982 (Supelcowax 10) Matiella and Hsieh
(1990)
Headspace Smoked 697 (DB5-MS) Cardinal et al. (1997)
salmon
Hexanal n-3,n-6 and Grass cut, green, SDE Mussel 1073 (Stabilwax) Cros et al. (2004)
n-9 PUFA pungent juices
RPDE Turbot 1080 (DB-Wax) Sérot et al. (2001)
SDE, RPDE Cooked 1088 (DB-Wax), 1089  Le Guen et al.
mussels (DB-Wax) (2000a, 2000b)
SDE Scallops 1086 (Supelcowax 10)  Chung et al. (2001,
2002)
SDE Turbot 1090 (DB-Wax) Prost et al. (1998)
Headspace Smoked 800 (DB5-MS) Cardinal et al. (1997)
salmon
Headspace, Lobster tail 1083 (DB-Wax), 808 Lee et al. (2001)
SDE, RPDE (DB5-MS)
SDE Crab 1086 (Supelcowax 10)  Chung (1999)
Headspace Oysters 1091 (DB-Wax) Piveteau et al. (2000)
Headspace Canned 1092 (Supelcowax 10)  Girard and Durance
salmon (2000)
RPDE Anchovy 798 (DB5-MS) Triqui and
Reineccius (1995)
Headspace Crab meat 1086 (Supelcowax 10)  Matiella and Hsieh
(1990)
RPDE Anchovy 803 (DB5-MS) Triqui and Zouine
(1999)
SDE Anchovy, 1081 (Supelcowax 10)  Cha and
herring Cadwallader (1995)
Heptanal Oleic, linoleic acid Herbaceous, fishy, SDE Mussel 1180 (Stabilwax) Cros et al. (2004)
fatty, pungent juices
RPDE Turbot 1198 (DB-Wax) Sérot et al. (2001)
Cooked 1195 (DB-Wax) Le Guen et al.
mussels (2000b)
SDE Scallops 1189 (Supelcowax 10)  Chung et al. (2001,
2002)
Headspace Smoked 900 (DB5-MS) Cardinal et al. (1997)
salmon
Headspace Canned 1195 (Supelcowax 10)  Girard and Durance
salmon (2000)
Headspace Crab meat 1194 (Supelcowax 10)  Matiella and Hsieh
(1990)
SDE Herring 1184 (Supelcowax 10)  Cha and
Cadwallader (1995)
Octanal Oleic, linoleic acid Grass, vert, fruité, SDE Mussel 1277 (Stabilwax) Cros et al. (2004)
citron juices
RPDE Turbot 1296 (DB-Wax) Sérot et al. (2001)
SDE, RPDE Cooked 1301 (DB-Wax), 1303  Le Guen et al.
mussels (DB-Wax) (2000a, 2000b)

(continued on next page)
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Table 6 (continued)
Compound Main Odorant descriptor Extraction method  Matrices LRI (and column) References
precursors
SDE Scallops 1293 (Supelcowax 10) Chung et al. (2001,
2002)
Headspace Canned 1323 (Supelcowax 10) Girard and Durance
salmon (2000)
RPDE Oysters 1289 (DB-Wax) Pennarun et al. (2002)
Headspace Oysters 1298 (DB-Wax) Piveteau et al. (2000)
Headspace Lobster tail 1263 (DB-Wax), 1005 Lee et al. (2001)

(DB5-MS)

Headspace, SDE, Smoked 1004 (DB5-MS) Cardinal et al. (1997)
RPDE salmon
SDE herring 1289 (Supelcowax 10) Cha and Cadwallader
(1995)
Nonanal Oleic, linoleic ~ Green, tallow, citrus, fatty, SDE Mussel juices 1387 (Stabilwax) Cros et al. (2004)
acid soapy RPDE Cooked 1407 (DB-Wax) Le Guen et al. (2000b)
mussels
Headspace Smoked 1106 (DB5-MS) Cardinal et al. (1997)
salmon
Headspace Canned 1409 (Supelcowax 10) Girard and Durance
salmon (2000)
SDE Scallops 1398 (Supelcowax 10) Chung et al. (2001,
2002)
SDE Crab 1399 (Supelcowax 10) Chung (1999)
RPDE Oysters 1392 (DB-Wax) Pennarun et al. (2002)
RPDE Anchovy 1109 (DB5-MS) Triqui and Reineccius
(1995)
SDE Herring 1393 (Supelcowax 10) Cha and Cadwallader
(1995)
Decanal n-9 PUFA Green, marine, cucumber, SDE Mussel juices 1497 (Stabilwax) Cros et al. (2004)
floral
RPDE Turbot 1510 (DB-Wax) Sérot et al. (2001)
Headspace Canned 1505 (Supelcowax 10) Girard and Durance
salmon (2000)
RPDE Oysters 1497 (DB-Wax) Pennarun et al. (2002)
SDE Scallops 1503 (Supelcowax 10) Chung et al. (2001,
2002)
Headspace Oysters 1510 (DB-Wax) Piveteau et al. (2000)
RPDE Anchovy 1208 (DB5-MS) Triqui and Reineccius
(1995)
Headspace Smoked 1204 (DB5-MS) Cardinal et al. (1997)
salmon

LRI: linear retention indices, SDE: simultaneous steam distillation — solvent extraction, RPDE: reduce pressure distillation extraction.

acids and the respective hydroperoxides formed as interme-
diaries. Thus, the interpretation of aliphatic aldehydes in
smoked fish can be explained by the lipid composition of
the fish flesh.

5.2. n-Alkanals

All the alkanals present in smoked fish and also present
in seafood products are reported in Table 6. All n-Alkanals
are generally produced from PUFA present in fish flesh
(Josephson, Lindsay, & Stuiber, 1984; Josephson et al.,
1991a, Josephson, Lindsay, & Stuiber, 1991b; Pan, Ushio,
& Ohshima, 2005; Stolyhwo, Kotodziejska, & Sikorski,
2006) by oxidation of their double bound carbon—carbon.
Alkanals are more produced from n-6 or n-9 PUFA

or MUFA. The precursors of butanal in fish flesh are
mainly oleic (MUFA n-9) and linoleic acid (PUFA

n - 6) or its methyl esters (Grosch, 1987). Aldehydes whose
number of carbon is comprised between 4 and 11 can
derived from oleic acid with an intermediary 11-hydro-
peroxide for octanal, 9 or 10-hydroperoxide for nonanal,
8-hydroperoxide for undecanal (all the hydroperoxides
coming from oleic acid). They can also be produced from
linoleic acid (n-6 PUFA), especially from propanal to
octanal with an intermediary 13-hydroperoxide (coming
from linoleic acid) for hexanal. Arachidonic acid is also
involved in creation of pentanal and hexanal. The presence
of dodecanoic acid, tetradecanoic acid and hexadecanoic
acid could be related to dodecanal, tetradecanal, and hex-
adecanal very present in fish flesh (Varlet et al., 2006).
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Docosahexaenoic and eicosapentaenoic acid (n-3
PUFA) are important fish components compared to lino-
leic and linolenic acid. Nevertheless, the same kind of
hydroperoxides are obtained by oxidation and can lead

to the same volatiles aldehydes (Hsieh & Kinsella, 1989). N-
alkanals are generally characterized by fat and green
descriptors. The odour threshold of butanal is between 9
and 37 ppb in water (Buttery, Teranishi, Ling, & Turnb-
augh, 1990) with a pungent and green odour. Except pent-
anal (odour threshold between 12 and 42 ppb in water
(Buttery et al., 1990)) which has an almond, malt and pun-
gent flavour, n-alkanals from hexanal to hexadecanal are
qualified with aromatic notes like grass, tallow, green and
fat for hexanal (odour threshold at 4.5 ppb in water (But-
tery et al., 1990)), with aromatic notes like fat, citrus and
rancid for heptanal (odour threshold at 3 ppb in water
(Buttery et al., 1990)), with odours like fat, soap, lemon
and green for octanal (odour threshold at 0.7 ppb in water
(Buttery et al., 1990)) and fat, citrus and green for nonanal
(odour threshold at 1 ppb in water (Buttery et al., 1990)).
Due to their low odour thresholds, the aliphatic aldehydes
play a predominant role in food aromas. For example,
decanal, with fat, orange peel and tallow flavour, has an
odour threshold from 0.1 to 2 ppb in water, dodecanal
(Rychlik, Schieberle, & Grosch, 1998) with lily, fat and cit-
rus flavour has an odour threshold about 2 ppb in water.
Even tetradecanal with floral and waxy flavour (Chisholm,
Wilson, & Gaskey, 2003) presents a low odour threshold
(about 60 ppb in water).

5.3. 2-Alkenals

2-Alkenals are found in a lot of seafood products as pre-
sented in Table 7. They are known to be produced from
PUFA like n 3 PUFA linolenic acid (Ullrich & Grosch,
1988) especially for aldehydes with short chain (from 2-but-
enal to 2-heptenal), 2-pentenal deriving from 14-hydroper-
oxide of linolenic acid. 2-Alkenals from 2-hexenal to
2-undecenal are products of oxidation of oleic acid, by
the intermediary of 9-hydroperoxide for 2-decenal and of
8-hydroperoxide for 2-undecenal. They also derive from
N -6 PUFA. Aldehydes as 2-heptenal or 2-octenal are
produced from arachidonic acid. (E)-2-alkenals from 2-
heptenal to 2-nonenal, 2-nonenal deriving from 9-hydro-
peroxide-, are generated from linoleic acid. (Z)-2-alkenals
as 2-octenal and 2-decenal are also known to derive from
linoleic acid (Grosch, 1987; Hsieh & Kinsella, 1989).

Long-chain unsaturated aldehydes have very low odour
threshold that is the reason why they are prevalent in sea-
food products just with small quantities. From 2-pentenal
to 2-dodecenal, the odour becomes less citrus and fruity
and more fat-like, and the odour threshold falls (Rowe,
1998). For example, (E)-2-pentenal characterized by straw-
berry, fruity flavour (Rychlik et al., 1998) has an odour
threshold at 1500 ppb in water, (E)-2-heptenal character-
ized by soap, almond flavour (Rychlik et al., 1998) has
an odour threshold at 13 ppb in water. The odour thresh-

old is reduced by a factor 100. Similarly, 2-decenal with a
tallow flavour (Valim, Rouseff, & Lim, 2003), has an odour
threshold close to 0.3 ppb and 2-undecenal with a sweet, fat
flavour, has an odour threshold at 5 ppb.

5.4. 2,4-Alkadienals

2,4-Alkadienals are also present in a lot of seafood prod-
ucts (Table 8). 2,4-decadienal has been found in smoked
bream and trout (Guillén & Errecalde, 2002) but the con-
figuration is not elucidated. Generally, decadienal and iso-
mers come from n -6 PUFA like linoleic or arachidonic
acid (Piveteau et al., 2000; Lee et al., 2001) and by the inter-
mediary of 9-hydroperoxide deriving from linoleic acid, or
11-hydroperoxide deriving from arachidonic acid.

As long-chain unsaturated aldehydes, decadienal and
isomers have very low odour thresholds. They are charac-
terized by fat-like odours. Indeed, (E,E)-2,4-decadienal
for example has a fried, fatty and waxy flavour with an
odour threshold at 0.07 ppb in water (Buttery et al.,
1990; Potter, 1996; Rowe, 1998), (E,Z)-2,4-decadienal is
characterized by a fried and fat flavour (Valim et al., 2003).

2,4-Alkadienals may be nonenzymatically derived prod-
ucts of lipid oxidation (Swoboda & Peers, 1977). 2,4-Hept-
adienal is produced from n 3 PUFA as linolenic acid
through 12-hydroperoxide intermediary (Hsieh & Kinsella,
1989). Its odorant threshold is assessed at 10 ppb with fried
odour for (E,Z) structure and fatty, nutty odour for (E,E)
structure (Ullrich & Grosch, 1988; Triqui & Reineccius,
1995).

2,4-Hexadienal is found in smoked salmon and known
as lipid peroxidation product (Claxson et al., 1994). It is
characterized by a low odour threshold from 10 to
60 ppb in water (Boehlens & Van Gemert, 1987) and aro-
matic notes like green and rancid (Qian & Reineccius,
2002).

6. Organoleptic roles of aldehydes in smoked fishes
6.1. Aldehyde participation in flavour of smoked fishes

One of the main organoleptic role of aldehydes is the
contribution to the global aroma.

Benzaldehyde and derived compounds are known to
have an almond, bitter almond (Triqui & Reineccius,
1995) and nutty odour. Its odorant detection threshold is
about from 100 ppb to 4.6 ppm and recognition threshold
from about 330 ppb to 4.1 ppm (Burdock, 2002). The great
differences of odorant perception are mainly due to the dif-
ferent matrices (water, oil, food, etc.) used to carry out the
assessment of the odorant perception.

Furfurals and aldehyde phenolic compounds have char-
acteristic odorant descriptors. For example, furfural is
stamped by bread, almond and sweet characteristics (Rych-
lik et al., 1998). Its odorant threshold is between 280 ppb
and 8 ppm in water. Its taste characteristics at 30 ppm
are brown, sweet, woody, bread-like, nutty caramellic with
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Table 7
Occurence of several 2-Alkenals in seafood products
Compound Main Odorant descriptor Extraction Matrices LRI (and column) References
precursors method
2-Butenal Woody, sulphury Headspace Smoked 647 (DB5-MS) Cardinal et al. (1997)
salmon
SDE Mussel 1002 (Stabilwax) Cros et al. (2004)
juices
SDE Scallops 1042 (Supelcowax 10) Chung et al. (2001,
2002)
SDE Shrimp 1042 (Supelcowax 10) Cha and Cadwallader
(1995)
Headspace Canned 1047 (Supelcowax 10) Girard and Durance
salmon (2000)
(E)-2-Pentenal PUFA n-3 Herbaceous, green SDE Anchovy 1130 (Supelcowax 10) Cha and Cadwallader
(1995)
SDE Crab 1132 (Supelcowax 10) Chung (1999)
RPDE Oysters 1124 (DB-Wax) Pennarun et al. (2002)
SDE Scallops 1132 (Supelcowax 10) Chung et al. (2001,
2002)
Headspace Oysters 1138 (DB-Wax) Piveteau et al. (2000)
Headspace Canned 1144 (Supelcowax 10) Girard and Durance
salmon (2000)
(E)-2-Heptenal PUFA n-3, Mossy, sulphury, cooked fish, SDE Mussel 1309 (Stabilwax) Cros et al. (2004)
n-6 roasted juices
RPDE Turbot 1339 (DB-Wax) Sérot et al. (2001)
SDE, RPDE Cooked 1338 (DB-Wax), 1342 Le Guen et al. (2000a,
mussels (DB-Wax) 2000b)
SDE Anchovy 1328 (Supelcowax 10) Cha and Cadwallader
(1995)
Mussel 1425 (Stabilwax) Cros et al. (2004)
juices
SDE Anchovy, 1426 (Supelcowax 10) Cha and Cadwallader
herring (1995)
Cooked 1451 (DB-Wax) Le Guen et al.
mussels (2000a)
(E)-2-Octenal PUFA n-6 Roasted, almaond, cucumber, Headspace, SDE, Lobster tail 1430 (DB-Wax), 1045 Lee et al. (2001)
nutty, fatty RPDE (DB5-MS)
SDE Turbot 1447 (DB-Wax) Prost et al. (1998)
RPDE Anchovy 1066 (DB5-MS) Triqui and Zouine
(1999)
Headspace Oysters 1434 (DB-Wax) Piveteau et al. (2000)
Headspace Canned 1443 (Supelcowax 10) Girard and Durance
salmon (2000)
(E)-2-Nonenal PUFA n-6 Earthy, fishy, cucumber, green SDE Mussel 1534 (Stabilwax) Cros et al. (2004)
juices
RPDE Turbot 1549 (DB-Wax) Sérot et al. (2001)
SDE Cooked 1563 (DB-Wax) Le Guen et al.
mussels (2000a)
Headspace Canned 1541 (Supelcowax 10) Girard and Durance
salmon (2000)
SDE Crab 1542 (Supelcowax 10) Chung (1999)
Headspace Oysters 1541 (DB-Wax) Piveteau et al. (2000)
SDE Turbot 1555 (DB-Wax) Prost et al. (1998)
SDE, RPDE Lobster tail 1528 (DB-Wax), 1163 Lee et al. (2001)
(DB5-MS)
RPDE Anchovy 1166 (DB5-MS) Triqui and Zouine
(1999)
2-Decenal PUFA n-6 Tallow, orange Headspace Canned 1655 (Supelcowax 10) Girard and Durance
salmon (2000)

LRI: linear retention indices, SDE: simultaneous steam distillation — solvent extraction, RPDE: reduce pressure distillation extraction, PUFA: polyun-

saturated fatty acid.
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Table 8
Occurence of 2,4-alkadienal isomers in seafood products
Compound Main Odorant Extraction Matrices LRI (and column) References
precursors descriptor method
(E)-(2)-2,4- Arachidonic Green, fatty RPDE Anchovy 1302 (DB5-MS) Triqui and Zouine
Decadienal acid (1999)
(E.E)-2,4- Linoleic acid Buttery, green, SDE Mussel juices 1827 (Stabilwax) Cros et al. (2004)
Decadienal cut grass, deep SDE, RPDE Lobster tail 1883 (DB-Wax), 1275 Lee et al. (2001)
fried, cucumber (DB5-MS)
SDE Turbot 1828 (DB-Wax) Prost et al. (1998)
RPDE Anchovy 1315 (DB5-MS) Triqui and Zouine
(1999)
SDE Herring 1807 (Supelcowax 10) Cha and Cadwallader
(1995)
(E,E)-2,4- Linolenic acid ~ Green, marine, SDE Mussel juices 8.20 (Carbowax 20 M) Cros et al. (2004)
Heptadienal fatty, nutty RPDE trout 1498 (Supelcowax 10) Sérot et al. (2002)
SDE Cooked mussels 1479 (Supelcowax 10) Le Guen et al. (2000a)
(E,Z)-2,4- Not described EDT Cooked red 1508 (DB-Wax) Josephson et al. (1991a)
Heptadienal salmon

LRI: linear retention indices, SDE: simultaneous steam distillation — solvent extraction, RPDE: reduce pressure distillation extraction.

a burnt astringent nuance notes (Burdock, 2002). 5-Meth-

ylfurfural is characterized by similar descriptors. Its odor-
ant detection is possible at 6 ppm in water with odours of
almond, caramel and burnt sugar (Valim et al., 2003) and
its taste characteristics at 50 ppm are sweet, brown, cara-
mellic, grain and maple-like.

Volatiles Strecker aldehydes are also known to be potent
odorants in foods. For example, acetaldehyde has a pun-
gent flavour but with fruity and green nuance (Scarpellino
& Soukup, 1993). Its odorant threshold is comprised
between 15 and 120 ppb in water (Buttery, Turnbaugh, &
Ling, 1988). 2-Methyl-2-butenal is characterized by a green
and fruity flavour (Berger, Drawert, & Kollmannsberger,
1989) and 3-methylbutanal by an almond, chocolate and
malt flavour (Beal & Mottram, 1994) with an odorant
threshold between 0.2 and 2 ppb in water (Buttery et al.,
1990). As the others aldehydes from Strecker reaction, phe-
nylacetaldehyde has also a low odour threshold about
4 ppb in water (Buttery et al., 1988). Phenylacetaldehyde
odour is floral-roselike, fruity and green. Its taste charac-
teristics are floral and honey-like with a sweet waxy nuance
at 5 ppm (Scarpellino & Soukup, 1993).

Volatile aliphatic aldehydes odours decline important
and various aromatic notes which are sometimes wanted
and sometimes avoided. Indeed, thanks to their low
threshold value, aldehydes produced by lipid oxidation
seem to have a wide odour evolution according to their
concentration. They can bring sweet, fatty and green aro-
matic notes but if the lipid oxidation becomes more
important, the aromatic notes become stronger, unpleas-
ant and cause undesirable flavours. This is the reason
why the aldehydes odour is often smelt with several
descriptors combining fatty odours (wax, tallow, butter,
etc.) and green odours (floral, fruity, citrus, orange,
etc.). Maillard and Strecker aldehydes show also these
evolutions of odours because the aromatic notes can
evolve from cooked vegetable to burnt sugar, roasty, car-

amellic in function of their concentrations, food matrix
and intensity of process.

It is also very important to note that some phenolic
compounds frequently contain aldehyde function which
can confers nuanced odours: syringaldehyde, coniferalde-
hyde, etc. (Clifford, Tang, & Eyo, 1980). These functional
groups might strengthen the predominance of the phenolic
compounds in smoked fishes flavour. Odour and taste are
deeply linked together and gathered under the flavour
term. Flavour and odour of smoked fishes have been exten-
sively investigated but to our knowledge, no study has been
carried out on the role of aldehydes compounds on smoked
fishes taste.

6.2. Others organoleptic roles of aldehydes

Maillard and Strecker aldehydes in a large part are
responsible for the colour of the smoked flesh (Sainclivier,
1985). The colour varies from golden yellow to dark brown
according to the nature of the wood and the intensity of
smoking process. In liquid smoking process, the product
must also be placed in a dry and hot ambience during
few times in order to favorize colour formation. Thus, an
important deposition of Maillard aldehydes leads to a dar-
ker colour of fish flesh (Tilgner, 1977). A brown colour can
also be caused by an increase of the dehydration step in
Maillard reaction drying briefly the fillet after smoke
absorption. After scission and dehydration, melanoidines
could be created by polymerisation through aldolic con-
densations. These compounds give to the final product a
brown colour (beer, bread, coffee, etc.) (Borrelli et al.,
2003). For our knowledge, no study has again dealt with
the creation of melanoidines as colour component in
smoked fish flesh.

Carbonyl-amino reactions could play a main role in
smoked food products. Protein-bound lysine, the most
present essential amino acid in fish (Huss, 1999), thanks
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to its terminal amino group, is considered as major source
of the amino components in such reactions, but a loss in
arginine and histidine is also observed. Methanal is known
to be very reactive towards amino groups but the adduct
does not seem to be involved in the smoked fishes colour.
However, glycolic aldehyde, methylglyoxal and 2-oxoprop-
anal are considered to be important colour precursors
(Clifford et al., 1980; Miler & Sikorski, 1990). Then, alde-
hydes contribute to the colour of smoked fishes but are also
responsible of a certain loss about nutritional value by the
degradation of amino acids. However, all the aldehydes
involved in the smoked fish colour have not all been
reported as volatiles aldehydes.

A part of the final colour could derive from phenolic
compounds with aldehyde function. Coniferaldehyde and
syringaldehyde are considered to be irreversibly bound to
proteins and to contribute orange tints to the products
(Clifford et al., 1980).

Finally, the glossy aspect noticeable on certain smoked
products is the result of reactions between phenolic com-

o
I

+ HCHO

{

oH aH
‘)\‘ CILOIT

| x( i
L‘ o~ and L‘ A

-

CH-OH
— .
v~
condensation l - 11,0
Lf =
CH,OH
condensations
o o, Moo, cr, M
s sERCE S
DNV
" oH |
CH, CH,OH
l"»..
L
CH,”
OH

Fig. 4. Reaction between a phenolic compound and an aldehyde (Girard,
1983).

pounds and aldehydes (Girard, 1988). They lead to resin-
ous substances (phenoplasts). The polymerization is
favorized by the heat and the degrees of reticulation of
the molecule vary in function of the time (Fig. 4).

Aldehydes intervention in texture of smoked fishes is
unknown. Texture of smoked fishes is due to coagulation
of proteins. Formaldehyde which has been reported in
wood smoke and smoked meat (Toth & Potthast, 1984)
but not in smoked fishes (probably due to the extraction
method) can react with proteins. Formaldehyde was shown
to react with the amino group of the N-terminal amino acid
residue and the side-chains of arginine, cysteine, histidine,
and lysine residues (Metz et al., 2004). Formaldehyde
seems to be involved in texture of smoked fishes and to
be responsible of the dark layer at the dried surface of
fishes (Sainclivier, 1985).

7. Toxicity of volatile aldehydes in smoked fishes

Among the aldehydes found in smoked fishes, several
can be considered as potentially toxic. Aldehydes effects
on human health are not very investigated. Aldehydes
could have narcotic properties but at concentrations very
higher than those found in smoked fishes.

4-Hydroxy-2-(E)-hexenal has been found in smoked sal-
mon (Munasinghe et al., 2003). It has been reported that its
formation occurs during lipid peroxidation of n-3 polyun-
saturated fatty acids. It is a a,b-unsaturated aldehyde and
therefore suspected to be carcinogen (Chung et al., 1986;
Witz, 1989) like 4-hydroxy-2-nonenal found in others
smoked products (Munasinghe, Ichimaru, Matsui, Sugam-
oto, & Sakai, 2003). 4-Hydroxy-2-nonenal has even been
reported with the same toxicity as others alkenals such as
(E)-heptenal (Nishikawa, Sodum, & Chung, 1992) in rats.
The kidney and the liver are known to be the main organs
affected by the cytotoxicity of such aldehydes. It is also
known that 4-hydroxy-(E)-2-hexenal can react readily with
the sulthydryl groups of proteins (cysteine) and with amino
groups of lysine but the toxicity mechanism and aldehyde
catabolism decomposition are not still very well investi-
gated. As smoking process implies wood pyrolysis and thus
combustion of organic material, a,b-unsaturated aldehydes
can be found in smoked fishes. These aldehydes are also
considered as endogenously formed substances in animals
and humans during lipid peroxidation or arachidonic acid
oxidation. They form a group of mutagenic compounds
inside which some were shown as carcinogens like 2,4-hexa-
dienal (Picchiottino & Lee, 2002). Their toxic activities are
considered as a result of their ability to create exocyclic
DNA-adducts, in particular 1,N*-propanodeoxyguanosine
adducts (Eder & Deininger, 2002). This type of adducts is
considered as promutagenic DNA-lesion. 2-Butenal, which
was identified in smoked fishes, given in drinking water was
shown to cause liver tumors in rats (Munasinghe et al.,
2003) and 2-heptenal, also found in smoked fishes, have
been reported to contribute to a general cancer risk (Eder
& Deininger, 2002). Individually, these aldehydes are not
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in adequate quantities in smoked fishes to be responsible of
toxic activity. However, the effect of mixes of several a,b-
unsaturated aldehydes have not been studied and synergic
effects could occur between these aldehydes.

Formaldehyde is not found in smoked fishes but is pres-
ent in wood smoke at levels higher than 200 mg/100 g and
in smoked meat products at levels higher than 50 mg/kg
(Toth & Potthast, 1984; Maga, 1987). It might be more
investigated in smoked fishes because its toxicity was well
investigated and assessed (Vargova et al., 1993; Nilsson
et al., 1998). Like formaldehyde, acetaldehyde detected in
smoked fishes was also shown as toxic aldehyde (Til
et al., 1989). On humans, the action of acetaldehyde is
nearly unknown on account of the lack of studies. It has
only been reported as respiratory and eye irritant (INRS,
2004b). Studies on animals have assessed acetaldehyde tox-
icity but at high concentrations. A no-observed-adverse-
effect level of acetaldehyde is 125 mg/kg body weight/day
for rats (Til, Woutersen, & Feron, 1988). Its genotoxicity
is assessed on bacteria through DNA alterations and muta-
genic action. On rats, carcinogenesis is evaluated from
750 ppm (6 h/j, 5 j/week, during 28 weeks) and reproduc-
tion alterations were illustrated by teratogenic effects and
hormonal modifications on mice (INRS, 2004b).

Aromatic aldehydes can also be toxic. Benzaldehyde tox-
icity studies have established its irritant action at the level of
the skin and mucous membranes (Pichard et al., 2005). No
study about the genotoxicity and effect on reproduction of
benzaldehyde on humans is available. However, on mice,
the carcinogen activity of benzaldehyde was shown (NCI/
NTP, 1990). The main targeted organs of benzaldehyde are
brain, kidneys, liver and stomach. Benzaldehyde has been
shown as able to specifically inhibit in vitro the glutathione
peroxydase. This enzyme plays an important role in the brain
protection against antioxidants (Tabatabaie & Floyd, 1996).
This reaction illustrates the indirect toxicity that benzalde-
hyde could have as enzymatic inhibitor. These results can
explain the indirect neurotoxicity of benzaldehyde. How-
ever, benzaldehyde is found in smoked fishes in quantities
very lower than the toxic concentrations.

Furfural is not a carcinogenic compound but it increases
carcinogenesis due to polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAH) as benzo[a]pyrene, known to be carcinogens present
in smoked food. It has been reported as respiratory and
eyes irritant (INRS, 1999). In France, a threshold value
of exposition has been assessed at 2 ppm for workers. This
concentration is 1000 times more important than the con-
centration of furfural found in smoked fishes (Varlet
et al., 2006). However, important quantities of furfural
have been measured in wood smoke. Toxicity of furfural
in wood smoke has not been studied but its concentration
makes us to think that it has a potential role in wood
smoke toxicity.

Even if some aldehydes found in smoked fishes can be
carcinogens, their concentrations are very lower than
those necessary to induce toxic effects. The toxicity of
smoked fishes is more attributed to PAH content. Never-

theless, even if aldehydes in smoked fishes are found
under the individual toxic concentrations, cumulative

and synergic effects could be possible and should be better
investigated.

8. Conclusion

Volatile aldehydes constitute key molecules for a better
comprehension in quality of food products, especially
smoked fish. Indeed, volatile aldehydes can be used as
indicators of parameters such as intensity of smoking
process by the detection of Maillard and Strecker prod-
ucts. Volatile aldehydes can also illustrate the level of
oxidation and/or toxicity in smoked fishes. More investi-
gations must be carried out in order to improve the odor-
ant quality of smoked fish because volatile aldehydes will
be good organoleptic indicators to optimize a process, to
produce food with required odours or to reduce off-
odours when once identified, the mechanisms of creation
are known. This kind of study might be extended to oth-
ers food matrices because lipid oxidation and Maillard
reaction are very frequent in all industrial food processes.
Finally, due to their reactivity and sometimes toxicity, the
study of aldehydes in food brings knowledge in health
research in order to understand some unexpectable
phenomenons.
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1.4.4 Analogie avec la viande fumée

Comme pour le poisson fumé, il y a trés peu de données disponibles concernant les composés
volatils de la viande fumée et encore moins sur les composés volatils odorants. Les procédés
artisanaux et industriels concernant la viande sont beaucoup plus nombreux que dans la filiere
halieutique. De plus, les pratiques et réglementations sont également différentes. Citons par
exemple I’emploi de sels nitrités interdits dans la filiére halieutique mais autorisés dans la
filiere carnée. Les nitrates/nitrites ont une action conservatrice, notamment dirigée contre
Clostridium botulinum, responsables du botulisme. Cependant, ces agents minéraux peuvent
réagir avec des acides aminés et conduire a la formation de nitrosamines carcinogénes. Ils
peuvent également réagir avec des précurseurs aromatiques dans le produit (Timén, M.L. et
al., 2004). En conséquence, il n’est pas prudent de comparer les teneurs en composés volatils
de viande et de poisson fumé. Cependant, la comparaison entre ces deux matrices permet de
cibler les composés volatils communs aux deux matrices et provenant de la fumée.

Comme pour les produits de la mer, nous pouvons distinguer les composés volatils provenant
de la matrice initiale, ceux provenant de la fumée et ceux provenant de la réaction entre la
fumée et les constituants biochimiques de la matrice. La gamme de composition biochimique
est beaucoup plus grande dans les produits carnés que dans les produits de la mer. Elle revét
une importance primordiale pour garantir un fumage de bonne qualité notamment pour
appréhender la diffusion des composés volatils de la fumée depuis la surface jusqu’a
I’intérieur de I’aliment.

Ainsi, nous pouvons distinguer les composés volatils provenant de I’oxydation des lipides
(alcools, composés carbonylés, hydrocarbures aliphatiques et quelques composés furaniques),
de la dégradation des acides aminés, de la fermentation des sucres, de 1’estérification
microbienne, de la fumée, et enfin, selon leur ajout, des épices (Young, O.A. et al., 1997 ;
Hierro, E. et al., 2004 ; Sampels, S. et al., 2004). En fonction des pratiques de préparation, des
ferments peuvent étre ajoutés ce qui diversifie les sources et les quantités de composés
volatils dus a une activité métabolique microbienne.

En comparant les profils de composés volatils retrouvés sur ces aliments préparés de
différentes facons (salage, séchage, fermentations, fritures, saumurage, ...), des points
communs apparaissent concernant les molécules issues de mécanisme d’oxydation de la
matiere premiere (Shimoda, M. et al., 1993 ; Ansorena, D. et al., 2001). Celles-ci s’averent de

précieux atouts pour identifier I’origine des composés volatils dans la viande fumée mais on
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ne peut pas comparer les teneurs en composés volatils entre un poisson et une viande fumée
car les procédés de fumage et les temps d’exposition peuvent étre tres différents.

Cependant, I’origine des composés phénoliques est attribuée a la fumée. Selon les aliments et
les techniques, leur proportion varie tres fortement. Dans les spécialités réunionnaises carnées
boucanées, le guaiacol, le o-crésol et le phénol représentent 90 % de la fraction phénolique.
Ces composés n’avaient été retrouvés que dans des produits carnés fumés a froid (Poligné et
al., 2001). Ils sont également retrouvés dans le poisson fumé a froid. De fagon générale, les
phénols sont absorbés sur la surface de 1’aliment carné par la formation de liaisons hydrogene
entre leurs groupements hydroxy et les constituants du collagéne (Daun, H., 1979).

Ainsi, parmi les composé€s volatils de viande fumée, il est possible de distinguer ceux
provenant principalement de la fumée. En plus des composés phénoliques, des composés
dérivés « enolones » ont été identifiés ainsi que des hydrocarbures aromatiques, des composés
furaniques (en moindre quantité que dans les poissons fumés), des pyridines et des pyrazines
(Hierro, E. et al., 2004). Ces résultats peuvent servir de base scientifique pour appréhender les

composés volatils odorants du saumon fumé.

1.4.5 Méthodologies utilisées pour I'extraction et I'analyse des composés volatils de
poissons

1.4.5.1 Méthodes d’extraction des composés volatils des produits de la mer

Deux méthodes d’extraction couramment utilisées dans 1’extraction de composés volatils de
produits de la mer peuvent étre employées pour I’extraction des composés volatils du saumon
fumé : I’hydrodistillation sous vide (DSV) et I’extraction-distillation simultanée (EDS).
L’hydrodistillation sous vide ou a pression réduite, permet d’obtenir 1’ébullition du solvant a
faible température et de ne pas créer de nouveaux composés volatils résultant de réactions
entre les constituants de la matrice. Les composés volatils sont ensuite condensés dans divers
pieges placés a température négative (Le Guen, S. et al., 2001). Les piéges sont alors lavés par
des solvants organiques.

Cette méthode apparait comme I’une des plus efficaces (Stephan, A. et al., 2000 ; Lee, G.H. et
al., 2001 ), mais elle nécessite un temps d’extraction trés long et de grands volumes de

solvants.
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L’extraction-distillation simultanée consiste a extraire les composés volatils présents dans la
vapeur d’un échantillon placé dans de I’eau portée a ébullition par les vapeurs d’un solvant
organique volatil porté également a ébullition mais immiscible dans I’eau (Figure 17). Les
vapeurs se mélangent et les composés volatils sont captés par les vapeurs organiques puis les
vapeurs sont condensées (Chung, H.Y. et al., 2001). On obtient une phase aqueuse appauvrie
et une phase organique aromatique. Ce procédé est en circuit fermé ce qui permet de recycler
les phases afin de les extraire a nouveau et augmenter le rendement d’extraction. Cette
extraction peut se faire a pression réduite également ou a pression atmosphérique. Cette
méthode apparait également comme une des plus efficaces mais elle nécessite ¢galement des
temps d’extraction longs (quelques heures) et des volumes de solvants non négligeables
toutefois bien inférieures a ceux requis par la DSV.

Ces deux méthodes nécessitent des étapes ultérieures de concentration pouvant étre a 1’origine
de perte ou de modification de I’ar6me.

Les méthodes d’extraction des composés volatils de poissons fumés ont principalement été
réalisées par des techniques dites d’espace de téte. La MicroExtraction en Phase Solide
(SPME) a été trés expérimentée par Guillén, M.D. et al., en 2002 sur de la daurade et de la
truite fumées, en 2006, sur de 1’espadon et du cabillaud fumés.

La SPME consiste en une fibre composée d’une phase dont la polarité est variable selon les
fibres. Celle-ci est introduite dans un flacon dans lequel on aura pris soin de disposer
I’échantillon. Les composés volatils de 1’échantillon diffusent dans 1’espace de téte (appelé
ainsi car il est au-dessus de 1’échantillon) jusqu’a un équilibre. La fibre est ensuite introduite
et les ardbmes sont absorbés par la fibre (Figure 18). Cette deuxiéme étape est dite
d’extraction. Pour favoriser la diffusion des composés volatils dans I’espace de téte et
I’extraction, la température constitue un parametre clé sur lequel on peut influer en
thermostatant le flacon. La fibre est retirée et peut étre désorbée dans I’injecteur d’un
chromatographe en phase gazeuse.

Une autre technique d’espace de téte a aussi €té employée pour le saumon fumé (Cardinal, M.
et al.,, 1997 ; Jorgensen, L.V. et al., 2001). Il s’agit de la méthode « Purge and Trap » ou
extraction d’espace de téte dynamique. L’échantillon est balayé par un flux de gaz vecteur et
les composés volatils sont emportés jusque sur un piege absorbant maintenu a température
négative tout le temps de I’extraction. La température de 1’échantillon peut également étre
modifiée pour faciliter la diffusion des composés volatils. La méthode « Purge and Trap » est

qualifié¢e de dynamique par rapport a la SPME dite statique car 1’espace de téte est

104



constamment déplacé vers le pi¢ge et 1’échantillon s’appauvrit au fur et & mesure en composés
volatils. Au bout du temps d’extraction, le piége est porté a trés haute température et les
composés volatils se volatilisent et sont entrainés vers I’injecteur d’un chromatographe en
phase gazeuse.

Ces deux méthodes d’espace de téte ont trois avantages principaux.

Le premier est que les temps d’extractions sont généralement courts. En fonction des
matrices, on évite cependant de trop chauffer I’échantillon pour ne pas créer de nouveaux
composés volatils résultant de réactions entre les constituants de 1’échantillon lui-méme. Le
second tient au fait que les extractions d’espace de téte ne sont pas destructives. Enfin, le
troisieme avantage consiste en 1’absence de solvants d’ou des extractions non polluantes du
point de vue environnemental.

Cependant, ces méthodes ont également un inconvénient majeur. En effet, I’extraction a lieu
sur I’espace de téte et non pas sur le produit lui-méme. Le principe d’extraction réside donc
sur des changements de phase entre les composés volatils de la matrice solide et I’espace de
téte gazeux. L’efficacit¢ de I’extraction est donc supposé€e mais non vérifiée. Les méthodes
d’extraction d’espace de téte s’averent adéquates dans le cas de molécules a bas point
d’¢bullition et pour de la semi-quantification. Les principes d’équilibre qui s’établissent entre
I’échantillon et son espace de téte sont trés influencés par les parameétres d’extraction (temps,
température, ...).

D’autres méthodes existent mais apparaissent soit obsolétes, soit inadéquates pour les
matrices envisagées.

Par exemple, 1’extraction solide-liquide par agitation mécanique n’est pratiquement plus
utilisée dans le domaine de I’extraction aromatique, en particulier pour I’extraction de
composés volatils de matrices grasses. Cette méthode requiert de grands volumes de solvants
pour des rendements plutdt faibles et surtout différents selon les composés volatils. A
I’inverse, d’autres méthodes sont apparues comme I’extraction par micro-ondes ou
I’extraction par fluide supercritique mais elles restent limitées a des matrices peu grasses

(Curioni, P.M.G. & Bosset, J.O., 2002), ce qui n’est pas le cas du saumon fumé.

1.4.5.2 Représentativité des extraits

Dans I’analyse des ardmes, bien souvent, ce n’est pas le produit lui-méme qui est analysé

mais un extrait de celui-ci. Certaines méthodes d’extraction des composés volatils
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s’affranchissent de cette étape, notamment les techniques d’espace de téte par exemple.
L’espace de téte est supposé représentatif de la matrice mais ne peut €tre vérifié. D’autres
techniques d’extraction comme la DSV ou la EDS conduisent a un extrait aromatique qui doit
étre aussi représentatif que possible du produit initial. Ainsi, une évaluation sensorielle
olfactive de I’extrait préliminaire a ’analyse olfactométrique doit étre réalisée dans le but de
vérifier 1’adéquation odorante entre le produit initial et 1’extrait (Moio, L. et al., 1995). Les
tests de représentavité permettent ainsi de valider sensoriellement le choix d’une méthode
d’extraction lorsque celle-ci conduit a un extrait aromatique de similarité satisfaisante.
L’évaluation olfactométrique ultérieure aura pour but de décrire et de caractériser les
composés volatils odorants de 1’extrait et par extension du produit analys¢.

La présentation des échantillons au jury se fait par I’intermédiaire de flacons lorsque 1’extrait
est réincorporé dans de I’eau ou dans des solvants neutres. Les échantillons extraits peuvent
aussi étre présentés sous forme de mouillettes lorsque ceux-ci sont contenus dans un solvant
pouvant s’évaporer facilement (Van Gemert, L.J. 1981). Jusqu’a présent, les études de
représentativité avaient deux principaux défauts. Le premier était I’emploi de solvants
toxiques comme le dichlorométhane, utilisé pour sa forte volatilité et sa semi-polarité. Le
second était que I’odeur de I’extrait était évaluée sur des matrices physiquement différentes de
celle d’origine. Notre étude devra donc garantir la sécurité¢ des juges par I’emploi final de
solvants non toxiques et prendre en compte les éventuelles interactions odorantes entre les
composés aromatiques de I’extrait et une matrice de redéposition. Celle-ci devra étre la plus
représentative physiquement du produit initial mais neutre sur le plan olfactif. Idéalement, il
pourrait s’agir de la méme matrice mais désodorisée (Tandon, K.S. et al., 2000). Dans le cas
d’¢études de représentativité d’extraits d’aliments ayant subi un procédé industriel, on peut
envisager de redéposer 1’extrait directement sur 1’aliment n’ayant pas subi le procédé. Dans
cette optique, les méthodes conduisant & un extrait aromatique sous forme liquide sont plus
faciles d’utilisation. Dans notre étude, pour rétablir les éventuelles interactions entre les
composés de I’extrait et la matrice, I’extrait aromatique de saumon fumé sera redéposé sur du
saumon frais. Ce développement méthodologique n’a jamais été réalisé sur le poisson et
constituera I’un des premiers travaux de représentativité permettant de prendre en compte les
interactions matricielles. Un point essentiel consiste a déterminer la quantité d’extrait a
redéposer sur la matrice pour se placer dans des conditions en d’iso-intensité. Il faut donc
calculer la quantité d’extrait pour obtenir des concentrations en composés volatils semblables
a celles de la matrice initiale. Ainsi, les méthodes d’extractions des composés volatils devront

étre le moins sélectif et le plus efficace possible.
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d'extraction

analyse descriptive

Objectif Tests Auteurs
Comparaison de test de similarité Sarrazin, C. et al., 2000
techniques test de similarité et Mechinagic, E. et al., 2000

Optimisation de

Test triangulaire et
de similarité

Etiévant, P.X. et al., 1994

Rangements, test de

méthodes similarité et Larrayoz, P. et al., 2000
d'appariements
Test triangulaire et
d'appariement, Abbott, N. et al., 1993
. analyse descriptive
Comparaison uantitative
d'échantillons 9

Test triangulaire et
analyse descriptive
quantitative

Hanaoka, K. et al., 2001

Tableau 15. Synthese des différentes études de représentativité d’extraits
selon I’objectif de I’étude et les tests utilisés
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En fonction de I’objectif de I’étude, différentes stratégies de tests de représentativité sont mis
en ceuvre (Etiévant, P.X. et al., 1994).

Si I’on recherche les origines de différences chimiques entre les caractéristiques odorantes de
différents échantillons, on emploiera un test triangulaire suivi d’un test d’appariement. Cela
permet de déceler si les différences entre les échantillons se répercutent sur les extraits puis de
situer les caractéristiques odorantes de ces extraits par rapport au produit initial (Abbott, N. et
al., 1993 ; Bernet, C. et al., 1999).

Si I’on recherche, et ce sera notre cas, a savoir si I’extrait est représentatif du produit initial on
procédera avec un test de similarité ou les juges évalueront la similitude de 1I’odeur de I’extrait
par rapport a celle du produit initial sur une échelle non structurée en les comparant sur la
base de descripteurs judicieusement choisis (Sarrazin, C. et al., 2000 ; Le Pape, M.A. et al.,
2004).

Si I’on veut caractériser les extraits, on peut entreprendre des profils sensoriels permettant de
statuer sur la présence ou ’absence de composés odorants entre un produit et son extrait
(Priser, C., 1997 ; Mehinagic, E. et al., 2003).

Ces tests permettent de comparer des techniques d’extraction, de les optimiser et de les
valider en fonction des composés volatils suivis. Ainsi, I’expérimentateur pourra retenir la
méthode d’extraction qui permet de conserver le plus possible I’intégrité de 1’arome initial.
Enfin, ces tests permettent de comparer facilement deux échantillons. Le tableau 15
é¢videmment illustratif et non exhaustif, regroupe différents tests sensoriels corrélés a leurs

diverses utilisations selon les objectifs d’études.

1.4.5.3 Méthodes d’analyse des composés volatils des produits de la mer

En fonction de la méthode d’extraction, les extraits aromatiques sont soit absorbés sur des
supports dans le cas de techniques d’espace de téte, soit a 1’état liquide.

Pour séparer les différents composés volatils d’'un mélange, la chromatographie en phase
gazeuse (GC) s’avere 'outil de séparation le plus utilisé. Pour séparer les constituants,
diverses colonnes capillaires de phases variées sont disponibles. Compte tenu de la faible
polarité¢ des composés volatils présents dans les poissons fumés (composés phénoliques,
furaniques, ...), le choix de colonnes apolaires semble plus judicieux (Sérot, T. et al., 2004 ;

Guillén, M.D. et al., 2006).
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Une fois séparés, les différents composés doivent étre identifiés. Deux modes de détection
sont largement utilisés : la détection par ionisation de flamme (FID) pour une séparation GC
(Prost, C. et al., 1998) et la spectrométrie de masse (MS).

La GC-FID est de moins en moins employée, et essentiellement a des fins quantitatives. En
effet, elle nécessite 1’injection de standards aromatiques pour 1’identification des signaux
obtenus. Les programmes de températures et les colonnes ne varient que trés peu par rapport a
la GC-MS 4 la différence que la détection se fait a des températures toujours supérieures au
moins a 250 °C.

D’autres détecteurs peuvent également étre utilisés pour analyser des familles chimiques de
composés ciblés. Ainsi, le détecteur photométrique a flamme pulsée (PFPD) et le détecteur
d’émission atomique (AED) ont déja été utilisés pour identifier les composés soufrés du violet
(Senger-Emonnot, P. et al., 2006).

Les techniques de séparation par chromatographie en phase liquide (LC) ne sont que trés peu
utilisées. Les détecteurs utilisés apres séparation LC ne sont presque exclusivement que les
détecteurs a ultraviolets (UV). La plupart du temps, les composés volatils a analyser sont
connus et des étapes de dérivation sont nécessaires (Rauber, C.D.S. et al., 2005 ; Bramanti, E.
et al., 2006). Ainsi, I’analyse des aldéhydes peut étre développée par LC-UV apres la
dérivation des aldéhydes en leurs dérivés 2,4-dinitrophenylhydrazine. Ces dérivés sont de
couleur orangée et peuvent ensuite étre analysés par le détecteur UV (généralement entre 330
et 390 nm) (Jacob, V. et al., 1998 ; Wilkes, J.G. et al., 2000). Les techniques LC peuvent donc
étre utilisées mais n’ont presque jamais été employées dans la détection des composés volatils
des produits de la mer et des aliments en général du fait de 1’élution en phase liquide. En effet,
ces techniques ne permettent pas une analyse exhaustive des composés volatils d’un produit.
Enfin, parfois, la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) peut également étre utilisée en
tant que méthode de détection pour étudier la structure de composés particuliers mais pas en
technique d’investigation de routine (Silva Elipe, M.V. et al., 2003). Elle suppose une étape

de séparation GC ou LC dite préparative afin d’isoler les fractions d’intérét.

1.4.6 Méthodologies utilisées pour I'analyse de I'odeur des composés volatils des
produits de la mer

Les techniques chromatographiques permettent de séparer les constituants d’un mélange de
molécules volatiles. Couplés aux techniques chromatographiques, la spectrométrie de masse

apparait comme 1’outil d’identification et de quantification des composés volatils le plus

109



efficace. Les progrés réalisés tant pour 1’extraction des composés volatils que pour leur
séparation et leur identification ont permis de mettre en évidence souvent plus d’une centaine
de composés présents dans un méme produit. Etant donné les différences importantes entre les
seuils de détection olfactive des composés volatils, tous les composés identifiés par des
méthodes instrumentales n’apportent pas la méme contribution a 1’arome global du produit. Il
s’avere nécessaire d’éliminer ceux qui n’ont pas ou peu d’odeurpour au contraire, privilégier
I’étude des composés a seuil de perception trés faible. Ainsi, parmi les composés volatils,
I’odeur des composés volatils peut étre détectée par olfactométrie encore appelée repérage
olfactif ou « sniffing ».

Les techniques olfactométriques (GC-O) aussi appelées méthodes de « sniffing » permettent
d’identifier olfactivement les composés au fur et a mesure de leur élution. On peut ainsi
directement repérer les composés contribuant a 1’arome du produit ainsi que leur odeur
propre. Si plusieurs méthodes ont été élaborées pour effectuer ce suivi des molécules
odorantes, elles ont toutes un point commun qui est le détecteur final constitué¢ par le nez
humain. La limite de détection du nez humain étant de 107" moles, 1l satisfait a la détection de
I’effluent chromatographique et s’avere d’autant plus adéquat dans le cas d’analyses d’ardmes
alimentaires dont I’objectif final est de combler les attentes des consommateurs. Notons
toutefois les nouvelles conceptions de nez €lectroniques qui ont pour but de remplacer le nez
humain comme détecteur et de s’affranchir des éventuelles erreurs de jugements humains.
Cependant ceux-ci sont encore en développement et leurs domaines d’application s’attachent
a un but descriptif (Schaller, E. et al., 1998 ; Jonsdottir, R. et al., 2004).

Les diviseurs d’¢luats permettent d’obtenir en temps réel 1’analyse chromatographique
directement corrélée avec 1’évaluation olfactive. Une partie de 1’¢luat est dirigée vers le
détecteur analytique, 1’autre est dirigée vers une ligne de transfert chauffée (pour éviter la
recondensation des composés volatils) aboutissant a un cone nasal ou le juge doit disposer son
nez. Ce cone est supplémenté en air humidifié pour éviter d’assécher les muqueuses nasales.
Ainsi, la GC-O repose essentiellement sur une €valuation sensorielle olfactive. Celle-ci doit
étre la plus objective possible en essayant de biaiser le moins possible le jugement c’est
pourquoi quelques précautions d’usage doivent étre prises. En effet, il ne faut pas oublier que
le détecteur est le nez humain, il faut donc pratiquer des temps de pose entre les séances
d’olfaction. Le temps d’olfaction joue aussi un grand rdle et doit &tre optimisé. Un
entrainement des juges doit parfois étre réalisé. L environnement des séances d’olfactométrie

doit étre le plus normalisé¢ possible, c’est-a-dire calme, neutre, a température agréable,

110



Response (1)

(28]
éJL,_uz? L,Er=mnI ?:53
2, dv=3"
PR 1/9 ! - 5
1 3. charm=J-dv =
] N 1/3 ek %
Time

retention index

Figure 19. Chromatogramme CHARM
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d’une luminosité réglementée et bien ventilé. Le juge doit se sentir calme et a laise

(Hanaoka, K. et al., 2001).

1.4.6.1 Techniques olfactométriques

Il existe quatre grandes catégories de méthodes de GC-O : les méthodes de dilution apparues
les premiéres dans les années 1980, les méthodes de temps-intensité, d’intensité postérieure et

les méthodes de fréquence de détection apparues dans les années 1990.

1.4.6.1.1 Méthodes de dilution

Deux techniques de dilution d’extraits sont principalement et largement employées. Il s’agit
de la méthode CHARM (Combined Hedonic Aroma Response Measurement) congue par
I’équipe d’Acree et al., 1984 et la méthode AEDA (Aroma Extract Dilution Analysis) congue
par I’équipe de Grosch (Ullrich, F. & Grosch, W., 1987). Ces deux méthodes consistent a
diluer successivement 1’extrait jusqu’a ce que le juge ne percoive plus d’odeur en sorite de
colonne (Friedrich, J.E. & Acree, T.E., 1998). La différence fondamentale entre la méthode
CHARM et la méthode AEDA réside dans le fait que la méthode CHARM intégre toutes les
dilutions et les transforment en surface de pics reflétant I’intensité de I’odeur (Figure 19) alors
que dans la méthode AEDA, un composé odorant est caractérisé¢ par le dernier facteur de
dilution appliqué a celui-ci (Ferreira et al., 2002a ; Ferreira, V. et al., 2002b).

Ces méthodes présentent néanmoins quelques inconvénients d’ou I’avénement de nouvelles
techniques. Parmi ces inconvénients, nous pouvons citer I’ambiguité de ces méthodes vis-a-
vis des théories psychophysiques sur la perception de I’odeur. En effet, les méthodes CHARM
et AEDA induisent une relation de proportionnalité. Or, plusieurs auteurs ont démontré qu’il
n’y avait pas de relation de linéarité entre I’intensité de 1’odeur et sa concentration (Le Guen,
S. et al., 2003).

Egalement, pour les deux méthodes, le temps d’analyse est trés long méme si le composé est
trés bien caractérisé. Cependant, ces techniques sont fastidieuses c’est pourquoi on emploie
un nombre limit¢ de juges mais cela augmente la part de spécificité sensorielle propre a
chaque individu dans les résultats. L’emploi de seulement un ou deux juges constitue alors la
principale faiblesse de ces méthodes.

Enfin, il peut arriver qu’il y ait des trous de dilution c’est-a-dire qu’un juge peut trés bien ne

pas détecter une odeur a une certaine dilution pour un indice de rétention donné alors qu’il la
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détectera a une dilution plus forte. De nombreux biais peuvent alors étre introduits dans

I’interprétation des résultats.

1.4.6.1.2 Meéthodes de temps-intensité

Ces méthodes sont qualifiées de mesure directe de I’intensité¢ odorante. L’extrait n’est évalué
qu’a une seule dilution. Le principe repose sur la détection du début, du maximum et de la fin
d’une odeur par un juge. Une approche plus automatisée de ce principe a été élaborée sous le
nom de « Osme » (odorat en grec) ou les juges enregistrent D’intensité des odeurs qu’ils
percoivent au cours du temps a I’aide d’un rhéostat (McDaniel, M.R., Miranda-Lopez, R.,
Watson, B.T., Michaels, N.J. & Libbey, L.M., 1989) Cette technique a 1’avantage de recueillir
en temps réel et en un seul chromatogramme 1’intensité odorante des composés et de les
compiler sur un osmegramme (Van Ruth, S.M., 2001).

Un autre avantage de cette méthode est d’étre en accord avec les lois psychophysiques de la
perception odorante. De plus, une seule dilution est nécessaire.

Cependant, cette technique présente des inconvénients, notamment les biais qui peuvent étre
introduits par les juges qui recqui€rent un entrainement important. En effet, des trous dans les
réponses, des effets contrastes dus a la fatigue ou I’intensité odorante d’un composé peut venir
perturber la perception du composé suivant, des fortes variabilités entre les juges et entre les

notes d’un méme juge sont fréquents (Etiévant, P.X. et al., 1999 ; Sérot, T. et al., 2001b).

1.4.6.1.3 Me¢éthodes de fréquence de détection

Ces méthodes sont fondées sur la fréquence de détection des composés odorants par des juges
qui indiquent uniquement le début et la fin d’une odeur ainsi que la description du composé
détecté. Les réponses des juges sont alors compilées en un aromagramme qui définit en
abscisse le temps ou ’indice de rétention et en ordonnées le nombre de juges ayant détecté
cette odeur (Charles, M. et al., 2000 ; Carrapiso, A.L et al., 2002). On travaille uniquement
sur une dilution.

Une variante de cette technique est de convertir les hauteurs des pics de fréquence de
détection en NIF (Nasal Impact Frequency) ou le plus haut pic correspondra a 100 % du NIF
ou bien de convertir les surfaces des pics de fréquence de détection en SNIF (Surface of Nasal

Impact Frequency) ou la plus grande surface correspondra a 100 % du SNIF. En travaillant
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Produits :

. Méthode GC-O Objectifs Références
Coquillages
Expliquer les différences sensorielles
Moules Fréquence de détection entre deux types de moules par les Le Guen, S. et al., 2001
composés odorants
Moules AEI?A, temps-lnFenS{te et Comparaison fle ‘methodes Le Guen, S. et al., 2000
Fréquence de détection olfactométriques
Moules Fréquence de détection Identlﬁgatlon d’e gorpposs:s odorgnts en Le Guen, S. et al., 2000
fonction de I’origine géographique
Huitres Fréquence fie detf:crtlon, Reher.le.: profil sensorlf:l avec la Pennarun, A.L. et al., 2002
temps-intensité composition en composés odorants
Moules Fréquence de détection Effet d’un procédé de déssalinisation Cros, S. et al., 2004
Huitres Fréquence fie detgqtlon, Effetde la supplement.atlon en lipides Pennarun, A.L. et al., 2003
temps-intensité de la nourriture
Huitres Fréquence de détection Identification de composés odorants Piveteau, F. et al., 2000
Palourdes Olfactométrie qualitative Identification de composés odorants Tanc}lff.“é“g’ U1'9§1sth’
Palourdes AEDA Identification de composés odorants, Sekiwa, Y. et al., 1997
effet du stockage
Violets CHARM, temps-intensité Identification de composés odorants Senger-Emonnot, P. et al., 2006

Tableau 16. Synthése des analyses olfactométriques réalisées sur des coquillages

Pl‘OdllltS’: Méthode GC-O Objectifs Références
Crustacés
Homard AEDA Identifier les composés les plus Lee, G.H. et al., 2001
odorants
Comparaison des composés
Crabe AEDA odorants de différents morceaux | Chung, H.Y. et al., 1995
de crabe
. o o Identification de composés .
Ecrevisse Olfactométrie qualitative Vejaphan, W. et al., 1988
odorants
. o o Identification de composés Tanchotikul, U. & Hsieh,
Ecrevisse Olfactométrie qualitative odorants T.C.Y., 1989
Homard AEDA Identification de composés Cadwallader, K.R. et al.,
odorants 1995
Identification de composés Chung, HY. &
Crabe AEDA odorants Cadwallader, K.R., 1994
Ecrevisse temps-intensité . hydrolyse Baek, H.H. et al., 1996
enzymatique

Tableau 17. Synthése des analyses olfactométriques réalisées sur des crustacés
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avec ces pourcentages de NIF ou de SNIF, les résultats deviennent indépendants du nombre
de juges (Pollien, P. et al., 1997 ; Debonneville, C. et al., 2002). Cependant, il faut un nombre
de juges minimum (8 personnes).

Les avantages de cette méthode sont multiples. Tout d’abord, la fréquence de détection est en
accord avec les lois psychophysiques de la perception odorante. Ensuite, en disposant de
plusieurs juges a la fois, sachant que les seuils de perception des individus sont trés différents,
en compilant les réponses de plusieurs juges a la fois, les résultats seront d’autant plus fiables
et les effets contrastes, les trous dans les réponses, les différences inter juges sont minimisés

puisque chaque juge ne contribue qu’a 1/n du résultat final (n étant le nombre de juges).

1.4.6.1.4 Meéthodes d’intensité postérieure

Ces méthodes sont peu décrites dans la littérature et peu employées. Au lieu de noter en temps
réel la courbe de I’intensité odorante caractérisant le composé qu’il pergoit, il est demandé au
juge de noter mentalement le pic chromatographique ¢élué¢ (Van Ruth, S.M., 2001 ; Van Ruth,
S.M., 2004). La courbe temps-intensité de chaque composé est alors transformée et résumée
par un seul chiffre. Cette méthode a été boudée en raison de I’entrainement long et rigoureux
que doivent subir les juges afin de rendre la plus objective possible une sensation olfactive
trés subjective (Acree, T.E. & Barnard, J.C., 1994). Cependant, elle est en évolution a partir
des résultats obtenues par fréquence de détection ou I’attribution d’une note d’intensité aux
pics SNIF pourrait étre un moyen de caractériser ’intensité de I’odeur percue tout en gardant

le bénéfice de I’approche par fréquence de détection (Pet'Ka, .,Ferreira,V. & Cacho, J., 2005).

1.4.6.2 Limites et innovations en olfactométrie

Les méthodes olfactométriques permettent ainsi de caractériser 1’odeur des composés volatils
d’un extrait aromatique. Cependant, dans 1’objectif d’étre le plus précis possible dans la
caractérisation odorante, on utilise un nombre de juges le plus ¢€levé possible. Comme les
séances d’olfactométrie ne peuvent se faire qu’en série et non pas simultanément, la longueur
du protocole d’analyse constitue un inconvénient majeur.

Récemment des innovations technologiques en GC-Olfactométrie ont permis de distribuer
simultanément a plusieurs juges chacun des composés issus d’une séparation

chromatographique. Cela permet de faciliter le traitement des données par 1’informatisation
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Produits :
Poissons

Méthode GC-O

Objectifs

Références

Hareng

Meéthodes de dilution
d’espace de téte

Comparaison de procédés de
cuisson, de conservation. Influence
de I’origine géographique et de
1I’4ge des poissons

Chung, H.Y. et al., 2006

Sardine

temps-intensité

Effet du temps de conservation

Prost, C. et al., 2004

Saumon fumé

Olfactométrie qualitative

Caractériser 1’odeur de composés
volatils produits durant le stockage

Jorgensen, L.V. et al., 2001

a froid
. . .y Etudier le procédé de maturation de Triqui, R. & Reineccius, G.A.,
Anchois temps-intensité X .
I’anchois 1995a
i o Identifier les principaux composés
Morue Olfactom'etrle qua litative, produits par des microorganismes Olafsdottir, G. et al., 2005
nez électronique S
durant le stockage réfrigéré
Truite Fréquence de détection Effet. d.e la supplement.atlon en Sérot, T. et al., 2002
lipides de la nourriture
Saumon Olfactométrie qualitative Identification des composés Josephson, D.B. et al., 1991a

volatils et roles des précurseurs

Saumon et morue AEDA Effet du stockage Milo, C. & Grosch, W., 1996
Morue et truite AEDA Détection de défauts d'odeurs en |\ g Grosch, W., 1995
relation avec la durée de stockage
Truite AEDA Effet du stockage Milo, C. & Grosch, W., 1993
Sauce de poisson AEDA Identification de composés Fukami, K. et al., 2002
odorants
Fréquence de détection, Identification de composés
Turbot AEDA odorants Prost, C. et al., 1998
Turbot Fréquence de détection Effet' d.e la supp lement'atlon en Sérot, T. et al., 2001
lipides de la nourriture
Caractériser 1’odeur de composés
Saumon Olfactométrie qualitative | volatils produits durant le stockage Refsgaard, H.H.F. et al., 1998
a froid
Anchois AEDA Etudier le procédé de maturation de | 1.0 R & Zouine, K., 1999
I’anchois
Morue Olfactomretrle quglltatlve, Identification de composés Jonsdottir, R. et al., 2004
nez électronique odorants
Anchois AEDA Effet de la maturation Triqui, R. &11369:1;1;: ceius, G.A.,
Thon (sauce) AEDA Identification de composés Cha, Y.J. & Cadwallader, K.R.,
odorants 1998
Relier le profil sensoriel avec la
Sardine AEDA composition en composés odorants | Triqui, R. & Bouchriti, N., 2003
au cours du vieillissement
Truite Fréquence 'de det.ec’tlon, Identification de composés Selli, S. et al., 2006
temps-intensité odorants
Merlu AEDA Effet du stockage Triqui, R., 2006
Silure Fréquence de détection, Effet de conditions d’¢levage Hallier, A. et al., 2006

temps-intensité

Tableau 18. Synthese des analyses olfactométriques réalisées sur des poissons
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des compilations des réponses des juges qui étaient réalisées séquentiellement jusqu’alors
(Berdagué, J.L. & Tournayre, P. et al., 2004 et 2005).

L’olfactométrie permet d’identifier individuellement 1’odeur des composés volatils. En effet,
cell-ci est soumise au couplage chromatographique permettant de séparer les composés au
cours du temps pour les analyser. Un profil de composés volatils odorants peut donc étre
¢tabli. Cependant, I’odeur globale du produit ne peut étre résumée a la somme de ces
composés. En effet, des effets de synergie ou de masque peuvent avoir lieu et générer des
interactions odorantes. Dans le but de remettre en mélange les molécules identifices et
séparées, une nouvelle méthode d’investigation a été¢ développée sur le poisson chat européen
(Silurus glanis). Le principe est fondée sur une analyse par chromatographie en phase gazeuse
couplée a de D’olfactométrie globale basée sur des tests d’omission (GC-GOOD). Cette
méthode permet d’identifier les familles clés de composés volatils et leurs interactions en
retirant certaines familles de composés odorants (Hallier, A. et al., 2004). Notre étude
s’appuiera sur ces travaux pour caractériser les roles individuels des composés volatils sur

I’odeur globale du saumon fumé.

1.4.6.3 Applications aux produits de la mer

Etant donné que 1’on ne dispose que de peu d’études olfactométriques sur les produits fumés
et encore moins sur les poissons fumés, nous relaterons ici que les techniques utilisées sur des
matrices qui s’en rapprochent comme les produits de la mer. Ces résultats sont répertoriés
dans les tableaux 16, 17 et 18.

Ainsi on remarque que dans certains travaux sur les moules, une comparaison de trois
méthodes olfactométriques a été faite et conduisait globalement a préférer la méthode Temps-
intensité aux autres méthodes (Fréquence de détection et AEDA) (Le Guen, S. et al., 2000b).
Cependant, une tres forte corrélation entre les trois méthodes a été mise en évidence (Sérot, T.
et al., 2001b).

D’autres études ont montré que la méthode de fréquence de détection GC-SNIF était plus
répétable, utilisait plus de juges mais nécessitait moins de temps et ce, sur des échantillons
standards (Debonneville, C. et al., 2002). Elle permet d’avoir rapidement la contribution de
chaque composé odorant dans 1’ardme final et sa note aromatique.

En fonction de I’objectif d’étude, chaque méthode contribue différemment a la caractérisation

des composés volatils odorants.
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Benzo[b]fluoranthéne Benzo[k]fluoranthéne

Benzo[a]pyréne Dibenzo[a,h]anthracéne Indéno[1,2,3-c,d]pyréne

Figure 20. Structures des principaux HAP lourds les plus toxiques
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1.5. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques

Les différentes techniques de fumage générent de nombreux types de composés volatils
odorants provenant de la fumée elle-méme ou du poisson sous I’effet des parametres de
fumage. Par la maitrise des paramétres des méthodes de fumage a ’origine de certains
composés volatils odorants, il pourrait devenir possible d’orienter I’odeur globale du produit
fumé. Cependant, 1’élaboration de produits fumés aux qualités organoleptiques maitrisées doit
tenir compte de la création d’hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), contaminants
organiques des produits fumés, créées simultanément aux composés de la fumée lors de la
pyrolyse de bois.

Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) sont des composés organiques plus ou
moins complexes constitués de deux a sept cycles benzéniques. Ils représentent une famille de
plusieurs centaines de molécules. On distingue deux origines pour ces compos€s : une origine
pétrogénique et une origine pyrogénique. Les HAP d’origine pétrogénique sont d’origine
naturelle et ont été synthétisés lors de la formation des combustibles fossiles (pétrole et
charbon). IIs sont caractérisés par une forte proportion d’hydrocarbures aromatiques ramifiés
(groupements alkyles). Les HAP d’origine pyrogénique sont issus de processus pyrolytiques
comme les combustions incompleétes de matiére organique (sidérurgies, moteurs a
combustion, ...). Ainsi les sources de pollution par les HAP sont essentiellement anthropiques
(transport routier et fluvial, effluents industriels, incinération de déchets, techniques de
chauffage domestique...) et prédominent dans l‘environnement. Mais elles peuvent é&tre
¢galement d’origine naturelle (feux de forét, éruptions volcaniques).

Selon le nombre de cycles, on distingue les HAP légers (jusqu’a trois cycles) et les HAP
lourds (quatre cycles et plus) qui ont des caractéristiques physico-chimiques et toxicologiques
différentes. Quelques structures de HAP lourds sont présentées dans la Figure 20.

Ces substances remplissent quatre critéres physicochimiques qui permettent de les classer
parmi les Polluants Organiques Persistants (POP) au méme titre que les dioxines par exemple.
Ces critéres sont répertoriés dans le protocole d’Aarhus (1998) et la convention de Stockholm
(2001) et sont : une toxicité avérée, des capacités de bioaccumulation, de transport longue
distance et de grande persistance dans I’environnement.

En ce qui concerne la toxicité des HAP, celle-ci a été rapportée dans de nombreux travaux
attestant d’un ou plusieurs impacts prouvés sur la santé humaine (Baird, W.M. et al., 2005).
Les propriétés physico-chimiques des HAP varient selon leur poids moléculaire et leur

structure mais ils présentent de manicre générale une hydrosolubilité faible et des coefficients
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de partage octanol/eau (Kow) relativement élevés s’étalant de 4 a 7. Tres liposolubles, ces
micropolluants ont tendance, aprés ingestion ou inhalation, a gagner les tissus riches en
lipides. Ces molécules tres lipophiles peuvent traverser les membranes cellulaires lipidiques et
s'accumuler dans les tissus vivants. Leurs concentrations augmentent le long de la chaine
alimentaire d’ou leur propriété de bioaccumulation (Tamakawa, K. 2004). Emis par voies
atmosphériques par des sources tres diverses, les HAP sont présents dans I’environnement a
I’état de traces c’est-a-dire allant du dixiéme a quelques dizaines de ng/m’ voire moins dans
les matrices alimentaires (ultra-traces). En raison de leur trés faible solubilité, ils ont tendance
a s’associer aux fines particules en suspension (de 0,3 & 3 um) qui peuvent avoir un temps de
s¢jour tres long dans I’atmosphere. Cette méme affinité pour les particules solides est a
I’origine de leur forte présence dans les sédiments cotiers et dans 1’eau. Dans certains cas,
pour diminuer la teneur en HAP de certains produits comme la fumée liquide, les industriels
utilisent leurs propriétés d’adsorption. En effet, les HAP peuvent migrer dans les emballages
des produits (Guillén, M.D. et al., 2000a ; Simko, P., 2005) et diminuer la concentration en
HAP du produit alimentaire.

Enfin, ils sont trés instables dans 1’air et peuvent réagir avec d’autres polluants comme
I’0zone, le NO2 et le SO2 pour produire des diones, des nitro-HAP et des acides sulfoniques.
Leur demi-vie est trés variable : de quelques mois a plusieurs années. Ils sont chimiquement
stables mais leur persistance serait amoindrie dans I’environnement du fait qu’ils sont
photosensibles et dégradés voire détruits par les rayonnements ultraviolets (Simko, P., 1991).
De par leurs propriétés de persistance et de bioaccumulation, ces molécules peuvent se
déplacer sur de trés longues distances et se déposer loin des lieux d'émission, typiquement des

milieux chauds (a forte activité humaine) vers les milieux froids (en particulier 1'Arctique).

1.5.1. Toxicité des HAP

Les HAP sont des composés carcinogeénes génotoxiques et a ce titre, agents mutagenes. Les
premiers travaux portant sur la génotoxicit¢ des HAP sont anciens puisqu’ils remontent aux
observations de Sir Percivall Pott (1775) a I’hopital St Bartholomew de Londres, relatives aux
cancers du scrotum causés par les goudrons de la fumée, chez les ramoneurs de cheminées.
Puis en 1915, Yamagiwa et Ichikawa (Yamagiwa, K. & Ichikawa, K., 1915) mirent en
évidence le pouvoir carcinogene du goudron de charbon, qui, en administration topique était

capable d’induire des carcinomes cutanés chez le lapin. En 1930, Kennaway (Kennaway,
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E.L., 1924 et 1930) isola pour la premiére fois le benzo[a]pyréne comme une espéce chimique
carcinogeéne du goudron de charbon. Par la suite, de nombreux travaux ont ét¢ menés sur les
HAP, notamment le benzo[a]pyréne, qui est encore a ce jour le HAP sur lequel nous
disposons le plus de données toxicologiques.

Une caractéristique importante des HAP est que ces produits ne sont pas mutageénes en eux-
méme. Ils le deviennent chez I’organisme qui les a absorbés, par suite d’une oxydation
enzymatique par une monooxygénase, le cytochrome P-450, présent dans les tissus animaux.
Le role physiologique du cytochrome P-450 est la détoxification des produits xénobiotiques
ingérés qui sont ainsi convertis en dérivés hydrosolubles et donc ¢liminables (Andreoli, R. et
al., 1999 ; Simon, P. et al., 2000 ; Ferrari, S. et al., 2002 ; Giessing, A.M.B. et al., 2003).
Plusieurs études sur le métabolisme des HAP ont montré qu’ils sont métabolisés en une
grande variété de composés (formes hydroxylées, époxydes, quinones...) par I’action des
enzymes a cytochrome P 450 et de 1I’époxyde hydrolase et qu’ils étaient bio transformés au
niveau du foie de fagon importante en différents (poly)-hydroxy-HAP (Larsen, J.C. & Larsen,
P.B., 1998). La majorit¢ des HAP ingérés peuvent donc étre détoxifiés avant d’€tre excrétés
par la bile, les fécés et I’urine sous forme de métabolites conjugués avec I’acide glucuronique
et le glutathion. Cependant, une partie des HAP ingérés est transformée en intermédiaires
toxiques. Sous 1’action du cytochrome P-450, le benzo[a]pyréne peut conduire a la formation
d’un benzo[a]pyréne 7,8-dihydrodiol-9,10-époxyde, métabolite mutagéne et cancérogene
(Figure 21). Les diolépoxydes formés a partir des HAP sont, en tant qu’époxyde, des
molécules réactives (Tamakawa, K. 2004). Ils se fixent sur ’ADN par des mécanismes
complexes et liaisons covalentes et entrainent des modifications du matériel génétique
(mutations) qui sont a la base du processus de cancérogénése (Baird, W.M. et al., 2005).

Le fait que leur action ait pour cible le matériel génétique confere aux HAP des propriétés
génotoxiques. L’expression erronée du matériel génétique consécutive aux mutations peut
entrainer des néoplasmes (bénins ou malins) dont la prolifération peut mener a 1’apparition de
cancers. Les HAP sont donc considérés comme substances carcinogéniques d’ou I’attention
particuliere portée a ces molécules retrouvées dans les produits fumés ou grillés

(Kangsadalampai, K. et al., 1996).

1.5.2. Occurrence dans I'alimentation
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Chez I’homme, les principales voies d’exposition aux HAP sont I’inhalation de 1’air a des
degrés différents dépendants de I’urbanisation, du trafic et de ’industrialisation (Marvin, C.H.
et al.,, 1999) et I’ingestion alimentaire de produits contaminés par dépoOts atmosphériques
(Rojo Camargo, M.C. & Toledo, M.C.F., 2003), provenant de sols contaminés (Berset, J.D. et
al., 1999 ; Bakker, ML.I. et al., 2000), par accumulation chez certaines especes animale (Speer,
K. et al., 1990) ou par des pratiques industrielles ou culinaires particulieres (Philips, D.H.,
1999). L’importance de 1’absorption des HAP par ’organisme dépend trés fortement de la
granulométrie des particules aéroportant les HAP, de la solubilit¢ des HAP et s’opere par
inhalation aprés adsorption des HAP sur les particules aéroportées. Notons aussi I’absorption
par voie cutanée dans certains métiers liés aux combustions de matériel organique. Pour un
non fumeur, 1’alimentation reste le principal vecteur d’exposition aux HAP. Pour un fumeur,
le tabac constitue environ 90 a 95 % de son exposition aux HAP.

La présence de HAP dans les matiéres premicres alimentaires provient essentiellement de la
pollution environnementale des biotopes ou elles se développent (atmosphere, hydrosphére et
géosphére) et des process technologiques humains (aliments transformés par des process

industriels ou des pratiques culinaires domestiques) (Figure 22).

1.5.2.1. La contamination environnementale en HAP et des matiéres
premiéres alimentaires

Dans le cas de matiéres premicres animales, il faut s’intéresser a 1’environnement de I’animal,
ainsi que son alimentation (Kann, C.A. & Meijer, G.A.L., 2007).

D’une part, I’animal peut étre contaminé parce qu’il vit dans un milieu contaminé avec lequel
il est en relation constante (Nyman, P.J. et al., 1993 ; Means, J.C., 1998 ; Santana Rodriguez,
J.J. & Padrén Sanz, C., 2000 ; Marsili, L. et al., 2001). C’est par exemple le cas des poissons
et des fruits de mer vivants dans des eaux polluées, du bétail vivant dans des zones ou
I’atmosphere est riche en HAP, ou de matieres premicres végétales extraites de sols pollués.
Selon les particularités de chaque organisme, les HAP sont introduits dans 1’animal par voie
cutanée, par ingestion ou inhalation. Dans les organismes, les HAP, bien qu’hydrophobes,
sont généralement peu accumulés parce qu’ils peuvent étre métabolisés tout au moins par les
vertébrés. Ainsi, la consommation de ces aliments sous forme crue ne comporterait que de
faibles ingestions de HAP. La pollution de 1’eau par les HAP reste trés marginale dans
I’alimentation humaine, essentiellement consécutive aux marées noires (AFSSA, 2003). Elle

peut s’avérer toutefois un vecteur d’HAP important chez des organismes aquatiques a

124



HAP

Cancérogénicité

Génotoxicité
a court terme

Mutagénicité

Fluorene
Phénanthréne
Anthracéne
Fluoranthéne

Pyréne
Benzo[a]anthracéne
Chrysene
Benzo[b]fluoranthéne
Benzo[k]fluoranthéne

Benzo[a]pyréne

Indéno(1,2,3-c,d]pyreéne

Dibenzo[a,h]anthracéne

Benzo[g,h,i]péryléne

I

I

N
N
N
S
L
S
S
S
S
S
I

o

_.|_

+ o+ + + + o+ o+ o+ 4+ o+

Tableau 19. Pouvoirs cancérogene et mutagene de 13 HAP (d’apres IARC (1986))

Preuves de cancérogénicité suffisante (S) ou limitées (L); données manquantes ou

insuffisantes (I) ; non cancérogéne (N).
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métabolisme filtrant (mollusques) (Andral, B. et al., 2004) et prendre alors une place
prépondérante dans la contamination de 1’alimentation humaine.

Dans le cas de poissons d’élevage, certains travaux ont ét¢ menés dans le but d’étudier
I’influence de la contamination de la nourriture sur la teneur en HAP dans le produit final
(Easton, M.D.L. et al., 2002). Les taux de HAP de faible poids moléculaires sont beaucoup
plus importants que les HAP de haut poids moléculaire plus toxiques. En 1984, I’'US EPA
(United State Environmental Protection Agency) avait identifié une liste de 16 HAP pour
estimer le niveau de contamination des eaux polluées. Ces contaminants, trés présents dans
I’environnement, sont supposés étre les HAP les plus toxiques et présenter un risque pour la
sant¢ (INERIS, 2003). Cette liste des HAP les plus couramment rencontrés a servi de base
pour diverses études et dosages dans les matrices alimentaires. Le tableau 19 reprend 13 de
ces 16 HAP (manquent le naphthaléne, I’acénaphténe et I’acénaphtyléne). Ainsi, les HAP de
deux ou trois cycles benzéniques apparaissent avec une toxicité faible mais leurs fortes

concentrations dans 1’environnement rend leur surveillance indispensable.

1.5.2.2. La contamination des aliments en HAP par les procédés industriels

Les produits destinés a 1’alimentation humaine sont donc déja contaminés a la base par
I’utilisation de matiéres premicres animales ou végétales déja porteuses d’une contamination
en HAP. Cependant, certains procédés industriels et certaines pratiques culinaires induisent
¢galement la formation d’HAP dans les aliments au cours de leur élaboration (Figure 19).
Parmi celles-ci nous pouvons citer le fumage de produits de la mer (Kannapan, S. et al.,
2000), de produits carnés (Sikorski, Z.E., 1989 ; Janoszka, B. et al., 2004), de fromages
(Pagliuca, G. et al.,, 2003), de marc (Da Porto, C. et al., 2005), la torréfaction (Koffi
Houessou, J. et al., 2005), le raffinage des huiles (Pupin, A.M. & Toledo, M.C.F., 1996 ;
Moret, S. & Conte, L.S., 2000 ; Barranco, A. et al., 2003 ; Lacoste, F. et al., 2003), ...

Parmi les pratiques culinaires, les barbecues (Wu, J. et al., 1997 ; Mottier, P. et al., 2000),
fritures et grillages (Zabik, M.E. et al., 1996) sont a 1’origine de contamination aléatoire en
HAP pouvant parfois étre trés importante.

Les HAP sont donc des contaminants ubiquitaires puisqu’ils sont a la fois présents dans
I’environnement et dans les aliments. Dans le cas du poisson fumé, I’environnement et la

nourriture semblent étre a 1’origine de 1’importance de la concentration des HAP de faible
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HAP

Benzo[a]anthracene
Benzo[b]fluoranthéne
Benzo[j]fluoranthéne
Benzo[k]fluoranthéne
Benzo[g,h,i]péryléne

Benzo[a]pyréne
Chrysene
Cyclopenta[c,d]pyrene
Dibenzo[a,h]anthracéne
Dibenzo[a,e]pyreéne
Dibenzo[a,h]pyréne

Dibenzol[a,i]pyrene

Dibenzo[a,l]pyréne
Indéno[1,2,3-c,d]pyréne

5-methylchryséne

Tableau 20. HAP suspectés d’étre carcinogénes dans 1’alimentation
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poids moléculaire. Cependant, le fumage, selon la technique utilisée, constitue un vecteur
important de contamination en HAP considérés en tant que composés néoformés.

Ainsi, de nouvelles dispositions européennes ont vu le jour pour réglementer les taux de HAP
dans les produits alimentaires. Dans les aliments fumés, ces teneurs maximales autorisées ne
concernent que le benzo[a]pyréne et obligent les industriels a ne pas dépasser 5 pg/kg de
poids frais dans le cas de poissons fumés (EC/208/2005, 2005). Concernant les produits
alimentaires, I’Union Européenne a également recommandé¢ de se focaliser sur d’autres HAP
potentiellement plus toxiques que ceux de I’'US EPA en exigeant le suivi de 15 HAP de haut
poids moléculaire compilés dans le tableau 20. (205/108/EC, 2005). Une attention toute
particuliére doit également étre portée sur le benzo[c]fluoréne (1881/2006/EC, 2006). La
récence de ces réglementations justifie la nécessité de travaux sur la contamination en HAP

des produits fumés.

1.5.2.2.1. Quantités de HAP dans les poissons fumés

Les concentrations en HAP dans les poissons fumés sont tres aléatoires et dépendent du type
de poisson ainsi que de sa contamination initiale, de la méthode de fumage et de la méthode
d’analyse. Parmi les données disponibles, il n’y a pas d’étude exhaustive rendant compte de la
contamination en HAP de saumons ayant ¢té fumés de maniere industrielle.

Les données disponibles concernant le saumon fumé sont répertoriées dans le tableau 21.
Ainsi, on s’aper¢oit que seul le suivi de quelques HAP a été réalisé, principalement le
benzo[a]pyréne. Les informations concernant les méthodes de fumage sont trés succinctes et
partielles. Les concentrations de HAP de haut poids moléculaire sont moins élevées que celles
de plus faible poids, ce qui se justifie souvent par une contamination environnementale
importante. Les recherches menées sur I’occurrence des HAP dans le saumon fumé n’incluent
que trés rarement un dosage des HAP sur la matrice non fumée (Zabik, M.E. et al., 1996 ;
Easton, M.D.L. et al., 2002). Or, celle-ci s’avere d’une importance capitale car elle peut se
révéler trés importante et expliquer une grande part des concentrations que 1’on aurait
tendance a imputer a tort a 1’utilisation de tel ou tel générateur (Visciano, P. et al., 20006).
D’autres études ont été menées sur le fumage d’autres poissons. Ces données ne sont pas
directement transposables au saumon du fait de variations dans la composition biochimique

de la matrice mais renseignent sur le niveau de contamination du procédé de fumage.
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Concentration (pg/kg

HAP Type de fumage | Type de générateur de poids frais Référence
AC 24°C Autocombustion 10.54 (12.39)" Visciano, P. et al., 2006
FL 24°C Autocombustion 50.29 (18.38)" Visciano, P. et al., 2006
24°C Autocombustion 28.03 (26.44)" Visciano, P. et al., 2006
PHEN A froid Externe 7.2
A chaud Exposition directe 46 Karl, H,, 1997
24°C Autocombustion 5.67 (2.81) Visciano, P. et al., 2006
AN A froid Externe 0.4
A chaud Exposition directe 19 Karl, H,, 1997
24°C Autocombustion 42.64 (57.45)° Visciano, P. et al., 2006
FA A froid Externe 2.3
A chaud Exposition directe 41 Karl, H., 1997
A froid Externe 0.6
— - W1
PY A chaud Exposition directe 22 Karl, H., 1997
A froid 0.94 "
A chaud 12 Yurchenko, S. & Molder, U., 2005
B[a]A A froid Externe <0.1
— - Karl, H., 1
A chaud Exposition directe 3.1 arl, 1., 1997
24°C Autocombustion 72.48 (97.28)" Visciano, P. et al., 2006
24°C Autocombustion 6.45 (8.74) Visciano, P. et al., 2006
CHR A froid Externe 0.5
— - Karl, H., 1
A chaud Exposition directe 2.9 arl, 1., 1997
A froid 0.40 )
A chaud 081 Yurchenko, S. & Mdlder, U., 2005
Autocombustion 0.7734.7 Sikorski, Z.E., 1989
B[a]P Exposition directe 3.6
0.47 Lenges, J. et al., 1976
24°C Autocombustion 3.20 (3.67)° Visciano, P. et al., 2006
A chaud Exposition directe 1.0
A froid Externe 0.04 Karl, H., 1997
0.30 Yurchenko, S. & Mdlder, U., 2005
A froid Externe 0.14
+ .
Blb+kIF A chaud Exposition directe 1.3 Karl, H,, 1997
24°C Autocombustion 2.88 (3.67)" Visciano, P. et al., 2006
D[a,h]A A chaud Exposition directe 0.1 Karl, H., 1997
B[eh,i]P 24°C Autocombustion 4.11 (0.93) Visciano, P. et al., 2006
&, A chaud Exposition directe 0.5 Karl, H., 1997
PER A chaud Exposition directe 0.1 Karl, H., 1997

?: la contamination initiale du poisson figure entre parenthéses pour chaque HAP

AC : Acénapthene, FL : Fluoréne, PHEN : Phénanthréne, AN : Anthracéne, FA : Fluoranthéne, PY : Pyréne, B[a]A :
Benzo[a]anthracéne, CHR : Chryséne, B[a]P : Benzo[a]pyréne, B[b+k]F : Benzo[b+k]fluoranthéne, D[a,h]A :
Dibenzo[a,h]anthracéne, B[g,h,i]P : Benzo[g,h,i]peryléne

Tableau 21. Teneurs en différents HAP retrouvés dans le saumon fumé avec différents générateurs
de fumée et différentes températures de fumage
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Il n’y a en définitive que peu d’études menées sur les HAP mis en exergue par les dernicres
recommandations européennes (205/108/EC, 2005 ; 1881/2006/EC, 2006). Quelques études
d’exposition sont disponibles permettant d’appréhender I’importance du dosage de telles
molécules étant donné le régime alimentaire de certaines populations (Europe du Nord) sans
pour autant donner d’informations sur la technique de fumage ou la nature du poisson analysé
(Reports on Tasks for Scientific Cooperation, 2004 ; Tamakawa, K. 2004). Le
benzo[a]pyrene, de par son statut de HAP de référence, a largement été mis en évidence dans
les aliments (Simko, P., 1991 ; Kazerouni, N. et al., 2001). Dans le cas du suivi de quelques
HAP uniquement, les informations concernant la méthode de fumage sont plus nombreuses
(Chandrasekhar, T .C. & Kaveriappa, K.M., 1976 ; Miiller, W.D., 1991). Néanmoins,
lorsqu’un dosage plus exhaustif de HAP est réalis¢, I’accent est beaucoup moins porté sur les
procédés de fumage (Jarvenpéd et al., 1996 ; Zabik et al.,1996). Parfois, les quantifications
sont données sous la forme de somme de concentrations de plusieurs HAP (Duedahl-Olesen,
L. et al., 2006).

Concernant les générateurs de fumée, il n’y a pas d’études comparatives exhaustives.
Certaines comparent les générateurs externes avec les générateurs a exposition directe mais
n’ont été réalisées qu’en suivant quelques HAP et ne concernant pas le saumon (Miiller,
W.D., 1991), d’autres mettent en évidence la contamination apportée par les fumées liquides,
... (Moret, S. et al., 1999 ; Hattula, T. et al., 2001). Ainsi, les informations disponibles sont
diffuses et les recoupements entre les travaux assez hasardeux du fait de leur manque

d’homogénéité.

1.5.2.2.2. Différents générateurs de fumée

Si I’on connait encore mal la formation des HAP dans la fumée de bois lors de sa pyrolyse
durant le fumage, des procédés ont été néanmoins développés pour éviter leur présence dans
le produit fumé final. Ainsi, les différents générateurs de fumée présentés précédemment ont
¢été congus dans ’optique de réduire la charge en HAP dans la fumée générée. En effet, en
externalisant les générateurs, les goudrons et HAP peu volatils doivent parcourir une plus
grande distance avant de parvenir a I’aliment par rapport a une exposition directe du produit a
la fumée (Poligné, 1. et al., 2001). En plagant des filtres ou des étapes de purification de la
fumée, on obtient une fumée plus « propre » arrivant dans la cellule de fumage. L’atomisation

de fumée liquide apparait comme le stade ultime de « fumée propre ». La concentration en
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HAP de la fumée liquide est soumise a réglementation afin de pouvoir étre utilisée. Il est donc
nécessaire pour les industriels de s’assurer de la conformité de leurs fumées liquides et donc
d’en assurer la plus grande innocuité vis-a-vis des HAP. Depuis 2003, les fabricants de fumée
liquide doivent respecter des taux de benzo[a]anthracéne et de benzo[a]pyréne inférieurs a
respectivement 20 et 10 ug/kg de fumée liquide (EC 2065/2003, 2003).

Quelques études menées essentiellement sur des produits de la mer sont disponibles en ce qui
concerne les générateurs a exposition directe, parfois appelé traditionnels par opposition aux
générateurs modernes externes. Celles-ci ont montré que le fumage par exposition directe
conduisait a de tres fortes et aléatoires teneurs en HAP (Chandrasekhar, T.C. & Kaveriappa,
K.M., 1985). Les utilisations du générateur a autocombustion ou de la fumée liquide ont
réduit fortement ces concentrations (Karl, H. & Leinemann, M., 1996 ; Karl, 1997 ; Hattula,
T. et al., 2001). De manicre générale, I'utilisation de générateurs de fumée externes conduit a
des produits largement moins contaminés en HAP, tout du moins en benzo[a]pyréne (Miiller,
W.D., 1991). En effet, les seuls travaux concernant les générateurs de fumée modernes sont
uniquement axés sur le benzo[a]pyréne notamment parce qu’il a été et est toujours la
substance HAP de référence. Cependant, d’autres études ont montré récemment que d’autres
HAP comme les dibenzopyrénes pourraient s’avérer autant voire davantage toxiques que le
benzo[a]pyréne (INERIS, 2003). Ainsi, I’absence de données sanitaires plus exhaustives sur
la contamination en HAP de produits fumés par les différents générateurs industriels justifie

nos travaux.

1.5.3. Formation dans la fumée

La formation des HAP dans la fumée de bois reste encore mal connue. En effet, si la
formation de HAP lors de processus pyrolytiques a hautes températures avec formation de
flammes a déja été I'objet d’études, la formation de HAP lors du fumage parait plus
complexe. En effet, il n’y a pas formation de flammes dans le générateur de fumée.
Cependant, les mécanismes a 1’origine de la création de HAP dans la fumée de bois semblent
étre similaires. La formation de HAP comporte la génération d’un premier cycle aromatique.
Celui-ci peut étre obtenu par la dégradation des constituants cycliques du bois ou par
assemblage/addition de radicaux aliphatiques.

Les HAP semblent étre préférentiellement formés a partir des constituants de la lignine.

Durant la pyrolyse, les fissions dues a des thermodégradation affectent les hétérocycles
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Arrachement d’un atome d’hydrogene : CxHy-H + H — CXHYo +H,
Addition d’une molécule d’acétyléne : CxHy + R-C,H; — R-Cxi2Hyr

Figure 23. Réactions du mécanisme HACA a I’origine de la formation d’HAP
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furanes et pyranes de la lignine alors que les noyaux aromatiques relativement stables sont
uniquement amputés de quelques groupements mais gardent leur intégrité cyclique
(Sainclivier, 1985). Ces noyaux aromatiques peuvent alors perdre des atomes d’hydrogene
sous I’effet des conditions extrémes de la pyrolyse et se polymériser.

D’autres mécanismes semblent également étre a I’origine de la formation des HAP et
notamment de la formation du premier noyau aromatique. Ils font intervenir des réactions
d’addition/d’assemblage entre des radicaux alkyls et des dérivés de 1’acétyléne, produits tres
facilement a partir de la pyrolyse des constituants du bois. Ces réactions sont regroupées sous
I’acronyme HACA (Hydrogen abstraction / ACetylene Addition) (Figure 20) et conduisent a
la formation de noyau aromatique (Richter, H. & Howard, J.B., 2000). Dans ce type de
mécanisme, il y a deux processus importants, I’arrachement d’un atome d’hydrogeéne d’une
part et ’addition d’une molécule de type acétylénique d’autre part. Ces réactions sont tres
rapides car les espéces chimiques formées sont trés instables et doivent se cycliser pour se
stabiliser. La formation de HAP de plus haut poids moléculaire peut également s’envisager a
partir de radicaux du naphtaléne (Lafleur, A.L. et al., 1996). En effet, le mécanisme HACA
permet de rendre compte de la formation du premier noyau aromatique. Il peut ensuite étre
facilement étendu pour décrire la croissance des HAP. Néanmoins, d’autres mécanismes ont
¢galement été¢ avancés pour former un noyau benzénique : le radical cyclopentadienyl et le
radical propargyl, radicaux suffisamment stables pour étre impliqués dans la formation des
HAP. Le radical cyclopentadienyl peut conduire a des radicaux a six atomes de carbone de
type fulvéne qui peuvent ensuite s’isomériser en benzeéne. Le naphtaléne pourrait alors étre
obtenu par dimérisation de deux radicaux cyclopentadienyls.

Ainsi, les mécanismes a 1’origine des HAP dans la fumée de bois restent encore hypothétiques

et sont régis par des parametres thermodynamiques encore mal définis.

1.5.4. Méthodologies utilisées dans I'extraction et 'analyse des HAP

Compte tenu de 1’état physique et de la composition biochimique des matrices, une gamme

trés variée de techniques d’extractions sont disponibles.

1.5.4.1. Méthodes d’extraction des HAP de la fumée a I’état gazeux

I1 faut distinguer I’extraction de HAP de fumée a 1’état gazeux de celle a I’état liquide.
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Pour extraire les HAP d’une fumée a I’état gazeux, deux principes d’extractions sont
employés : I’adsorption des HAP sur des pieges solides suivie de leur extraction de ces dits
picges et le barbotage des fumées directement dans un solvant pour lequel les HAP auront une
forte affinité (Garcia-Falcon, M.S. & Simal-Gandara, J., 2005).

L’adsorption de la fumée sur des adsorbants solides est trés employée dans I’analyse de
fumées (Dos Santos Barbosa, J.M. et al., 2006 ; Sadhra, S. & Wheatley, A.D., 2007). Les
techniques divergent selon le mode d’extraction des HAP de ces pi¢ges. En effet, les HAP
peuvent en étre extraits par extraction liquide-solide (Li, S. et al., 2003), par EDS (Forehand,
J.B. et al., 2000) comme dans le cas de fumées de cigarette, par ultrasons (Marvin, C.H. et al.,
1999) comme dans le cas d’atmospheres polluées ou encore par Soxhlet (Chen, Y.C. & Chen,

B.H., 2003) comme dans le cas de fumées de friture.

1.5.4.2. Méthodes d’extraction des HAP de matrices liquides ou solides

Dans le cas de I’extraction des HAP de matrices liquides ou solides, notamment alimentaires,
la composition biochimique de la matrice est un point critique dans le choix de la méthode.

En effet, les HAP, fortement lipophiles sont souvent coextraits avec des composé€s générant
des interférences (Guillén, M.D. et al., 2000a) comme les matiéres grasses entrainant des
problémes ultérieurs d’identification et de quantification. Le saumon fumé constitue une
matrice complexe riche en maticres grasses ce qui implique des techniques d’extractions plus
douces par opposition aux matrices environnementales (type boues, sols, ...) afin d’éviter une
dénaturation trop poussée de la matrice et la formation d’artefacts.

L’efficacité de ’extraction des HAP dépend principalement de la polarité du solvant utilisé,
de I’état physique de la matrice et de la préparation de 1’échantillon. Ainsi, les premieres
extractions de HAP ont été des extractions liquide-liquide comme dans le cas de la fumée
liquide (Guillén, M.D. et al., 2000b et 2000c) ou solide-liquide comme dans le cas de la
viande grillée (Rivera, L. et al., 1996). Les solvants utilisés sont pour la plupart des solvants
apolaires ou des mélanges avec des solvants plus polaires dans le but d’extraire le maximum
de HAP tout en réduisant le taux de maticres grasses coextraites. La récupération des HAP est
d’autant plus élevée que 1’échantillon est soluble dans le solvant organique comme dans le cas
de produits laitiers ou de la fumée liquide (Kishikawa, N. et al., 2003). D’autres équipes ont
cherché a privilégier une extraction sélective des HAP en augmentant 1’affinité des HAP pour

. , . . + . . g
un agent d’extraction. La caféine ou les ions argent Ag ont ainsi été utilisés pour complexer
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les HAP (Moret, S. & Conte, L.S., 2000 ; Lee, J.H. et al., 2004). Dans le cas de la viande et du
poisson, matrices alimentaires solides, les HAP se fixent préférentiellement dans les tissus
lipidiques (Stothywo, A. & Sikorski, Z.E., 2005). Pour les extraire, il faut augmenter leur
affinité pour le solvant d’extraction en détruisant la matiere grasse. Une étape de
saponification est trés souvent appliquée (Simko, P., 2002). Celle-ci n’est pas obligatoire en
fonction de la composition biochimique de la matrice d’extraction. En revanche, une étape de
purification est quasiment obligatoire. Si au début des purifications sur colonnes d’alumine ou
de silice activée étaient les plus utilisées (Stothywo, A. & Sikorski, Z.E., 2005), la purification
sur colonnes d’Extraction en Phase Solide (SPE) s’avére plus aisée et largement répandue
aujourd’hui pour ce type d’extraction (Kiss, G. et al., 1996 ; Zamperlini, G.C.M. et al., 2000).
Le choix de la nature des cartouches SPE dépend fortement de la méthode d’extraction et de
la composition de I’extrait a purifier. La plupart du temps des cartouches apolaires de silice
C,s sont utilisées mais 1’utilisation de phases possédant des similarités de structure avec les
HAP donne également de bons résultats. En effet, des cartouches composés de copolymeres
de styrene - divinylbenzene permet des interactions I1 entre les cycles de la phase et les HAP
qui augmentent ainsi leur rétention sur la phase par rapport aux mati¢res grasses moins
retenues et éliminées lors du nettoyage de la cartouche (Marcé, R.M. & Borrull, F., 2000).

Dans un souci de réduction des composés coextraits, d’autres méthodes ont été optimisées.
Citons ainsi D’extraction par ultrasons dans le cas de végétaux (Dugay, A. et al., 2002),
I’Extraction Accélérée par Solvants (ASE) dans le cas de viandes fumées qui s’avére moins
consommatrice que 1’extraction solide-liquide par Soxhlet en terme de volume de solvants
pour des résultats tout aussi efficaces (Wang, G. et al., 1999) ou encore 1’Extraction par
Liquide sous Pression (PLE), une variante de ’ASE (Veyrand, B. et al., 2007). L’Extraction
par Fluide Supercritique (SFE) est trés utilisée dans le cas d’extractions de HAP de matrices
environnementales trés contaminées et peu grasses et s’avere plus efficace que 1’extraction
par solvants liquides. Grace a ses conditions supercritiques facilement atteintes (Température
critique : 31,1°C, Pression critique: 7,38 MPa), le dioxyde de carbone est couramment
employé (Jarvenpdd, E. et al., 1996). Cependant, I’optimisation pour réduire la génération
d’artefacts dlie aux lipides coextraits dans le cas de matrices alimentaires reste fastidieuse,
mais une fois maitrisée, permet de s’affranchir de I’étape de purification et de réduire les
volumes et les temps d’extraction (Lage Yusty, M.A. & Cortizo Davifia, J.L. et al., 2005).

Dans le cas d’eau polluée, les HAP peuvent également étre extraits par adsorption sur des

picges placés au sein du liquide (fibre SPME ou barreau de Stir Bar Sorptive Extraction
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(SBSE)) avant d’étre désorbés (Popp, P. et al., 2000 ; King, A.J. et al., 2004). Cependant, ces

techniques ne sont applicables que dans le cas de matrices liquides peu complexes.

1.5.4.3. Méthodes d’analyse des HAP

Les méthodes de séparation résident dans la chromatographie en phase gazeuse (GC) et la
chromatographie liquide (LC).

De nombreux auteurs ont comparé I’efficacité de la séparation GC et LC pour 1’analyse des
HAP mais ces deux méthodes sont complémentaires et offrent toutes deux des avantages et
des inconvénients (Simko, P., 2002).

La GC possede un pouvoir résolutif plus important que la LC. L’efficacit¢ des colonnes
capillaires GC est également plus grande ce qui est un grand intérét dans le cas de mélanges
complexes (Sim, P.G. et al., 1987).

La LC permet des temps d’analyse beaucoup plus courts. La sélectivité est également plus
importante qu’en GC puisque 1’on peut séparer des isomeres ce qui est beaucoup plus difficile
en GC (Chiu, C.P. et al., 1997). Ainsi, le choix de la méthode de séparation est guidé par la

nature de la matrice d’extraction et les objectifs de I’analyse.

En fonction de la méthode de séparation, différents types de détecteurs sont utilisés
permettant de réaliser I’identification et la quantification.

Couplés a la GC, les principaux modes de détection sont la détection a ionisation de flamme
(FID) et la spectrométrie de masse (analyseurs trappe d’ion (ITD), quadripdle ou Time-Of-
Flight (TOF)) (Simko, P., 2002). La GC couplée a la spectrométrie de masse a été largement
employée pour étudier I’occurrence des HAP dans des matrices telles que I’eau (Davis, S.C. et
al., 1999), le poisson (Birkholz, D.A. et al., 1998 ; Pointet, K. & Milliet, A., 2000 ; Vives, L.
& Grimalt, J.O., 2002) ou la viande fumée (Yeakub Ali, M. & Cole, R.B., 2001 ; Jira, W.,
2004b).

Couplés a la LC, les principaux modes de détection sont la détection Ultraviolets (UV), la
détection fluorimétrique (FD) et la spectrométrie de masse (essentiellement des analyseurs
quadripolaires). Ainsi, la présence de HAP a déja été mise en évidence par LC-UV dans des
matrices diverses telles que le poisson fumé (Jarvenpia, E. et al., 1996), la viande (Chen, B.H.
et al., 1996) ou le café (Koffi Houessou, J. et al., 2005). Les longueurs d’onde utilisées sont

souvent comprises entre 200 et 400 nm. La fluorimétrie a également été utilisée pour la
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détection des HAP dans des matrices marines (Santana Rodriguez, J.J. & Padron Sanz, C.,
2000), le poisson fumé (Storelli, M.M. et al., 2003), la fumée liquide (Simon, R. et al., 2006)
ou le chorizo fumé (Garcia-Falcon, M.S. & Simal-Géndara, J., 2005). Les longueurs d’onde
d’excitation sont généralement comprises entre 200 et 400 nm et celles d’émission entre 300
et 550 nm (Simko, P., 2002). Enfin, la spectrométrie de masse a essentiellement été utilisée
pour la détection de HAP dans des matrices environnementales (Marvin, C.H. et al., 1999 ;
Takino, M. et al., 2001) ou biologiques (urines) (Ferrari, S. et al., 2002).

Certains auteurs ont également développé d’autres modes de détection couplés a la LC
comme la détection ampérométrique, notamment pour la détection de HAP dans 1’eau potable
(Nirmaier, H.P. et al., 1996).

Afin d’obtenir une meilleure séparation, des techniques couplant deux modes de séparation
ont ¢ét¢ développées comme la chromatographie bidimensionnelle en phase liquide LC/LC
couplée a un détecteur UV ou fluorimétrique. La LC/LC-UV a été employée pour la détection
des HAP dans le poisson fumé (Moret, S. et al., 1999) et la LC/LC-FD pour I’analyse des
HAP dans I’huile alimentaire (Van Stijn, F. et al., 1996). Le passage sur une premiere colonne
permet de sélectionner les zones de coélution afin d’améliorer la séparation sur la deuxieme
colonne et de s’affranchir des interférences chromatographiques causées par les composés
coextraits. De méme, des couplages innovants SFE-LC/GC-MS ont également été testés pour
I’analyse de HAP dans I’atmosphere (Shimmo, M. et al., 2002)

Ce méme objectif est également poursuivi dans le cas d’études mettant en ceuvre un couplage
impliquant une technique de séparation et deux techniques de détection comme pour la LC-
MS/MS ou la GC-MS/MS ou deux spectromeétres de masse sont placés en série apres le
systeme de séparation (Veyrand, B. et al., 2007). La détection des HAP par GC-MS/MS a
déja été mise au point sur du pétrole brut (Munoz, D. et al., 1997) ou des huiles alimentaires
(Ballesteros, E. et al., 2006). La deuxiéme ionisation du second spectrométre de masse permet
de fragmenter les molécules interférentes coextraites sans affecter les HAP qui de par leurs
structures chimiques sont tres stables. La LC-MS/MS a également été utilisée pour 1’analyse
de métabolites d’HAP (Lintelmann, J. et al., 2006) mais pas a notre connaissance pour
I’analyse de HAP.

L’analyse des HAP peut également étre menée par des tests immunoenzymatiques. La
quantité¢ de HAP est suivie par I’activité enzymatique d’anticorps polyclonaux spécifiques de
certains HAP. La technique est trés sensible, surtout pour le benzo[a]pyréne mais ne

fonctionne pas pour tous les HAP (Roda, A. et al., 1999).
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Enfin, la résonance magnétique nucléaire (RMN) est aussi un moyen d’identifier les HAP
dans une matrice (Kacker, T. et al., 2002). Cette technique peut étre couplée a la LC afin
d’effectuer une premicre séparation et est comparable aux couplages LC-UV, LC-FD ou LC-

MS (Weisshoff, H.et al., 2002).

1.6. Conclusion

L’odeur « fumé» du poisson fumé est inhérente au procédé¢ de fumage. La variété des
générateurs de fumée et la diversité des parametres de fumage (bois, parameétres physiques et
chimiques, ...) multiplient les nuances odorantes du poisson fumé. Certains composés volatils
du poisson fumé, imputables a la fumée ou créés lors du fumage entre les composés de la
fumée et ceux du poisson sont bien connus. Les composés phénoliques ont largement fait
I’objet de travaux d’identification. Cependant il n’y a eu que trés peu de quantifications.
Quant a la caractérisation du rdle de ces composés volatils dans la perception de 1’odeur de
produits fumés, elle demeure un domaine quasi inexploré. Ainsi, par une meilleure
connaissance des parametres a 1’origine de la création de certains composés odorants, nous
pourrons donner des recommandations pour produire la production de poisson fumé avec des
caractéristiques odorantes requises tout en favorisant les paramétres minimisant les taux de
HAP.

A Tissue de cette étude bibliographique, quatre axes de recherche sont apparus comme

essentiels pour appréhender les propriétés organoleptiques et sanitaires du saumon fumé :

v La mise au point d’une méthode d’extraction quantitative et représentative du saumon
fumé et la validation de son efficacité ainsi que de sa capacité a étre utilisée en
olfactométrie devant étre validée.

v" L’influence des paramétres de fumage (générateur de fumée, temps d’exposition,
température de fumage) sur les qualités organoleptiques du saumon fumé.

v' L’influence des paramétres de fumage (générateur de fumée, temps d’exposition,
température de fumage) sur la contamination en HAP du saumon fumé.

v" L’influence de certains composés odorants dans 1I’odeur globale du saumon fumé.
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Organisation des publications du mémoire de these

Travail bibliographique préparatoire

Inventaire des aldéhydes volatils présents dans 1’ardme des poissons fumés : méthodes d’extraction et

d’analyse, mécanismes de formation, propriétés organoleptiques et toxicité.
VARLET, V., PROST, C., SEROT, T. (2007). Volatile aldehydes in smoked fishes : analysis methods, occurrence and mechanisms of formation.
Food Chem., 105, 1536-1556.

Résultats

Partie 1 : Méthodologies d’extraction et validation

1. Mise au point d’une méthode d’extraction quantitative et représentative des aromes du saumon fumé
VARLET, V., PROST, C., SEROT, T. (2007). New procedure for the study of odour representativeness of aromatic extracts
from smoked salmon. Food Chem., 100, 820-829.

2. Validation de I’efficacité cette méthode dans I’analyse des composés volatils odorants du saumon
frais et du saumon fumé

VARLET, V., KNOCKAERT, C., PROST, C., SEROT, T. (2006). Comparison of odor-active volatile compounds of fresh and
smoked salmon. J. Agric. Food Chem., 54, 3391-3401.

Partie 2 : Caractérisation organoleptique et sanitaire du fumage

3. Approche technologique, sensorielle et sanitaire des 4 principales méthodes industrielles de génération

de fumée utilisées dans le fumage a froid : Publication introductive / Présentation des méthodes
VARLET, V., SEROT, T., KNOKAERT, C., CORNET, J., CARDINAL, M., MONTEAU, F., LE BIZEC, B., PROST, C. (2007). Organoleptic

characterization and PAH content of salmon (Salmo salar) smoked according to four industrial smoking techniques. J. Sci. Food Agric., 87(5),
847-854.

4. Etude sanitaire du saumon fumé par différentes méthodes présentées dans la publication 3 : suivi de la

contamination en HAP en fonction de la nature du générateur et des paramétres du fumage.
VARLET, V., SEROT, T., MONTEAU, F., LE BIZEC, B., PROST, C. (2007). Determination of PAH profiles by GC-MS/MS in salmon muscle
processed according to four different smoking techniques. Food Addit. Contamin., 24(7), 744-757.

Partie 3 : Caractérisation aromatique du fumage

5. Etude olfactométrique des principaux composés volatils odorants présents dans du saumon fumé par les

différentes méthodes présentées dans la publication 3.
VARLET, V., PROST, C., CARDINAl, M., KNOCKAERT, C., SEROT, T. (2007). Olfactometric determination of the most potent odor-active
compounds in salmon muscle (Salmo salar) smoked by using four smoke generation techniques. J. Agric. Food Chem., 55, 4518-4525.

6. Corrélation entre les analyses sensorielles et les analyses olfactométriques du saumon fumé par les

différentes méthodes présentées dans la publication 3.
VARLET, V., SEROT, T., CARDINAL, M., COURCOULX, P., KNOCKAERT, C., PROST, C. (2007). Relationships between sensory characteristics
and the most odorant volatile compounds of salmon smoked by four industrial smoking techniques. Food Res. Int., soumise.

Partie 4 : Role des composés volatils odorants dans I’odeur globale

7. Elaboration d’une nouvelle stratégie olfactométrique : étude de I’influence de certains composés volatils

odorants dans 1’odeur globale de fumée.

VARLET, V., SEROT, T.,CATANEO, C., PROST, C. (2007). Innovative gas chromatography-olfactometric method : gas chromatography-
Concentration/Omission of Odorants at Liquid state (GC-COOL). Contribution of odorant volatile compounds of liquid smoke in the overall
smoke odour. En rédaction

Figure 24. Schéma de lecture des publications dans I’architecture du manuscrit de thése
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Les résultats de ces recherches ont fait 1’objet de publications et seront développées dans les

parties suivantes de ce mémoire, organisé selon le schéma ci-contre (Fig. 22)
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PARTIE 1 : Mise au point d’une méthode d’extraction
quantitative et représentative pour I'analyse ef la
caractérisation des composés volatils odorants du saumon

frais et du saumon fumé
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PARTIE 1 : Mise au point d’une méthode d’analyse quantitative et représentative pour
I’analyse et la caractérisation des composés volatils odorants du saumon frais et du
saumon fumé

L’¢étude bibliographique nous a permis de constater les lacunes scientifiques dans la connaissance
des composés volatils odorants du saumon fumé. En effet, trés peu de travaux ont été menés sur
les ardmes de tels aliments alors que leur identification et leur dosage constitueraient un atout pour
la diversification des poissons fumés et I’amélioration de leur qualité.
L’identification de plusieurs points critiques dans 1’¢laboration d’une méthode d’analyse nous a
permis de définir une stratégie pour extraire les composés volatils odorants du saumon fumé :

* le choix d’une méthode d’extraction la plus performante possible,

* lanécessité de garantir I’innocuité de 1’extrait lors des séances sensorielles,

* lanécessité de s’assurer de la représentativité des extraits obtenus,

» la capacité de la méthode d’analyse a identifier et quantifier les composés volatils odorants

du saumon frais et du saumon fumé.

Ainsi, la caractérisation des composés volatils odorants du saumon fumé a été planifiée en deux
¢tapes : une premiere étape de développement méthodologique sur la mise au point de 1’extraction
des composés volatils odorants sur solutions modéles et une seconde étape de caractérisation des
composés volatils odorants du saumon frais et du saumon fumé.

Le développement méthodologique a nécessité une optimisation en trois phases: un premier
travail bibliographique sur les méthodes d’extraction des composés volatils d’une telle matrice, un
second travail constitué par un développement analytique sur standards pour tester I’efficacité de
I’extraction et un troisiéme travail d’étude de la représentativité odorante des extraits aromatiques
obtenus par rapport a la matrice d’origine.

L’étude bibliographique nous a permis de choisir I’extraction-distillation simultanée comme
méthode d’extraction des composés volatils du saumon fumé. Nous avons préféré utiliser des
méthodes directes plutot que des méthodes d’espace de té€te pour s’assurer de 1’extraction de la
totalit¢ des composés volatils odorants puisque nous poursuivions un objectif final de leur
quantification. Des travaux antérieurs ont montré que cette méthode permettait I’analyse de
composés volatils odorants de nombreux produits de la mer (Choi, S.H. et al., 1983 ; Flament, 1.,
1990 ; Tanchotikul, U. et al., 1991 ; Cha, Y.J. et al., 1995 ; Chung, H.Y., 1999 ; Morita, K. et al.,
2001 ; Lee, G.H. et al., 2001 ; Chung, H.Y. et al., 2001 ; Chung, H.Y. et al., 2002). Cette méthode

d’extraction a également déja été utilisée dans notre laboratoire sur du turbot et du hareng fumé
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(Prost, C. et al., 1998; Sérot, T. et al., 2004). Cependant, cette méthode posséde deux
inconvénients majeurs. Premicrement, I’extraction étant réalisée a pression atmosphérique, la
matrice est portée a des températures importantes qui peuvent favoriser I’éventuelle génération
d’autres composé€s volatils a partir des constituants du poisson et étre responsables d’interférences
chromatographiques et/ou odorantes. Toutefois, notre travail s’opérant sur une matrice fumée,
celle-ci a déja subi un traitement thermique ce qui pourrait limiter la génération d’éventuels
composés lors de I’extraction. Deuxiémement, apres 1’extraction, une étape de concentration est
toujours réalisée afin de réduire le volume de solvant et de concentrer les composés volatils
extraits. Etant donné la volatilit¢ des composés aromatiques, il est nécessaire d’utiliser des
solvants a bas point d’ébullition pour éviter d’évaporer les molécules extraites. Or, les solvants
utilisés sont toxiques, principalement le dichlorométhane. Ainsi, cette méthode pourrait conduire a
une extraction non représentative de la matrice et ne pas garantir une sécurité sanitaire totale de
nos juges lors de séances sensorielles ou olfactométriques. Pour pallier a ces deux inconvénients,
nous avons mis en place un protocole dans I’extraction des composés volatils permettant de
s’affranchir de ces problémes de toxicité. Pour contréler que le protocole ne créait pas de
différences sensorielles, des tests de représentativité ont ét€ mis en place pour s’assurer que les
composés volatils odorants quantifiés étaient ceux d’un extrait représentatif de la matrice. De plus,
les tests de représentativité ne prennent généralement pas en compte un éventuel effet de la
matrice. Or, des interactions odorantes entre les composés de 1’extrait et la matrice peuvent avoir
lieu. L’extrait obtenu ne devra pas étre représentatif du saumon fumé en soi mais représentatif une
fois redéposé sur du saumon non fumé. Les tests de représentativité devront donc intégrer 1’effet
matrice.

Puis, notre objectif final étant I’identification et la quantification des composés volatils odorants
du saumon fumé, nous avons appliqué la méthode d’extraction sur matrice réelle. Nous avons
caractéris¢ les molécules odorantes du saumon frais et du saumon fumé. La comparaison des
concentrations en composés volatils odorants dans ces deux matrices permeetront de mieux
identifier les précurseurs. Pour caractériser les composés volatils odorants de telles matrices,
I’analyse par GC-MS/O s’impose. Elle permet la détection des zones odorantes du
chromatogramme par les juges et identification simultanée des composés correspondants par

spectrométrie de masse.

La mise au point de cette méthode d’extraction des composés volatils du saumon fumé a donc
nécessité une validation analytique sur standards aromatiques fréquemment détectés dans les

produits de la mer et une validation odorante des extraits par tests de représentativité. Ce
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développement méthodologique a été valorisé sous la forme d’une publication dans Food

Chemistry.
Les résultats obtenus concernant les composé€s volatils odorants du saumon fumé et non fumé ont

été rédigés sous la forme d’une publication parue dans Journal of Agricultural and Food

Chemistry, constituant I’un des premiers articles dans le domaine.
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Abstract

The representativeness of an aromatic extract of smoked salmon obtained from simultaneous steam distillation and extraction with
diethyl ether is discussed. After extraction, the extract is diluted in ethanol with an evaporation of diethyl ether, which allows the extract
to be redeposited on matrices physically similar to those of the original product. When the shift of the matrix effect is taken into account,
the sensorial results are closer to reality and more representative of the real interaction conditions between the matrix and the extract.
Several sensory methods are used to describe the representativeness of the smoked salmon extracts, such as triangular and notation tests.
Preliminary work is carried out on standards known both to contribute to the aroma of many seafood products and to have a high vol-
atility in comparison with those expected in smoked salmon in order to test the method in difficult conditions of recovery. This enables
the recovery yield of the extraction (from 62% for limonene to 97% for 2-methylphenol) to be assessed leading to a better characterization
of the representativeness taking into account the odour dilutions. The final aromatic extract is found to be about 70% representative of th

original product.
2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Smoked salmon; Odour representativeness; Simultaneous steam distillation-solvent extraction method; Aroma extraction; Sensorial test

1. Introduction

In food aroma analysis, a wide range of extraction
methods has been developed (Wilkes et al., 2000). How-
ever, when olfactometry is applied after the extraction
step, the representativeness of the aromatic extract is not
always measured. In the case of headspace extractions,
the most volatile compounds are followed but it is not easy
to assess the odour representativeness of the extraction be-
cause the aromatic extract is in the gaseous state. How-
ever, it has become essential to evaluate the
representativeness of the aromatic extract before analysing
it in order to validate the olfactometric results. The extrac-
tion methods, where the final extract is liquid allow the

" Corresponding author. Tel.: +33 61 15 06 531; fax: +33 02 517 855 20.
E-mail addresses: vincent.varlet@enitiaa-nantes.fr, v.varlet@laposte.
net (V. Varlet).

similarity between the extract and the initial product to

be assessed. Several studies have already been carried
out on representativeness in mussels (Le Guen, Prost, &
Demaimay, 2001), oysters (Le Pape, Grua-Priol, Prost, &
Demaimay, 2004) and apples (Mehinagic, Prost, & Demai-
may, 2003). Nevertheless, the main criticism of studies of
odour representativeness is the comparison of odours that
might be similar but are smelt on physically different
matrices. In other words, most of the studies of odour rep-
resentativeness do not take into account the shift of the
matrix effect due to the potential interactions that may
influence the sensory analysis when the mechanisms be-
tween the aromatic compounds and the food matrix are
not well enough known (Guillard, Le Quere, & Vendeuvre,

1997). Several teams have studied various systems for the

assessment of the representativeness of aromatic extracts

(Etiévant et al., 1994; Le Guen et al., 2001) but never with

a redeposition on a real matrix.
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The difficulty of redepositing the aromatic extract com-
ing from simultaneous steam distillation and solvent
extraction (SDE) or vacuum hydrodistillation and solvent
extraction (VHDS) methods is due to the final solvent,
which is almost always dichloromethane. Dichloromethane
is very commonly used in these types of extraction thanks
to its low boiling point, which can avoid a loss of the most
volatile compounds. However, this solvent is also toxic,
which is a drawback in olfactory analysis. It has been as-
sessed by toxicological experiments on rats as a mutagenic
agent with carcinogenic properties but with no effect on
reproduction (INRS, 1997). In France, the maximum value
of exposure for workers has been set at 350 mg/m’ for
dichloromethane. Several techniques have been established
to remove dichloromethane after the extraction, for exam-
ple liquid-liquid extraction on the aromatic extract in
dichloromethane after SDE or VDS, but this step further
reduces the yield of recovery. Redeposition of the aromatic
extract on paper strips has been commonly employed
(Pennarun, Prost, & Demaimay, 2002b; Sarrazin, Le
Quere, Gretsch, & Liardon, 2000) but the unavoidable
evaporation time of the solvent could allow the evapora-
tion of the most volatile compounds and the interactions
between the paper strip and the compounds are not repre-
sentative of the interactions between the food matrix and
the compounds. Finally, in odour representativeness stud-
ies, it is essential to work in iso-intensity odour conditions
or with a measure of the odour dilution because these con-
stitute parameters that are taken into account in the assess-
ment by the judges.

To assess the representativeness of a smoked salmon
aromatic extract and take into account all these con-
straints, the extraction method developed herein consists
of an SDE extraction at atmospheric pressure with diethyl
ether as the extraction solvent, followed by a dilution in
ethanol and, simultaneously, an evaporation of diethyl
ether. Thus, the final extract is obtained in a neutral solvent
commonly used in sensorial analysis and redeposition on a
real matrix is possible. SDE extraction method was chosen
because it has already given good similarity results, espe-
cially on smoked fish. Moreover, atmospheric pressure
SDE has already been found to give more information
about the volatile compounds than reduced pressure SDE
(Chung & Cadwallader, 1994). Also, the thermally gener-
ated compounds created by working at high temperatures
in SDE extraction do not affect the final odour because it
is an extraction of smoked compounds. Diethyl ether has
also been used in SDE extractions from many seafood
products (Cha & Cadwallader, 1995; Choi, Kobayashi, &
Yamanishi, 1983; Tanchotikul & Hsieh, 1991). After
extraction and concentration, the aromatic extract in
diethyl ether is diluted in ethanol and diethyl ether is re-
moved because, even though diethyl ether is less toxic (no
genotoxic, teratogenic and carcinogenic effects) and more
volatile (34.6 C versus 40 C) than dichloromethane
(Brondeau et al., 1999), this solvent is not totally safe.
The maximum value of exposure for workers in France

has been set at 1500 mg/m> for diethyl ether, that it is to
say dichloromethane is five times more dangerous than
diethyl ether. Anaesthesia can be carried out with diethyl
ether with 150,000 ppm. Since, in our case, we work with
an overall equivalent of about 700 ppm, all the manipula-
tions are safe but need precautions because irritation of
the respiratory tract can occur from a level of 200 ppm.
All the sensorial tests are safe because the concentration
of the aromatic extract leads to an equivalent of 10 ppm
(0.5 mL) in ethanol so, after the evaporation of diethyl
ether, traces may be present but in quantities much lower
than 10 ppm so not in toxic or irritant amounts. During
the redeposition of the extract on the food blank matrices,
ethanol is evaporated until it is not perceptible. The dilu-
tion of the extract in ethanol is chosen because ethanol is
totally non-toxic for sniffing analysis (Etiévant et al.,
1994) and is a good support for the odorant volatile
compounds.

The aim of this paper is to give an alternative to other
odour representativeness studies by responding to all these
constraints by the redeposition of a representative aromatic
extract on a real similar matrix (Tandon, Baldwin, & Shew-
felt, 2000). First of all, the method is evaluated in a quan-
titative way with the measurement of the recovery yields.
Then, it is studied in an odorant way because the represen-
tativeness of the aromatic extract is assessed by sensorial
analysis tests (Mehinagic et al., 2003; Moio et al., 1995).
These give information firstly about the adequate amount
of matrix that must be used, by studying the impact of
the intensity on the similarity. Secondly, they indicate the
level of representativeness by comparing a redeposition
on a real matrix and on paper strips.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Salmons (Salmo salar), reared in Norway, were pur-
chased from seafood wholesaler. The beech smoke was ob-
tained by smouldering. The salmon were smoked for 2 h at
a temperature of 24 C in the laboratory of IFREMER
(Nantes, France). Standard flavour compounds and colli-
dine were obtained from Aldrich (Steinheim, Germany).
The following solvents were used: diethyl ether (purity:
99.5%) from Panreac (Barcelona, Spain), ethanol (purity:
95%) from VWR (Fontenay-sous-bois, France). All water
was purified by a MilliQ system. Ethanol was freshly dis-
tilled before use.

2.2. Isolation of volatiles

A Likens-Nickerson apparatus was used for the prepara-
tion of the SDE extracts. A 500 mL round-bottomed flask
was used as the sample flask to contain: 150 mL of purified
water, 100 ug of collidine (2,4,6-trimethylpyridine) used as
internal standard and, in the case of the study on a salmon
matrix, 50 g of smoked salmon, and, in the case of the study
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on standards, 150 pL of solution containing all the standards
at 1 mg/mL in ethanol. A 30 mL round-bottomed flask con-
taining 30 mL of diethyl ether was linked to the upper arm of
the SDE apparatus. The gases were cooled by the circulation
of polyethylene glycol at 5 °C. The contents of the sample
and solvent flasks were heated to boiling. The temperature of
the diethyl ether flask was maintained by a water bath at
50 °C. The distillation—extraction was continued for 3 h.
The volume of the extract was reduced to 5 mL by evaporat-
ing the solvent using a Kuderna Danish apparatus, and to
2 mL under a gentle cold stream of nitrogen.

2.3. Solvent change

The aromatic extract in diethyl ether was introduced
into 10 mL of ethanol and diethyl ether was removed by
evaporation under a gentle cold stream of nitrogen for
10 min. As ethanol and diethyl ether are totally miscible,
the volatile compounds remain in a liquid state in ethanol,
even during the evaporation of diethyl ether at low temper-
ature (40 °C). The evaporation of diethyl ether provides a
neutral extract, from a toxic and odorant point of view,
which can be redeposited on fish flesh.

2.4. GC-FID analysis
GC analyses were carried out using a gas chromato-

graph (Star 3900, Varian, Palo Alto, CA, USA) equipped
with a split/splitless injector and a flame ionisation detec-

tor. The injector was set at 260 °C, the injector at 250 °C
and He at a flow rate of 1.0 mL.min" was used as carrier
gas. The volatile compounds were separated on a capillary
column (DB-wax, 30 m - 0.25 mm i.d., 0.5 um thick, J&W
Scientific, Folsom, CA, USA) with the following oven tem-
perature programme: from 40 °C (2 min) to 210 °C (2 min)
at 5 °C/min. The sample volume injected was 1 pL.

2.5. Assessment of the recovery yields

The recovery yields were characterized using standards
well known to participate in the aroma of many seafood
products and especially salmon (Table 1). Certain standards
that have not been found in salmon (2,5-dimethylpyrazine,
3-octanone) were chosen because it is interesting to obtain
the widest range of odorants representing as many chemical
groups as possible and odorant ketones and nitrogen-con-
taining compounds are expected in smoked salmon. This
assessment was carried out at the concentrations of odorant
compounds found in smoked salmon. The ratio between the
areas of the peaks of standards after extraction and the
standards directly in ethanol gives the recovery yields.

2.6. Sensorial analysis

The SDE extraction was carried out on smoked salmon
and the ethanolic aromatic extract obtained was redepos-
ited on the same salmon but not smoked. The odour repre-
sentativeness was evaluated on the salmon matrix using

Table 1

List of the 11 standards used for the evaluation of the recovery yields

Compounds Boiling point ( C) Descriptors Matrix References
Alcohols

1-Penten-3-ol

110

Sulfury, spicy, plastic

1-Heptanol 170 Potato
Aldehydes

Nonanal 186 Fatty, green, citrus
(E)-2-hexenal 142 Moss, wood
Ketones

3-Octanone 161 Earthy
Terpenes

p-Limonene 172 Citrus, green
Nitrogen-containing compounds

2,5-Dimethylpyrazine 150 Nutty

Furans

2-Acetylfuran 168 Coffee, burnt
2-Furancarbox-aldehyde 157

Phenolic compounds

2-Methoxyphenol 200 Smoke
2-Methylphenol 186

Smoked salmon
Red cooked salmon
Canned salmon
Red cooked salmon
Canned salmon

Canned salmon
Red cooked salmon
Smoked salmon
Canned salmon

Mussel juices
Anchovy, herring

Smoked salmon
Cooked mussels

Mussel juices
Roasted shrimps

Smoked salmon
Canned salmon
Smoked salmon

Smoked salmon
Lobster tail

Smoked herring

Cardinal et al. (1997)
Josephson et al. (1991)
Girard and Durance (2000)
Josephson et al. (1991)
Girard and Durance (2000)

Girard and Durance (2000)
Josephson et al. (1991)
Cardinal et al. (1997)
Girard and Durance (2000)

Cros et al. (2005)
Cha and Cadwallader (1995)

Cardinal et al. (1997)
Le Guen et al. (2000b)

Cros et al. (2005)
Kubota et al. (1986)

Cardinal et al. (1997)
Girard and Durance (2000)
Cardinal et al. (1997)

Cardinal et al. (1997)

Lee et al. (2001)
Sérot and Lafficher (2003)
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different sensory methods: triangular, descriptive and simi-
larity tests.

The odours of the extracts were assessed by a panel con-
sisting of 16 subjects (4 men, 12 women, from 22 to 49
years old) who were recruited in our laboratory (research-
ers and students from the Ecole Nationale des Ingénieurs
des Techniques Agricoles et Alimentaires of Nantes). They
learned to memorize and recognize the basic odours of
smoked salmon in order to discriminate the samples. The
panellists were trained during two sessions of descriptive
analysis, global sniffing and were selected for their interest
in the subject and their previous experience in sensory
olfactometric evaluation applied to seafood products (Pive-
teau et al., 2000; Sérot, Regost, Prost, Robin, & Arzel,
2001). The aim of the sensorial tests was to assess safely
the representativeness of the aromatic extract obtained by
SDE with diethyl ether. Finally, the comparison of the
redeposition of the extract on a real matrix or on paper
strips was studied in order to measure the gain in represen-
tativeness due to redeposition on a real matrix.

2.7. Generation of descriptors

The preliminary training sessions generated the main
descriptors of smoked fish flesh. The assessors had to com-
ment on the aroma characteristics using their own descrip-
tors. For this first sensorial session, the panellists (14
judges: 4 men, 10 women, aged from 22 to 49 years old)
were asked to give all the descriptors they wanted in order
to describe the odour of smoked salmon. They wrote down
anonymously the three most pertinent adjectives for the
odour they smelt. The seven descriptors most frequently ci-
ted were retained for the descriptive tests and the first five
descriptors were retained for the similarity tests.

2.8. Sample preparation and presentation to the judges

In both tests, the samples were presented to the panel in
15 mL brown coded flasks during the sessions. In both
cases, the reference was smoked salmon. The samples were
1 g cubes of salmon and the aromatic extract was redepos-
ited by gently sprinkling it on the cubes. The extracts were
hermetically stored at 4 °C in a fridge then placed at room
temperature 3 h before the beginning of each test. All the
samples were assessed at room temperature (20 °C) in neu-
tral conditions.

2.9. Descriptive tests

Descriptive tests enabled the samples to be evaluated by
their odorant characteristics. The intensity of each descrip-
tor was assessed by giving a mark on an unstructured scale
from “0”’ to ““10”". The average of the different marks was
used to build the profiles of the reference (smoked salmon)
and the extract redeposited on unsmoked salmon. For this
characterization, 10 judges were required (seven women
and three men, aged from 22 to 49 years old).

2.10. Triangular tests

Triangular tests consist of the presentation to a large
number of judges of three samples where one is different
from the other two. These tests allowed the link between
the real smoked salmon matrix and the aromatic extract
redeposited on a blank salmon matrix to be determined.
Assessors were requested to smell three samples and to lo-
cate the odd sample even if a difference was not perceptible
(forced-choice method). Samples were coded and presented
to the judges in random order but taking care to have the
six permutations at least twice whenever possible (Abbott,
Etiévant, Langlois, Lesschaeve, & Issanchou, 1993). The
panel was constituted of 16 judges aged from 22 to 49 years
old (11 women, 5 men).

2.11. Similarity tests

In similarity tests, the samples are presented to the
judges and they must assess the proximity of the extract
to the reference by noting the extract on an unstructured
100 mm scale, anchored at the left end with ‘‘odour far
from the reference’” and at the right end with ‘‘odour iden-
tical to the reference’’ (Etiévant et al., 1994; Larrayoz, Iba-
fiez, Ordofiez, Torre, & Barcina, 2000). There was one scale
per descriptor (5) previously set by training sessions. The
positions of the extracts on the scale were read as the dis-
tance (mm) from the left anchor. For all the similarity tests,
eight judges participated (five women, three men). The best
quantity of fish flesh required for the sensorial tests was
also tested in order to have an extract odour both very
close to the matrix and very homogeneous.

2.12. Statistical analyses

All the statistical analyses were performed with STAT-
GRAPHICS Plus 3.1 software (Manugistics, Rockville,
Maryland, USA). Multiple-way ANOVA was performed
on the descriptors and the judges to determine whether
there were significant differences between the marks of
the descriptors and thus if the representativeness of the ex-
tract was linked with a particular descriptor. Possible sig-
nificant differences between the response values were

evaluated by least significant difference (LSD) multiple
comparison tests with a confidence level of 95%.

3. Results and discussion
3.1. Recovery yields

The work on standards was carried out at concentrations
equivalent to those found in smoked salmon, especially the
volatile phenolic compounds. The mean quantity of volatile
phenolic compounds in smoked salmon is about 1 mg/kg
(Sérot, Baron, Knockaert, & Vallet, 2004). In the extrac-
tion, only 50 g of smoked salmon was used, corresponding
to a quantity of 0.05 mg of volatile phenolic compounds. In
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order to both be representative of real conditions and ob-
tain a significant chromatographic response, the work on
standards was performed with 150 pg of each standard.

Table 2 shows the recovery yields obtained after three
extractions and concentrations. Each recovery yield of a
compound is the result of the mean of three injections.

As the coefficients of variation of each compound in the
three extractions are less than 8%, the method is reproduc-
ible. There are no significant differences between the three
injections of one extraction, or between the three extrac-
tions. Moreover, except for the limonene extracted with a
recovery yield of about 62%, the recovery yields of the
other compounds are between 70% and 97%, which is quite
good with this kind of apparatus.

The loss of volatile compounds created by the total
evaporation of diethyl ether is evaluated at 6% on all the
standard compounds and at about 20% on the real matrix
(mean of the difference of all the areas of the peaks of the
compounds injected in diethyl ether and after dilution in
ethanol). Phenolic compounds and heavy compounds are
the least affected by the evaporation of ether with a loss
of about 10%. There can be a loss of up to 38% of the light-
est compounds. It is hoped that this small loss will be com-
pensated by the gain in representativeness due to the direct
and safe redeposition of the aromatic extract on the matrix
made possible by the change of solvent and the ethanolic
recovery.

All the standards chosen are representative of the high-
est volatilities of the volatile compounds liable to be found
in smoked salmon. It is reasonable to assume that the final
aromatic extract on real smoked salmon is a good represen-
tation of the original product.

To conclude, with regard to the recovery yield, SDE
with diethyl ether seems to be a suitable method for the
extraction of volatile odorant compounds of smoked
salmon.

3.2. Sensorial analysis

The quantity of raw salmon on which the aromatic ex-
tract is redeposited is calculated based on the overall recov-

ery yield of the extraction (about 75% except for limonene,
all the standards are located between 68% and 95%). The
recovery yields must be taken into account in order to be
close to iso-intensity conditions or, at least, in the same
concentrations of odorant volatile compounds expected
in smoked salmon. From a quantity of 50 g of smoked sal-
mon, the compounds are recovered in 10 mL of ethanol
with an overall yield of 75%. Thus, in 10 mL of ethanol,
there is the equivalent of the volatile compounds found
in about 40 g of smoked salmon. To respect the real initial
concentrations, 250 uL. of the final ethanolic extract must
be redeposited onto 1 g of raw salmon. In this way, the
shift of odour dilution is avoided by taking into account
the recovery yields.

After redeposition of the aromatic extract, a short time
is necessary to allow the ethanol to evaporate until it has
no impact on the sensorial analysis. Indeed, ethanol can
add a slight alcoholic odour, which can interfere with the
assessment. This time of evaporation was optimized and
established at 4.5 min by giving for the judges some flasks
with 250 pL of ethanol onto 1 g of salmon and at different
evaporation times. After 4.5 min, 80% of the nine judges
questioned did not perceive ethanol. The evaporation oc-
curs with no agitation of the flask; it is just left open after
1 min under a gentle cold stream of nitrogen. Knowing that
an evaporation time of 10 min under a nitrogen stream
leads to a loss of only 6% of the volatile compounds, it is
reasonable to assume that the evaporation time of ethanol
does not cause a greater loss than the evaporation time of
diethyl ether.

3.3. Generation of descriptors

The five descriptors the most frequently cited to describe
the smoked salmon by the 14 assessors are compiled in
Table 3. All the descriptors were chosen after a discussion
to agree a common definition of each descriptor in order to
be sure that each descriptor is perceived in the same way by
all the judges and represents the same odour for them. The
smoke odour was pointed out by all the judges. It is impor-
tant to say that they characterized the smoke differently

Table 2
Recovery yields of 11 standards (means and coefficients of variation)
Compounds RI Extraction 1 Extraction 2 Extraction 3 Total

Mean (%) CV (%) Mean (%) CV (%) Mean (%) CV (%) Mean (%) CV (%)
1-Penten-3-ol 1135 87.99 2.23 90.35 2.34 89.04 227 89.13 0.56
Limonene 1209 47.66 0.96 73.77 1.87 66.01 1.34 62.48 6.32
(E)-2-hexenal 1230 71.48 228 75.95 3.50 78.92 2.89 75.45 1.77
3-Octanone 1260 71.75 1.32 87.82 1.40 85.54 0.88 81.70 4.10
2,5-Dimethylpyrazine 1338 83.79 0.57 87.13 1.74 86.30 1.48 85.74 0.82
Nonanal 1400 77.80 0.64 84.73 1.19 86.56 2.40 83.03 2.18
1-Heptanol 1458 95.23 0.96 94.41 1.42 97.72 1.55 95.79 0.81
2-Furancarboxaldehyde 1471 68.56 0.75 69.23 1.23 72.97 0.61 70.25 1.12
2-Acetylfuran 1517 88.21 0.55 88.53 1.40 89.46 1.47 88.73 0.31
2-Methoxyphenol 1849 91.31 0.90 90.40 1.56 95.32 1.91 92.34 1.23
2-Methylphenol 2050 90.39 1.03 89.83 1.57 111.76 7.86 97.33 5.89

150



V. Varlet et al. / Food Chemistry 100 (2007) 820-829 825

Table 3
Odorant descriptors of smoked salmon

Descriptors Numbers of judges who cited
this descriptor (total 14 judges)
Smoke 14
Fish/herring 11
Fatty/buttery 10
Fresh/green 6
Salty/marine 6
Burnt/tobacco 4
Woody/mushroom 3

(smoke of fireplace, cold ashes or soot) but they all noticed
a woody or natural origin. The second descriptor was the
fishy odour and the fish name most frequently cited to de-
scribe the smoked salmon was herring. Fatty and buttery
was the third descriptor with 10 judges noticing this odour.
The last two descriptors retained for the notation tests were
cited with an equal frequency. They were fresh/green and
salty/marine.

3.4. Descriptive tests

For the descriptive tests of the intensity of each descrip-
tor, two other descriptors were retained. They were the aro-
matic notes tobacco/burnt and mushroom/woody-earthy.
They were not mentioned enough to be taken into account
in the notation tests but their presence was noticed by at
least three assessors. Thus, the similarity can be influenced
by these last two descriptors but they contribute more to
the overall aromatic note of smoked salmon rather than
constituting a particular odour of smoked salmon. The
average of the different marks for all the descriptors en-
abled profiles to be built for the reference (smoked salmon)
and the aromatic extract redeposited on unsmoked salmon
and are presented in Fig. 1. They allow an accurate repre-
sentativeness to be predicted because the profile of the aro-
matic extract follows the reference profile but just with

Mushroom/W oody-
Earthy

Tobacco/Burnt Fatty/Buttery

Salty/Marine Fresh/Green

---o--- Profile smoked salmon

—e—Profile extract of smoked salmon

Fig. 1. Profiles in iso-intensity conditions of smoked salmon (reference)
and aromatic extract of smoked salmon.

slightly lower intensity marks for the descriptors, especially
smoke odour. This difference may originate from the spe-
cific reactions of each judge towards this descriptor, espe-
cially for the extract profile. Indeed, the standard
deviation for this descriptor was greater (0.47) for the ex-
tracts than for the reference (0.24). The descriptor ‘‘smoke’’
is very interesting and subjective because it can be per-
ceived in many varied ways.

3.5. Triangular tests

Table 4 shows the results of the triangular tests with the
levels of significance and the number of correct responses.
It can be observed that there was a significant difference
between the aromatic extract and the reference (p < 0.01).
However, it is important to underline that there were three
assessors (out of 16 judges) who correctly identified the odd
sample but remarked that there was a problem with the
evaporation of the solvent and too weak a perception of
smoked salmon in the reference. These phenomena can
be explained by the saturation of the headspace in the
flasks. Nevertheless, they must be taken into account be-
cause the same conditions were applied to all the samples.
To avoid these problems, before the notation tests, the
assessors must open the flasks then wait for 1 min before
smelling. This precaution is sufficient because it was ap-
plied to the sensory profiles and nobody noticed a solvent
odour. This difference between the aromatic extract and
the reference will be evaluated further by the similarity
tests.

3.6. Similarity tests

3.6.1. Study of the overall feeling in relation to the quantity
of matrix

Assessors were requested to smell a reference of smoked
salmon and then to evaluate the proximity of the aromatic
extract in terms of odour, firstly based on their overall feel-
ing, on a 100 mm unstructured scale. Secondly, they were
asked to judge, on the same scale, the similarity between
the reference and the extract according to the five descrip-
tors previously generated.

In order to determine the optimum quantity of salmon
flesh on which the aromatic extract must be redeposited,
a study of the intensity of similarity marks was carried
out. Different amounts of smoked salmon and unsmoked
salmon were tested but the redeposition always occurred
at the equivalent concentrations of odorant volatile com-
pounds found in smoked salmon. To better understand
the behaviour of the judges when they are affected by a var-
iation in the odour intensity, they were asked to do a nota-
tion test on the five descriptors where the odour in the
samples was (i) the same as in smoked salmon (1 g) (ii) half
as concentrated as in smoked salmon (0.5 g of matrix) (iii)
twice as concentrated as in smoked salmon (2 g of matrix).
In the three tests, the quantities of aromatic extracts corre-
sponded to odour conditions to respect the iso-intensity
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Table 4

Results of the triangular test between the reference and the aromatic extract

Samples Number of assessors Number of correct responses Probability levels
a=0.05 a=0.01 a=0.001
Aromatic extract versus reference 16 12 10 11 12

principle: 500 uL for 2 g of salmon, 250 uL for 1 g of sal-
mon and 125 pL. for 0.5 g of salmon. The results of this
study are compiled in Fig. 2 and Table 5 for the 1 g samples
and in Fig. 3 and Table 6 for the 2 and 0.5 g samples.

The mean overall apparent feeling found with 1 g of sal-
mon was 59% for the proximity (that is to say 59 mm on a
100 mm unstructured scale) which is quite good because it
is statistically proven that, if two identical samples are pre-
sented to judges, the total overall mean of proximity is near
80% and not 100% as expected. In our case, when the same
two reference flasks were assessed, a similarity mark of
82.8% was found. Thus, the similarity of the aromatic ex-

tract must be corrected to 82.8% and not 100% which leads
to a real proximity of 70.2% if we relate the overall appar-
ent feeling mean (59%) to the total overall statistical mean
(82.8%). The difference noticed in the triangular test was
real but it did not affect the representativeness of the ex-
tract. So, the similarity marks were satisfactory and in
accordance with the results of other studies of representa-
tiveness (all on a 100 mm unstructured scale) like Mehina-
gic et al. (2003), who found scores from 49.1 to 57 mm for
fresh apple extracts, Pennarun, Prost, and Demaimay
(2002a), who obtained a mean score of 58.9 mm for the ar-
oma extracts of oysters and Le Pape et al. (2004), who
found scores from 25.9 to 42.3 mm for edible red algae.
Moreover, the representativeness marks illustrate the fact
that, even with certain losses caused by the evaporation
of diethyl ether, the similarity of the extract is quite correct.

Fig. 3 shows that the similarity is not influenced by the
odour intensity variations. Indeed, in the three cases (2, 1
or 0.5 g), the similarity marks are very close in the same

Means and 95.0 Percent LSD Intervals
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Fig. 2. Marks of proximity between the extract and the reference with 1 g
of salmon as redeposition matrix (five descriptors, eight judges) at
concentration of odorant volatile compounds found in smoked salmon.

concentrations of odorant volatile compounds found in
smoked salmon. From 0.5 g, a similarity mark of 59.9%
is obtained and, corrected by the total overall statistical
mean, this leads to 72.3%. From 2 g, the similarity mark
is 59.3% which, when corrected, gives a mark of 71.6%.
Both similarity marks are close to 70.2%.

Table 5

Results for the analysis of variance for marks with 1 g of matrix

Source Sum of Df Mean square F-ratio P-value

squares

Main effects
A: descriptors 5.22971 4 1.30743 0.15 0.9685
B: judges 76.5795 7 10.9399 1.2 0.3266

Residual 251.789 28 8.99245

Total (corrected) 333.98 39

All F-ratios are based on the residual mean square error.
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Fig. 3. Marks of proximity between the extract and the reference with
variations of the odour intensity (five descriptors, eight judges, full line:
0.5 g of salmon and broken line: 2 g of salmon as redeposition matrix) at
concentration of odorant volatile compounds found in smoked salmon.

Table 6
Results for the analysis of the variance for marks of similarity with
variations in the odour intensity

Source P-value (1) P-value (2)
Main effects

b desoiptors 04308 0.07va

E: jadges 00z 0.0003

(17 With 05 g of matriz; (2)wih 2 2 of matriz

152



V. Varlet et al. / Food Chemistry 100 (2007) 820-829 827

3.6.2. Study of descriptors in relation to the quantity of
matrix

The results of the different mean marks of the proximity
on the basis of the descriptors and the overall feeling are
presented in Fig. 2. It illustrates the conclusions of the
LSD multiple comparison tests, which compare any two
means at a confidence level of 95%. It is easy to observe
that the overall feeling of proximity is very representative
of the means of the five descriptors when 1 g is used. More-
over, the proximity according to the five descriptors was
equally assessed because they formed homogeneous groups
near the mean of overall proximity, which means that there
is not any one descriptor that significantly influences the
overall feeling. Thus, the descriptors are very linked to
the overall feeling and well chosen to describe the proxim-
ity between the aromatic extract and the original product.
Thus, the odour of the extract is well-balanced and there
was no preferential extraction of one kind of odorant
compound.

To study the possible influence of the judges or the
descriptors on the different notes, an analysis of variance
was also applied. The results are reported in Table 5. As
the P-values are always more than 0.05%, it can be con-
cluded that there is no effect of either the judges or the
descriptors on the notes.

In the case where 0.5 g of matrix was used, it is interest-
ing to note that all the means of the descriptors are greater
than the overall feeling mark as is shown in Fig. 3. The
LSD test even discriminates the descriptor ‘‘fishy/herring’’
as different from the others because its mean is a little higher.
The reduction in the quantity to smell causes an increase in
the ““fishy/herring”” odour of the extract. Another remark
can be made concerning the descriptors. With 1 g of ma-
trix, the overall feeling was very well represented by all
the descriptors. Since with 0.5 g of matrix, all the means
of the descriptors are higher than the overall feeling mean,
it seems that there is a change in the distribution of the
odours in the composition of the overall aroma resulting
from a reduction in certain aroma compounds. These com-
pounds cannot be linked to the descriptors because their
mean marks are the same, and sometimes even greater than
for several descriptors, as the marks obtained with 1 g of
matrix. Thus, these fluctuations show that the odour of
the 0.5 g sample with the corresponding quantity of aro-
matic extract is not as well-balanced as that of 1 g of ma-
trix. Nevertheless, these variations are not large enough
to be considered as a statistical shift. Indeed, Table 6 pre-
sents the results of the analysis of the variance for the sim-
ilarity marks with both cases of variation of the amount of
matrix and of extract. The fluctuations of the descriptors
were not detected as a predominant effect (P-value more
than 0.05%). However, there is a ‘“‘judge’ effect (P-value

lower than 0.05%). This can be explained by the different
perceptions of the judges when there is too small a quantity
of sample to smell. To conclude with this case, when 0.5 g
is used, differences in the composition of the overall aroma
occur that are deeply linked to the perceptions of the

judges, who are not affected by a reduction in the amount
of salmon and extract in the same way.

In the case where 2 g of matrix was used, the LSD test
found a descriptor different from the others (Fig. 3). All
the means of the descriptors are distributed very close to
the overall feeling except for ‘‘fresh/green’’. When the
quantity to smell was doubled, the compounds correspond-
ing to the aromatic note ‘‘fresh/green’’ hindered the repre-
sentativeness because they were not present enough by
comparison with the other descriptors. This is the main
reason why, in Table 6, a “‘descriptor’” effect is detected.
Like in the case of 0.5 g of matrix, the sample is not as
well-balanced as 1 g of matrix. In Table 6, a “‘judge’” effect
is also shown and can also be explained by the increase in
the quantity to smell. To conclude with this case, when 2 g
are used, the increase in the amount to smell causes
changes in the composition of the overall odour and can fa-
vour the perception or the inhibition of a particular odour,
especially due to the different reactions of the assessors to-
wards the variations in amounts. In addition, with the in-
crease in the quantity of the extract redeposited, there is
an increase in the quantity of ethanol, which can strongly
affect the assessment.

Concerning the study of the odour intensity impact on
similarity marks, it can be said that the representativeness
is not influenced by the quantity of salmon and extract to
smell. However, it can cause a variation in the overall
odour, which is derived from the evaluations by the panel-
lists, who do not form a homogeneous group when the
quantity is changed. Thus, the best compromise is obtained
with 1 g of salmon.

3.6.3. Gain in representativeness from redeposition on a real
matrix

A comparison between the odour of the reference and
the odour of the aromatic extract redeposited on paper
strips was evaluated in order to know the gain in represen-
tativeness from redeposition on a real matrix. Indeed,
firstly, it is very difficult to work in iso-intensity conditions
with paper strips. Secondly, redeposition on paper strips
favours the appearance of unexpected aromatic notes, like
cardboard, that can affect the evaluation (Pennarun et al.,
2002b). Thirdly, the representativeness between the paper
strip with the extract and the reference leads to a result
of 51.1% and, when corrected by the total overall statistical
mean, to a result of 61.6%. Thus, compared to redeposition
on a real matrix, redeposition on paper strips causes a loss
of about 9% of representativeness. Moreover, even if there
was not a ‘‘descriptor’’ effect, there was a ‘‘judge” effect.
This effect can come from the very fleeting headspace
odour obtained with this method. For example, the
descriptor ‘‘fresh/green’” was differentiated by the LSD test
from the others because of a too weak intensity.

To conclude, with regard to the results of sensorial anal-
ysis tests, the similarity results at the same concentrations
of odorant volatile compounds found in smoked salmon
are quite acceptable because the assessors evaluated the
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extract as 70.2% close to the reference with 1 g of salmon.
The gain in representativeness from the redeposition of the
aromatic extract on a real matrix instead of paper strips is
about 10%.

4. Conclusion

The results reported herein demonstrate that it is possi-
ble to develop a safer method than those established until
now for the extraction and recovery of the volatile com-
pounds from smoked salmon, and to obtain an aromatic
extract representative of the original product.

Diethyl ether allows a good and reproducible extraction
and can be easily removed. The recovery in a neutral sol-
vent such as ethanol after the extraction enables a redepo-
sition of the extract on a real matrix and avoids the shift
that the matrix could cause if it interacted with the volatile
odorant compounds. It also provides a better similarity
than the assessment on paper strips. Finally, it opens up
new approaches in representativeness studies to take into
account the matrix effects and the dilutions of odour
caused by the extraction. Concerning the influence of the
odour intensity on the assessment of the similarity, it seems
that the quantity to smell does not affect the representative-
ness but creates some variations in the perception of the
overall odour. This method can also be extended to other
processed foodstuff (smoked food, roasted food, ...) in or-
der to assess the influence of the industrial or culinary pro-
cess on the food material. With this procedure, the
representativeness of aromatic extracts of altered food
can also be considered by the redeposition of spoiled food-
stuffs extracts on same fresh initial matrices.
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The odorant volatile compounds of raw salmon and smoked salmon have been investigated by two
gas chromatography—olfactometry methods (frequency detection and odorant intensity) and gas
chromatography—mass spectrometry. After simultaneous steam distillation—solvent extraction with
diethyl ether and the recovery of the aromatic extract in ethanol, qualitative olfactometric characteriza-
tion and identification followed by a quantitative assessment of the odorant volatile compounds were
carried out. The origin of many odorant compounds of smoked salmon can be attributed to wood
smoke. Another part of smoked salmon aroma is due either to the odorant compounds of the raw
fish flesh or to an evolution of fish flesh aroma thanks to the smoking process conditions. Forty-nine
odorant compounds have been identified in fresh salmon and 74 in smoked salmon. Carbonyl
compounds, such as heptanal or (E,Z)-2,6-nonadienal, show a high detection frequency and odorant
intensity in unsmoked fish, giving the flesh its typical fishy odor. For smoked salmon, phenolic
compounds, such as cresol or guaiacol, and furanic compounds seem to be responsible for the smoked
odor.

KEYWORDS: Smoked salmon; olfactometry; odorant volatile compounds; mass spectrometry; SDE

extraction; phenolic compounds; wood smoke

INTRODUCTION

The origins of smoked food are lost in antiquity. Initially,
the smoking process served primarily to preserve food by
hanging it over a fire. Nowadays, this process is widely
investigated and controlled. Moreover, much equipment has
been developed. The smoking process is preceded by a salting
and drying steps, which decrease the water activity and the
microbial development in more of the antioxidant, antimicrobial,
and flavor characteristics supplied by the wood smoke. With
the growth of the smoked salmon industry, several new smoking
processes have been developed from the traditional cold-
smoking process. Liquid smoking, friction smoking, and hot-
smoking have allowed a significant quantity of various products
to be targeted. Since then, through these smoking processes,
the whole of the salmon industry, from harvest to frozen storage
of fish, has been studied and improved to better understand the
relationship between the industrial processing of smoked salmon
and its sensory characteristics, such as odor and quality (/—J5).
The investigation of smoked salmon aroma, to our knowledge,
has never been addressed. Many studies are available on the
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volatile compounds in processed salmon (6—10) or in raw
salmon (71, 12), but very few studies have assessed odorants,
and then only in boiled salmon (/3). Indeed, concerning smoked
fish aroma, some studies have characterized volatile compounds
(14, 15) or overall odor thanks to sensorial analysis and aromatic
profiles (16), but very few studies are available concerning the
odorant volatile compounds in smoked salmon (/7). Similarly,
although knowledge about wood smoke used in the smoking
of salmon is considerable, only volatile compounds have been
investigated (/8—21). Nevertheless, more research has been
done on the role that several volatiles of wood smoke play in
smoke flavor. It is known that in wood smoke, phenolic
compounds are antioxidant and antimicrobial agents and carry
a “smoky” flavor. These phenolic compounds are also found
in smoked fish (22). Carbonyl compounds play a role in the
color and texture of the final product (23) and are more
responsible for the “fishy” odor. Thus, the volatile odor-active
compounds in smoked salmon are unknown, even though some
information is available about the volatile odorant compounds
of wood smoke, because no study has yet related the volatile
compounds with their odor in smoked salmon. Until now, the
olfactive studies have focused on the observation or reduction
of off-flavors, and then only on very few compounds and
especially on fresh fish. Indeed, they have been investigated
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because they constitute good indicators of the deterioration and
spoilage of food because some volatile compounds are produced
by microbiological organisms (17, 24, 25). They have also been
studied because certain volatiles, such as phenols, are good
indicators of the intensity of the smoking process (16), or certain
compounds have been investigated to improve smoking tech-
niques by comparing processes or by evaluating food contami-
nants such as polycyclic aromatic hydrocarbons (26, 27). This
knowledge about the volatile odorants of smoked salmon is
therefore incomplete. Olfactometry with the frequency detection
method and mass spectrometry coupled to gas chromatography
will allow their characterization in order to elucidate individually
all of the odor-active compounds of smoked salmon.

This study has identified and evaluated the odorant com-
pounds of smoked and fresh salmon and points out the odorant
evolution between raw and smoked material. First, the different
odorant notes are quantified in smoked salmon, and the origin
of the odor-active compounds is discussed according to their
presence in wood smoke. Second, odor-active compounds of
fresh salmon are studied to explain the origin of odorants in
smoked salmon that have not been reported in wood smoke.
Finally, a comparison between unsmoked and smoked aroma
profiles is carried out and the evolution of odors related to the
evolution of the concentrations of odor-active compounds is
proposed.

MATERIALS AND METHODS

Reagents. Dodecane came from Aldrich (Steinheim, Germany),
diethyl ether from Fluka (Buchs, Switzerland), and ethanol from VWR
(Fontenay-sous-bois, France). All water was purified by a Milli-Q
system. All standards used for identification were from Aldrich except
acetic acid, which was from Panreac (Barcelona, Spain), and phenol,
which was from Merck (Darmstadt, Germany).

Fish Processing. Salmon (Salmo salar) reared in Norway were
purchased from a seafood wholesaler (Nantes, France). The time
between their capture and their filleting was not more than 5 days.
The beech smoke was obtained by smoldering. Four gutted fishes of
3—4 kg of the same batch were received in a box in ice. They were
directly filleted and put in a cold chamber at 3 °C for 2 h. Each of the
eight fillets weighed 1 kg. Four fillets were used for aroma analysis
on unsmoked salmon, and four fillets were smoked in order to study
smoked salmon aroma.

Next, the fillets were hand-salted with refined salt (Salins du Midi,
France) for 3 h at 12 °C before being rinsed on grids with water (15
°C) and stored in a cold room at 3 °C for 18 h until smoking (/6).
Smoke was produced by pyrolysis of beech wood sawdust at 400 °C
(Thirode, France). The sawdust was wet with water to reach 20%
moisture.

The smokehouse was an HMI Thirode (PC90 model) device
(Thirode, France), 1500 x 1300 %2250 mm, with a capacity of 380
kg, mounted on a trolley with 28 grids on which the fillets were

deposited. The fillets were placed at the same level (grid 14) at 20 cm of
the opening of the door of the smokehouse. The air/smoke circulation was
horizontal. The salmon fillets were swept by the smoke for 3 h at
a temperature of 32 °C. This temperature was chosen to enrich the
odor-active compounds that we could quantify at trace level with cold-
smoking at 22 °C. The exhaust valve opening was one-third, and the
relative hygrometry was set at 60%. After smoking, the fillets were
placed in a cold chamber at 3 °C during one night. The fillets were
chopped, and a piece of 100 g taken from the middle of the fillet was
put in a polyethylene bag and frozen at —20 °C during one week before
extraction. Preliminary biochemical analysis on water and NaCl content
was carried out before smoking. The rate of water was 64.57 g/100 g,
and the rate of NaCl was 0.23 g/100 g.

Isolation of the Volatiles. A Likens—Nickerson apparatus was used
for the preparation of the simultaneous distillation—extraction (SDE)
extracts (28). A 500 mL round-bottom flask was used as the sample
flask to contain 150 mL of purified water and 50 g of salmon or smoked
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salmon. A 30 mL round-bottom flask containing 30 mL of diethyl ether

was linked to the upper arm of the SDE apparatus because the density
of diethyl ether is lower than the density of water. The steam was cooled
by the circulation of poly(ethylene glycol) at —5 °C. The contents in
the sample and solvent flasks were heated to boiling. The temperature
of the diethyl ether flask was maintained at 50 °C by a water bath.
The distillation—extraction was continued for 3 h. The volume of the
extract was reduced to 5 mL by evaporating the solvent using a Kuderna
Danish apparatus and to 0.4 mL under a gentle cold stream of nitrogen.
The aromatic extract in diethyl ether was introduced into 0.3 mL of
ethanol, and diethyl ether was removed by evaporation under a gentle
cold stream of nitrogen.

Representativeness of the Extract. SDE with diethyl ether, followed
by a step of solvent change to obtain the extract in ethanol by the
evaporation of diethyl ether, was carried out. Diethyl ether was used
because it is less toxic than dichloromethane and leads to similar
recovery yields concerning the smoked salmon matrix. The solvent
change step is necessary to remove diethyl ether and obtain the extract
in a neutral solvent such as ethanol. Thus, the olfactometric sessions
are totally safe. A previous study assessed the representativeness of an
aromatic extract of smoked salmon obtained by this method, and it led
to a similarity mark of 72% (28), that is to say, quite satisfactory.
Gas Chromatography—Olfactometry (GC-O) Analysis. The GC-O
system consisted of a 6890N GC (Agilent Technologies, Wilmington,
DE) equipped with a FID, a mass detector (5973-Network), and a
sniffing port ODP2 (Gerstel, Baltimore, MD) supplied with humidified
air at 40 °C. The GC effluent was split 1:1:1 between the FID, the
mass detector, and the sniffing port. Each extract (3 pL) was injected
in splitless mode into a capillary column (DB-5MS, 30 m length x
0.32 mm id, 0.5 pm thickness) (J&W Scientific, Folsom, CA). The
system provides simultaneously a MS signal for the identification and
the quantification of the odor-active compounds. The injector and FID
detector were set at, respectively, 270 and 280 °C. The flow rate of
the carrier gas (helium) was 1.5 mL.min~!. The temperature of the
oven was programmed according to the following steps: from 70 °C
(1 min) to 80 °C (1 min) at 3 °C..min"!, then to 150 °C at 5 °C.min~!,
and, finally, to 280 °C (4 min) at 10 °C.min~".

Frequency-of-Detection (FDT) and Time—Intensity Methods. The
panel was composed of eight judges (five females and three males
between 24 and 49 years old) from our department [LBAI-ENITIAA
(Laboratoire de Biochimie Industrielle et Alimentaire-Ecole Nationale
d’Ingénieurs des Techniques pour les Industries Agricoles et Alimen-
taires]. They were all previously trained in odor recognition and sensory
evaluation techniques and had experience in GC-O. Sniffing of the
chromatogram was divided into two sessions of 19 min. Each judge
participated in the sniffing of both parts, but during two separate
sessions to remain alert. The panelists were asked to describe the odor
and to give a mark of intensity to each detected odorant on a scale of
1-9 (1 very weak odor intensity, 9 very strong odor intensity).
Detection of an odor at the sniffing port by fewer than three of the
eight assessors was considered to be noise. Thus, two responses were
followed with two olfactometric methods: first, the FDT method, given
by the number of judges who perceived the odor (29), allows the
selection of the significant odors and, second, the time—intensity (30)
method, given by the average of the intensity marks attributed in the
time by each judge who has smelled the odor.

Gas Chromatography—Mass Spectromety (GC-MS) Analysis.
The GC-MS quantification of the compounds was carried out with the
same device as described in the GC-O procedure. The injector and
detector were set at, respectively, 270 and 280 °C. Helium was used
as carrier gas with a flow rate of 0.5 mL.min~!. A quadrupole mass
selective detector, with electronic impact ionization (ionization energy
70 eV) operated in scan mode, with a mass range of 30—300 amu, at
2.0 scans/s, was used to detect the ions formed.

Compound identification was based on a comparison of retention
indices (RI) (37), mass spectra (comparison with standard MS spectra
databases: Wiley 6), injection of standards, and odor properties. When
possible, the identification was confirmed by detection of the com-
pounds in single ion monitoring (SIM) mode following, for each
noticeable odorant, five of the most predominant ions present in their
mass spectra. A confirmation of the presence of the compounds
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identified was carried out using other GC-MS results obtained with a
polar DB-Wax column (30 m length % 0.25 mm i.d., 0.5 um thickness)
and also with a less polar DBI column (60 m length % 0.32 mm i.d.,
0.5 pm thickness) (J&W Scientific, Folsom, CA).

The quantification was performed using dodecane as standard added
just before the concentration step. The concentrations of volatile
compounds are expressed in microgram equivalents of dodecane for
100 g of salmon.

RESULTS AND DISCUSSION

Odorant Compounds of Smoked Salmon. Eighty-eight
odorant areas were detected in smoked fish extract by GC-O,
and 74 were identified by GC-MS. Odor descriptions for
compounds detected by GC-O in the aromatic extract of fresh
salmon and the quantitative results are given in Table 1. Among
them, 35 were perceived by at least seven of the eight assessors.
As has already been reported with an apolar capillary column
(17), the chromatogram of smoked salmon aromatic extract can
be divided in two parts. The first is more characterized by
cooked, fishy, and green odorant descriptors, and the second
part is more smoked and burnt with the presence of many
phenolic compounds.

Odorant Compounds of Smoked Salmon: Phenolic Odor-
ant Compounds in Smoked Salmon. These compounds
constitute the main odorant compounds, and they were all
detected with an intensity of >5 and perceived by more than
five judges with little burnt/roasted and spicy differences.
Twelve compounds in particular seem to contribute to the overall
odor of smoked salmon: o-cresol, m-cresol, guaiacol, 4-meth-
ylguaiacol, thymol, 4-ethylguaiacol, 4-vinylguaiacol, syringol,
eugenol, 4-propylguaiacol, (Z)-isoeugenol, and (£)-isoeugenol.
All of the phenolic compounds found in smoked salmon come
from the thermal degradation of wood through the pyrolysis of
lignin (/4). Many studies have indicated that phenolic com-
pounds present in the vapor phase of smoke may contribute to
imparting a smoky flavor to foods. Some 85 different phenolic
compounds have been characterized in smoke condensate but
only 20 phenols in smoked product (32). It has been reported
that only phenolics with a boiling point of 76—89 °C at 5.33
hPa carry a smoke-like flavor (33). Among them, syringol,
guaiacol, 4-methylguaiacol, and eugenol may be the dominant
contributors to the pleasant smoke-like aroma (33). By com-
parison with these results, we have found that guaiacol,

4-methylguaiacol, syringol, and cresol compounds are especially
responsible for the smoke and burnt odor, whereas the other
guaiacol derivatives, thymol, eugenol, and isoeugenol com-
pounds, contribute more to spicy notes such as clove, vanilla or
curry, licorice, and cinnamon. Guaiacol is the major
compound in smoked salmon with a concentration of 345 pg of
IS/100 g. It is important to note that odor thresholds of
phenolic compounds are very different because thymol and
guaiacol were detected by the same number of judges and with
the same intensity mark of 5; however, thymol is 70 times less
concentrated (4.84 pg of IS/100 g). Other phenolic compounds
are also present at a concentration between 20 and 100 pg of
IS/100 g: dimethylphenols (such as 3,4-dimethylphenol) or
trimethylphenols (such as 2,4,6-trimethylphenol) are also found in
smoked salmon and supply phenolic odors such as roasted,
smoked, earthy, or burnt. Their odorant role is less obvious
because they are perceived with a weaker intensity (from 4 to
6), by a lower number of judges (six or seven), but especially
at a lower concentration (under 15 pg of IS/100 g). The
exception is 2,5-dimethylphenol, found by seven assessors with
an intensity of 7, probably due to its higher concentration of
28.60 pg of IS/100 g. The quantification of phenolic compounds
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seems to be satisfactory because the coefficients of variation
calculated with each mean and standard deviation (SD) value
were not often >10%. Nevertheless, for phenolic compounds
with weak chromatographic signals such as 2,3-dimethylphenol
and thymol, which leads to weak quantities, the SD values are
more important because of the difficulty of quantification.

Odorant Compounds of Smoked Salmon: Furanic, Mail-
lard, and Strecker Odorants Compounds in Smoked Salmon.
Other compounds of smoked salmon with pleasant roasted notes
were detected by the judges. They are furanic compounds
created during the smoking process by thermal degradation. In
wood smoke (/8—20), furanic compounds such as furfuryl
alcohol and furfural are mainly generated by separation of water
from pentoses, which are decomposition products of hemicel-
luloses (34). Maillard reactions (and Strecker degradation) could
also be proposed as pathways of creation for these compounds
because Maillard reactions occur during smoking process and
are responsible for the color of many smoked products (35).
The fact that furanic compounds are not found in unsmoked
salmon shows that it is not the extraction method used here but
the smoking process that is responsible for the formation of
these compounds. They are also present in processed seafood
(ripening, curing, roasting) at a lower concentration than in wood
smoke (36—38). The smoking process favors the generation of
furanic compounds, which are deposited (if they come from
the wood) or eventually generated in the fish flesh. They are
all known to give burnt/cooked and roasted aromas to the food.
Furanic compounds do not have strong odorant intensity (from
4 to 6) but were perceived by a large number of judges (never
fewer than five). Their concentrations are lower than those of
phenolic compounds, except for furfural, which is the second
most common odorant in smoked salmon (299 pg of IS/100 g),
and furfuryl alcohol (143.50 pg of IS/100 g). Nevertheless, the
quantifications of furanic compounds in smoked salmon are less
precise because of high SD values. As their chromatographic
peaks are sufficiently significant, problems of quantification
cannot be involved. As the furanic compounds such as furfural
seem to derive from wood smoke because they are not found
in fresh fish (17), heterogeneities of the wood smoke in the
smokehouse or differences in the deposition of wood smoke
odorants on fish flesh could better explain these variations. Two
other furanic compounds are detected in smoked salmon,
acetylfuran and 5-methylfurfural, which are often found in wood
smoke. Acetylfuran has a strong impact on the smoked salmon
aroma because it was found by seven judges with an intensity
of 7. The contribution of 5-methylfurfural is lower. 2-Acetyl-
5-methylfuran and benzofuran derivatives carry more green/
chemical odors, which are sometimes unpleasant like rotten/
moss for benzofuran. As for phenolic compounds, the weaker
the signal is, the more difficult the quantification is and the
higher the variation can be.

Pyrazines and heterocyclic nitrogen compounds could also
be generated from Maillard reaction products with roasted,
cooked, and smoked odors. Thus, 2-methylpyrazine, 2-acetyl-
1-pyrroline, tetrahydropyran-2-one, and 1(H)-pyrrole carbox-
aldehyde with more chemical and resinous notes were identified
in smoked salmon. 2-Methylpyrazine and 1(H)-pyrrole carbox-
aldehyde have already been reported as components of smoked
fish (10, 14), and 2-acetyl-1-pyrroline has been reported as a
component of processed seafood (39, 40). In smoked salmon,
these two compounds are almost at trace level, especially
2-acetyl-1-pyrroline, but they have a strong odorant impact
because they were perceived by eight judges for 2-acetyl-1-
pyrroline and by six judges for (1H)-pyrrole carboxaldehyde.
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Table 1. Identification and Odorant Charcteristics of Volatile Odor-Active Compounds of Smoked Salmon
means of identification or
LRI mass fragments of its odorant descriptors no. of concentration
compound (DBS) mass spectrum? given by judges intensity? judges® (mean + SD)
diacetyl 600 LRI butter 4 6 Tr
3-methylbutanal 645 LRI, STD green, coffee 4 4 Tr
acetic acid 680 MS, LRI, STD sour, garlic, NC® 3 4 2.05+1.78
1-penten-3-ol 688 MS, LRI, STD fat, chemical 2 4 Tr
furfural or isomer 840 MS, LRI, STD roasted, nutty 3 6 7.83+1.68
furfural 859 MS, LRI, STD roasted, nutty 4 6 299.02 + 135.58
2-methylpyrazine 845 MS, LRI, STD roasted nuts 3 5 599 +4.14
furfuryl alcohol 875 MS, LRI, STD cooked 5 8 143.49 + 57.98
2,4-hexadienal 904 MS, LRI cooked vegetable, fishy, earthy 7 6 3.24 £ 1.86
tetrahydropyran-2-one 908 MS cooked, smoked 6 7 0.14 £ 0.16
heptanal 914 MS, LRI, STD cooked, leather, plastic 6 8 1.32£0.50
2-methyl-2-cyclopentenone 920 MS, LRI, STD soup, cooked food 7 7 21.72+6.48
acetylfuran 925 MS, LRI, STD cooked, sweet 7 7 33.68 + 8.82
2-acetyl-1-pyrroline 935 LRI oily, roasted, nuts, bread 7 8 Tr
5-methylfurfural 970 MS, LRI, STD cooked, earthy, coffee 3 5 58.08 + 14.02
benzaldehyde 980 MS, LRI, STD floral, fresh, green 5 5 2949 + 7.70
phenol 992 MS, LRI, STD marine, vinegar, metallic, sulfury 5 5 78.28 + 24.18
benzonitrile 1003 MS, LRI cooked potato, mushroom, fishy 5 6 0.64 +1.12
unknown 1012 39 (47), 41 (85), 67 (50), NC 4 5 NQ
69 (100), 112 (80)
benzofuran 1015 MS, LRI rotten 5 6 1.34 £ 2.60
(E,E)-2,4-heptadienal 1019 MS, LRI, STD plastic, fat 5 5 Tr
1(H)-pyrrole carboxaldehyde 1030 MS leather, resinous, chemical 5 6 178 +£1.34
2-ethyl-1-hexanol/2-hydroxy- 1038 MS, LRI, STD spicy, green 5 6 4.34 £4.36
3-methyl-2-cyclopentenone MS, LRI 6 6 11.39 £ 8.32
2-acetyl-5-methylfuran 1048 MS, LRI vegetal, solvent 6 7 2.33+£210
2,3-dimethyl-2-cyclopentenone 1052 MS moss, woody, burnt rubber 5 8 19.10 £4.32
benzyl alcohol 1057 MS, LRI, STD moss, solvent, chemical 5 6 Tr
benzeneacetaldehyde 1062 MS, LRI, STD moss, solvent 5 7 2.90 £0.52
o-cresol 1068 MS, LRI, STD smoke, burnt rubber 6 8 50.82 + 5.50
unknown 1077 39 (18), 43 (25), 95 (100), woody 5 6 NQ
108 (15), 138 (25)
unknown 1083 55 (95), 77 (90), 95 (75), woody 4 4 NQ
105 (100), 109 (85)
acetophenone 1086 MS, LRI vegetal, plastic 5 7 543 +1.88
p-cresol 1093 MS, LRI, STD burnt, licorice, medicinal 7 8 67.92 +13.54
guaiacol/nonanalf 1110 MS, LRI, STD smoke, vanilla, medicinal 7 8 344.98 £ 40.92
unknownf 1123 68 (30), 81 (55), 82 (30), aily, plastic, earthy 6 7 NQ
109 (55), 124 (100)
2,6-dimethylphenol 1130 MS, LRI roasted, phenolic, chemical 5 7 16.48 + 2.60
unknown' 1136 55 (60), 79 (65), 91 (95), earthy, plastic, cucumber 5 6 NQ
122 (85), 126 (100)
unknown 1142 43 (30), 81 (18), 91 (27), raw vegetable, carrot 5 7 NQ
109 (100), 138 (40)
1,2-dimethoxybenzene 1147 MS, LRI earthy, moss, woody, mouldy 5 7 7.78 £1.48
3-ethylphenolf 1153 MS, LRI moss, earthy, woody, smoke 5 6 5.75+0.38
unknown 1157 77 (75), 79 (95), 122 (80), moss, cucumber 3 4 NQ
135 (100), 136 (100)
2,4-dimethylphenolf 1160 MS, LRI carrot, green, violet, vanilla 5 6 Tr
2,5-dimethylphenol® 1167 MS, LRI 7 7 28.60 + 3.36
1-methyl-1(H)-indene 1172 MS plastic, phenolic 6 6 1514148
3-methoxybenzaldehyde 1176 MS burnt, amine 6 6 4.02+0.88
3,4-dimethylphenol 1182 MS, LRI chemical/burnt, smoked, roasted 6 6 11.98 £7.90
2,3-dimethylphenol 1184 MS, LRI burnt, smoke, plastic 6 7 0.98 £1.92
4-methylguaiacol 1192 MS, LRI, STD phenolic, smoke, plastic 5 7 33.66 +2.16
2-(2-butoxyethoxy)ethanol 1198 MS, LRI fruity, plastic 6 6 Tr
naphthalene 1211 MS, LRI, STD spicy, smoke, cold ashes 6 7 NQ
2,5-diformylthiophenf 1220 MS burnt, smoke, green, earthy 4 5 5.11+0.88
2,4,6-trimethylphenol 1229 MS, LRI roasted, earthy, burnt, smoke 4 5 440+0.42
4-methoxybenzaldehyde 1235 MS, LRI gasoline, green, cucumber 4 7 Tr
4,7-dimethylbenzofuran 1240 MS smoke, moss, spicy 6 6 1.01+1.44
2,3-dimethoxytoluene 1247 MS, LRI aniseed/green, smoke, NC 6 6 9.10+4.92
3-ethyl-5-methylphenol 1260 MS green/honey, smoke, NC 6 5 1.09 + 1.54
(E)-2-decenal 1266 MS, LRI plastic, green, cheese 6 6 Tr
thymol 1272 MS, LRI, STD spicy, chemical, medicinal 7 8 484 +216
3,5-dimethoxytoluene 1282 MS, LRI spicy, gasoline, chemical 7 7 11.08 £ 0.46
4-ethylguaiacol/ 1287 MS, LRI peanut, vanilla, camphor, phenolic 5 6 97.35+£9.24
2-undecanone 1296 MS, LRI, STD 5 4 Tr
unknown 1300 58 (86), 115 (50), 134 (80), sweet, leather, phenolic 4 4 NQ

159



Unsmoked and Smoked Salmon Aroma

Table 1. (Continued)
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means of identification or

LRI mass fragments of its odorant descriptors no. of concentrationd
compound (DB5) mass spectrum? given by judges intensity® judges® (mean + SD)
4-vinylguaiacol 1330 MS, LRI, STD medicinal, woody, spicy, smoke 6 8 40.82 £11.12
2-methylnaphthalene 1340 MS, STD moss, plastic 6 7 3.68+1.28
unknown 1352 43 (65), 55 (55), 121 (50), minty, eucalyptus, citronella 4 4 NQ
145 (100), 146 (75)
2,3-dimethoxybenzaldehyde 1362 MS spicy, aromatic plant 3 4 278 £ 210
syringol 1365 MS, LRI spicy, smoke 5 5 28.78 + 19.42
eugenol 1370 MS, LRI, STD vanilla, clove, burnt rubber 6 7 47.60+7.04
4-propylguaiacol 1382 MS, LRI, STD clove, marine, vanilla, spicy 7 7 21.25+2.84
1,2,3-trimethoxy-5-methylbenzene 1400 MS, LRI burnt rubber, earthy, spicy 4 5 0.85+0.60
(2)-isoeugenol 1423 MS, LRI, STD clove, spicy, coffee, burnt 6 8 19.94 £ 5.06
4-methylindanone 1444 MS, LRI burnt, plastic, pine 6 5 3.92+1.36
1,6-dimethylnaphthalene 1452 MS green, burnt, spicy 5 4 NQ
unknown 1465 91 (70), 131 (73), 141 (77), green, moss, woody, spicy 5 5 NQ
156 (100), 178 (80)
(E)-isoeugenol 1473 MS, LRI, STD clove, fruity, cinnamon, fat 7 8 48.26 £ 13.48
dodecanol 1490 MS, LRI raw carrot, medicinal 6 7 Tr
unknown 1500 162 (100), 166 (25), 167 (25), green, woody, spicy 6 8 NQ
174 (75), 179 (40)
2,3,5-trimethoxytoluene 1527 MS, LRI solvent, fruity, rubber 5 6 10.89 + 6.44
dibenzofuran 1545 MS, LRI rotten, rubber, fat, moss 6 5 3.22+£0.96
unknownf 1575 41 (60), 57 (100), 175 (75), aromatic plant, roasted 5 8 NQ
181 (73), 190 (55)
1-hexadecene 1600 MS, LRI burnt rubber, fat, oily, soup 6 7 3.29+252
4-allylsyringol 1615 MS, LRI burnt rubber, medicinal 6 4 3.81+1.54
unknown 1665 41 (80), 55 (80), 79 (100), woody, earthy, NC 5 6 NQ
81 (65), 91 (85)
8-heptadecene 1680 MS, LRI leather 6 4 9.91+1.70
hexadecanal 1808 MS, LRI leather, burnt rubber, NC 5 4 34.82 +31.00
(2)-9-octadecenol 1880 MS cooked, leather, bread, wood 5 5 11.66 + 6.34
unknown 1915 43 (78), 55 (65), 57 (100), burnt rubber, leather, cooked 3 4 NQ
71 (70), 85 (50)
(2)-9-octadecenal 1995 MS, LRI cooked meat, sulfury, leather 5 4 13.58 +9.20
unknown 2190 39 (80), 43 (95), 55 (95), marine, fresh, leather 3 4 NQ

57 (100), 82 (80)

@ Means of identification: MS, mass spectrum (identified thanks to the mass spectra of the compounds); LRI, linear retention index (when the LRI of the compound
identified corresponds to the LRI in the literature); STD, standard (when the retention time, spectrum, and odor description of an identified compound correspond to the
retention time, spectrum, and odor description of the injected standard of this compound). For mass fragments, the proportion of the mass fragment is given in parentheses.
When only MS or LRI is available for the identification of a compound, it must be considered as an attempt of identification. The odor given corresponds to the odor
detected by the judges for its retention time but not surely to the compound that we try to identify. ° Intensity is rounded to the nearest whole number. An intensity between
3 and 3.5 is rounded to 3 and an intensity between 3.5 and 4 is rounded to 4 (1 very weak odor intensity, 9 very strong odor intensity). ¢ Number of judges who
detected an odor. ¢ In microgram equivalents of dodecane per 100 g of smoked salmon. The mean and the standard deviation are given for each identified and quantifiable
compound. Each concentration is the mean of three aromatic extracts injected corresponding to three individual fillets smoked at 32 °C. Tr, trace; NQ, not quantified.® NC,

not common descriptors.  Possibility of coelution.

Products of Strecker degradation were also detected in smoked

salmon, such as 3-methylbutanal and benzeneacetaldehyde even

if Strecker degradation is not the only origin of these molecules
(17). 3-Methylbutanal is found at trace level with a weak impact

(a frequency of detection of four judges with an intensity of 4)
and benzeneacetaldehyde, which provides green aromatic notes
perceived by seven panelists with an intensity of 5. Therefore,
Maillard reaction and Strecker degradation products could
strongly affect the overall smoked salmon aroma by varying
the smoky flavor with green, roasted, nutty, earthy, and resinous
aromatic notes.

Odorant Compounds of Smoked Salmon: Other Cyclic
and Aliphatic Compounds in Smoked Salmon. Numerous
cyclic compounds were also perceived in smoked salmon flesh.
We can differentiate groups of derivatives of cyclopentenone,
benzene, toluene, and benzaldehyde. They have been previously
described in wood smoke in various studies (19, 20, 4I).
Cyclopentenone derivatives are known to be formed from
cellulose pyrolysis and provide aromatic notes such as burnt/
sweet and green (/8). 2,3-Dimethyl-2-cyclopentenone was the
most smelled by eight judges but with the weakest intensity of

5. 2-Methyl-2-cyclopentenone and 2-hydroxy-3-methyl-2-cy-
clopentenone were detected by seven and six assessors, respec-
tively, with higher intensities. The cyclopentenone derivative
concentrations range from 10 to 22 pg of IS/100 g and appear
as the third most common compound family after phenolic and
furanic compounds. Benzene derivatives, such as 1,2-dimethoxy-
benzene and 1,2,3-trimethoxy-5-methylbenzene, have been
identified in smoked salmon, but no studies have reported their
odors, which were named earthy/moldy/green for the first
compound and more burnt and spicy for the second. The
assessment of 1,2-dimethoxybenzene is easily established
because of its concentration (7.78 ug of IS/100 g), its frequency
of detection (seven judges), and its intensity (mark of 5), but
for 1,2,3-trimethoxy-5-methylbenzene it is not obvious because
of its low concentration, frequency of detection, intensity, and
the absence of odorant descriptor in the literature. It is nearly
the same case for toluene derivatives. Indeed, except for 3,5-
dimethoxytoluene, the odor of which is in accordance with the
literature, it was not possible to find previous odorant descriptors
for 2,3-dimethoxytoluene (found with green, smoked, and fruity
aromatic notes) and 2,3,5-trimethoxytoluene (found with solvent
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Table 2. Volatile Odor-Active Compounds of Smoked Salmon Present in
Wood Smoke, Fresh Seafood, or Processed Seafood

occurrence in

compound wood smoke  processed seafood  fresh seafood
diacetyl 21 38 45
acetic acid 18 14 50
2-pentanol 21 49 50
2,4-hexadienal 18 45
heptanal 38 50
benzonitrile 10
(E,E)-2,4-heptadienal 38 29
2-ethyl-1-hexanol 38 29
benzyl alcohol 18 38 50
acetophenone 21 49 29
(E)-2-decenal 14
2-undecanone 38 29
undecanal 48
dodecanol 51
hexadecanal 14

fruity, and chemical aromatic notes). Nevertheless, their presence
in smoked salmon was checked by MS spectra and LRI in
accordance with the literature. Benzaldehyde and benzaldehyde
derivatives exhibit green and spicy pleasant odors, like 4-meth-
oxybenzaldehyde (even when found at trace level), which was
perceived by seven judges with an intensity of 4, and 2,3-
dimethoxybenzaldehyde. 3-Methoxybenzaldehyde gives more
burnt/amine notes, but only an MS spectrum was obtained to
assess its presence as 2,3-dimethoxybenzaldehyde.

Aromatic hydrocarbons, such as indene derivatives and
naphthalene derivatives, were determined. Indene derivatives,
such as 2,3-dihydro-(1H)-indene or 4-methylindanone, give a
rubber, plastic, and resinous aroma to the smoked flesh.
Naphthalene and its derivatives could be interpreted as poly-
cyclic aromatic hydrocarbon contaminants through the smoking
process or environmental contaminants through the rearing of
the salmon. Naphthalene is responsible for a spicy/smoked odor,
whereas 2-methylnaphthalene, described by seven judges with
an intensity of 6, and 1,6-dimethylnaphthalene carry more green
notes with the burnt/smoke overall odor. Even if naphthalene
and its derivatives must be avoided in smoked salmon, they
seem to play a role in the smoked aroma. Naphthalene and 1,6-
dimethylnaphthalene could not be quantified because of prob-
lems of separation from other compounds. However, their odors
were assessed by seven and four judges, respectively, with
intensities of 6 and 5. Hexadecene was the most smelled
aliphatic alkene, whereas 8-heptadecene was perceived by only
half of the total number of judges with a leather odor and an
intensity of 6. Nevertheless, 8-heptadecene concentration is
about 9.91 pg of IS/100 g and that of hexadecene is about 2.
Therefore, the odor threshold values of these two similar
aliphatic hydrocarbons are very different and an increase in the
carbonated skeleton can strongly influence the perception of
the odor of the molecule.

It is interesting to note that certain compounds found in
smoked salmon have been reported in wood smoke (27) or in
fresh seafood (29), sometimes in both, or also in processed
seafood (38). They are heterocyclic, such as benzonitrile, or
aliphatic compounds, alcohols (2-pentanol, dodecanol), alde-
hydes (2,4-alkadienals, heptanal), ketones (2-undecanone), and
acids (acetic acid). Carbonyls and alcohols, which have low
odor threshold values, are detected at trace level except for
hexadecanal, which is significantly abundant (34.82 pg of IS/
100 g). These ubiquitous compounds are compiled in Table 2
and illustrate the difficulty in assessing the origins of the
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odorants in smoked salmon. Indeed, the odorant compounds can
derive from common lipid oxidation in unsmoked fish flesh,
from lipid oxidation due to the smoking process conditions or
from the wood smoke.

It is also important to note that the smoking process favors
fatty acid degradation because some compounds not present in
fresh salmon and known to derive from fatty acids are present
in smoked salmon. This is the case for (Z£)-9-octadecanol and
(Z)-9-octadecanal with cooked odors, but more woody/pleasant
for the first and more sulfury/leather for the second. Their
concentrations are, respectively, 11.66 and 13.58 pg of IS/100
g. They have nearly the same weak frequency of detection (four/
five judges), so they may not have a strong effect on the overall
aroma. Nevertheless, their intensity is marked for both com-
pounds at 5.

Odorant Compounds of Smoked Salmon: Chromato-
graphic Coelutions and Impact on the Odors. Unexpected
odors for several compounds, such as 2,4- and 2,5-dimethylphe-
nol, were detected by the judges. They are identified in the
odorant areas of the chromatogram that correspond to green
and floral aromatic notes, whereas burnt, spicy/smoky notes
were expected as for 2,3- and 3,4-dimethylphenol. This phe-
nomenon can be explained by coelution with (£)-2-nonenal,
which carries similar green and vegetal odors, observed at the
same retention time in unsmoked salmon. It is also the same
type of coelution between (£)-2-decenal and thymol, where (E)-
2-decenal, with a plastic, green, and cheesy odor, has a retention
time close to that of thymol, marked by spicy and chemical
notes. Moreover, 10 of the 14 unknown compounds were
assessed with green, floral, woody, and spicy notes. These odors
are more similar to the descriptors of odorants of fresh salmon.
It can be proposed that these odorants, which often have a low
odorant threshold, are the unknown compounds of smoked
salmon aroma but cannot be measured because of their very
low quantities and so are hidden by the signal given by the
important odorless volatiles of smoked salmon. The extraction
method could also explain a part of the unknown compounds
by the treatment of the sample.

Odorant Compounds of Unsmoked Fresh Salmon. Fifty-
eight odorant areas were detected in unsmoked fish extract by
GC-0, and 49 were identified by GC-MS in Table 3. Among
them, 13 were perceived by at least seven of the eight assessors.
Carbonyl compounds resulting from lipid oxidation are very
present and contribute strongly to the overall fishy odor as
n-alkanals, 2-alkenals, and 2,4-alkadienals.

Odorant Compounds of Unsmoked Fresh Salmon: n-
Alkanals. All n-alkanals are produced from n-6 or n-9
polyunsaturated fatty acids (PUFA) present in fish flesh (6, 7,

11). Indeed, aldehydes from butanal to undecanal could derive
from oleic acid (n-9 PUFA), detected in a large amount in
salmon but with a weak odor of plastic/earth. n-Alkanals from
hexanal to undecanal were identified in unsmoked flesh. They
were detected by at least six judges, except decanal and
undecanal, which were perceived by only four judges. Each
alkanal was smelled very differently by the judges. Products of
lipid oxidation with higher carbon atom number are also present in
unsmoked fish flesh. As a result, hydroperoxides and
carboxylic acids are created. Thus, tetradecanoic acid (with
marine/fatty, cheese aroma) found in fresh salmon at a
concentration of 5.83 pg of I1S/100 g could be formed from
hydrolysis of triglycerides but also from tetradecanal. Although
the tetradecanal concentration is not very high (0.37 pg of IS/
100 g), it was smelled by seven assessors with an intensity of
5. Following the same scheme of oxidation, hexadecanoic acid
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Table 3. Identification and Odorant Characteristics of Volatile Odor-Active Compounds of Unsmoked Salmon
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LRI means of odorant descriptors no. of concentrationd
compound (DB5) identificationa given by judges intensity® judges® (mean £ SD)
diacetyl 600 LRI butter 4 6 Tr
1-penten-3-ol 688 MS, LRI, STD chemical, plastic 2 4 Tr
2-hydroxy-3-pentanone 710 MS, LRI floral, dusty 3 4 23.50 x 10-3 £4.76 x 10-°
hexanal 805 MS, LRI, STD cut grass, fruity, plastic 4 6 380.74 x 10-3+78.82 x 10-3
unknown 835 43 (50), 44 (50), 45 (100), roasted, burnt rubber 4 5 Tr
57 (30), 70 (12)
(E)-2-hexenal 865 MS, LRI, STD eucalyptus, mushroom 5 6 1.06 £ 0.47
p-xylene 875 MS, LRI solvent, phenolic 6 8 1.24 £ 4321 x 10-3
m-xylene 885 MS, LRI plastic, phenolic 6 7 1.32+0.38
o-xylene 900 MS, LRI cooked vegetable 5 8 117.66 x 103 £ 28.43 x 10-°
heptanal 914 MS, LRI, STD cooked potato, fat 7 7 2.13+0.18
(Z)-4-heptenal 915 MS, LRI, STD cooked vegetable, fishy 7 6 673.37 x 10~ +£95.50 x 10-°
methional 925 MS, LRI, STD cooked potato 7 6 670.53 x 10-3+ 0.1
2-acetyl-1-pyrroline 935 LRI roasted, roasted bread/nuts 5 6 Tr
benzaldehyde 980 MS, LRI, STD fruity, floral 4 5 547.53 x 10-3 + 86.30 x 103
1-octen-3-ol 990 MS, LRI, STD mushroom 5 6 186.72 x 10-3+ 24.76 x 103
phenol 992 MS, LRI, STD phenolic, sulfury, leather 6 7 789.25 x 10-3+0.16
octanal 1009 MS, LRI, STD cooked potato, fat, fishy, wax, citrus 6 6 2231037
thiophenecarboxaldehyde 1012 MS, LRI sulfury, earthy 5 4 Tr
(E,E)-2,4-heptadienal 1019 MS, LRI, STD roasted 5 4 2.04 £0.25
2-ethyl-1-hexanol 1038 MS, LRI, STD mushroom, cucumber, cooked vegetable 4 4 1.20 £92.26 x 10-3
limonene 1042 MS, LRI pine/chemical, floral/fresh 2 4 Tr
benzyl alcohol 1057 MS, LRI, STD herbaceous, wet wood, floral 3 4 200.43 x 10-3 £ 49.57 x 103
benzeneacetaldehyde 1062 MS, LRI, STD moss, spicy 3 4 446.42 x 103 £ 70.45 x 103
(E)-2-octenal 1076 MS, LRI, STD moldy, pungent, cucumber/moss 4 5 937.70 x 10-3 + 66.89 x 10-3
3,5-octadien-2-one 1098 LRI plastic 5 5 154 £0.24
nonanal 1110 MS, LRI, STD hospital, cucumber, vegetal 6 6 509+0.17
(E,E)-2,4-octadienal 1M1 MS, LRI, STD phenolic, roasted/cucumber, cooked, fat 6 7 232+0.38
unknown 1121 45 (35), 81 (3102,(%% 6;00), cooked meat, fat, green 5 7 NQ
menthatriene 1130 MS, LRI green, cucumber, floral 5 7 813.10 x 10-3+£0.19
unknown 1144 40 (80), 43 (65), 57 (100), roasted, burnt 5 5 NQ
119 (88), 133 (70)
unknown 1153 40 (100), 57 (75), 71 (75), cut grass, spicy 3 4 NQ
133 (90), 151 (50)
(E,Z)-2,6-nonadienal 1160 MS, LRI, STD floral, cucumber 6 7 525.63 x 10-3+60.09 x 10-3
(E)-2-nonenal 1173 MS, LRI, STD moss, woody, floral 6 6 Tr
decanal 1213 MS, LRI, STD plastic, fishy, cardboard 4 4 289+0.74
benzothiazole 1258 MS, LRI green, plastic, fruity 4 7 1.24 + 404.31 x 10-3
(E)-2-decenal 1266 MS, LRI cooked, plastic 3 5 370.42 x 10-3+£66.15 x 103
decanol 1280 MS, LRI plastic, fatty, 4 4 Tr
unknown 1289 40 (100), 41 (88), 44 (88), green, vanilla 6 6 NQ
55 (95), 57 (95)
2-undecanone 1296 MS, LRI, STD nutty, green, fruity 4 6 208.79 x 10-3 + 48.57 x 10-3
undecanal 1319 MS, LRI, STD herbaceous, aniseed, fruity 4 4 1.31+£0.23
(E,Z)-2,4-decadienal 1319 MS, LRI, STD fishy, medicinal 5 7 349.06 x 10-% +£76.35 x 103
1-methylnaphthalene 1325 MS, LRI vegetal, cooked, green 5 5 45817 x 10-3 £ 0.16
(E,E)-2,4-decadienal 1330 MS, LRI, STD cooked, oily, solvent 6 6 817.38 x 10~ £ 0.15
2-methylnaphthalene 1340 MS, LRI marine, green, solvent 6 5 309.90 x 10-3+0.14
unknown 1390 39 (75), 40 (60), 43 (100), minty, green, spicy 5 6 NQ
55 (100), 69 (80)
aromadendrene 1441 MS, LRI cucumber, vanilla, floral 4 7 131.36 x 10-3 + 39.66 x 10-3
unknown 1472 41(90), 43 (70), 55 (100), rubber, sugar 4 4 NQ
69 (75), 83 (70)
1-pentadecene 1488 MS, LRI rubber, plastic 3 4 3.45+0.58
unknown 1540 41 (90), 55 (46), 69 (100), plastic, fishy, earthy 3 6 NQ
95 (45), 109 (75)
tetradecanal 1625 MS, LRI wet wood, marine, plastic 5 7 369.71 x 10-3 + 84.03 x 10-3
unknown 1672 41 (90), 55 (100), 67 (95), rubber, amine, algae 5 7 NQ
81(95), 96 (80)
8-heptadecene 1680 MS, LRI plastic, moss 6 5 23.96 + 5.85
unknown 1735 43 (80), 55 (65), 57 (100), sugar, plastic 4 4 NQ

71(80), 85 (55)

@ Means of identification: MS, mass spectrum (identified thanks to the mass spectra of the compounds); LRI, linear retention index (when the LRI of the compound
identified corresponds to the LRI in the literature); STD, s tandard (when the retention time, spectrum and odor description of an identified compound corresponds to
the retention time, spectrum and odor description of the injected standard of this compound). For mass fragments, the proportion of the mass fragment is given in
parentheses. When only MS or LRI is available for the identification of a compound, it must be considered as an attempt of identification. The odor given
corresponds to the odor detected by the judges for its retention time but not surely to the compound that we try to identify. ® Intensity is rounded to the nearest whole

number. An intensity between

3 and 3.5 is rounded to 3 and an intensity between 3.5 and 4 is rounded to 4 (1 very weak odor intensity, 9 very strong odor intensity). ¢ Number of judges who

detected an odor. ¢ In microgram equivalents of dodecane per 100 g of unsmoked salmon. The mean and the standard deviation are given for each identified
and quantifiable compound. Each concentration is the mean of three aromatic extracts injected corresponding to three individual fillets smoked at 32 °C. Tr, trace;
NQ, not quantified.  NC, not common descriptor.
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(with marine/fatty, fruity notes) could be formed from hexa-
decanal, identified as a volatile compound in fresh salmon but
without odorant properties. Hexadecanal is the second odorant
compound in fresh salmon, detected at a concentration of about
18.74 ng of 1S/100 g, but it does not have a strong impact on
the overall fresh aroma.

Odorant Compounds of Unsmoked Fresh Salmon: 2-Al-
kenals. 2-Alkenals, from 2-hexenal to 2-undecenal, are products
of oxidation of fatty acids such as oleic acid, but they can also
derive from n-6 PUFA, like arachidonic acid for aldehydes such
as 2-heptenal or 2-octenal and like linoleic acid for (E)-2-
alkenals from 2-heptenal to 2-nonenal and for (Z)-2-alkenals
such as (Z)-2-octenal and (Z)-2-decenal (41, 42). Thus, (E)-2-
hexenal (with green aromatic notes), (E)-2-octenal (with less
green and more unpleasant odors), (E)-2-nonenal (with moss,
woody/floral descriptors), and (E)-2-decenal (with cooked,
plastic odors) have been characterized in fresh salmon. They
have very low odor thresholds because they were smelled by
five or six judges with medium intensity marks and because
they were in very low quantities. The most perceived and the
most intense 2-alkenal identified is (£)-2-nonenal, which is at
trace level. The concentrations of the other 2-alkenals do not
exceed 1 ug of IS/100 g. From 2-hexenal to 2-decenal, the odor
becomes less citrus and fruity and more fat-like, moldy, and
unpleasant when the size of the carbonated skeleton increases.

Odorant Compounds of Unsmoked Fresh Salmon: 2,4-
Alkadienals. 2,4-Alkadienals, such as decadienal and isomers,
come from PUFA n-6 such as linoleic or arachidonic acid. All
of these aldehydes give particular notes to the overall aroma.
Indeed, they bring a fatty and a floral/fruity note, which
decreases with the increase in the number of carbon atoms in
the chain of the aldehyde. Except for (£,E)-2,4-heptadienal,
which was detected by only four judges, the other 2.4-
alkadienals were described by at least six judges with concentra-
tions of about 2.04 or 2.33 pg of IS/100 g for (E,E)-2,4-
heptadienal and octadienal, respectively. The concentration of
(E,E)-2,4-decadienal is about 0.82 pg of IS/100 g, 2 times more
than the concentration of (E,Z)-2,4-decadienal (0.35 pg of IS/
100 g). Nevertheless, the variation of one judge in the frequency of
detection or 1 unit in the intensity is not sufficient to show
a trend between the concentration and the odorant perception
of these compounds.

Odorant Compounds of Unsmoked Fresh Salmon: Other
Carbonyl Compounds. Unsmoked salmon aroma is also very
marked by (Z)-4-heptenal and methional, which provide a strong
cooked potato odor. However, (Z)-4-heptenal also brings a slight
fishy flavor. These two compounds are very close on the
chromatogram and were detected by the same number of
assessors; they have the same intensity of 7 and similar
concentrations of about 0.67 pg of IS/100 g. Thus, their
contribution is essential to the overall aroma of unsmoked
salmon. Benzothiazole could also be identified as a Strecker
degradation compound (like methional) and brings green, plastic,
and fruity aromatic notes. (£,2)-2,6-Nonadienal, 2-hydroxy-3-
pentanone, 3,5-octadien-2-one have been reported in many
seafood products with pleasant odors such as cucumber, fruit,
and flower. In fresh salmon, several works have suggested that
(E,Z)-2,6-nonadienal plays an important role in fresh fish-like
odors due to its low threshold values (6, 7, 13). Indeed, it is
found in unsmoked salmon at a weak concentration; however,
it was perceived by seven judges who described it with an
intensity mark of 6.

Odorant Compounds of Unsmoked Fresh Salmon: Ali-
phatic Compounds. The terpenes recovered in fish such as
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limonene, menthatriene, aromadendrene, and farnesol usually
come from the diet. The environment of the salmon is therefore
very important for the final odor because contaminants such as
naphthalene derivatives and terpenes can be odorants in small
quantities. Farnesol and limonene were measured at trace levels in
unsmoked fish flesh, aromadendrene was found at 0.13 pg of
IS/100 g, and menthatriene was found at about 0.81 pg of
IS/100 g. Nevertheless, they were smelled by between four and
seven judges for menthatriene and aromadendrene, but their
intensities are not very high and, in general, marked at 4.
1-Penten-3-ol and 1-octen-3-ol have a fruity/chemical and a
mushroom odor, respectively. These compounds have already
been reported in many seafood products (29, 38). Their low
odor threshold makes them odorant at low concentrations.
Unsmoked salmon aroma is also constituted by 2-acetyl-1-
pyrroline with a roasted/nutty aroma. As in smoked salmon, it
was detected at trace level but seems to be very predominant
in the overall aroma because six panelists marked it with an
intensity of 5.

Odorant Compounds of Unsmoked Fresh Salmon: Cyclic
Compounds. Aromatic hydrocarbons, such as naphthalene
derivatives, have been found olfactively in fresh salmon and
could be considered as environmental contaminants. They were
detected by five judges with an intensity close to 5/6 and are
present in weak concentrations.

Other cyclic compounds were also smelled in fresh flesh in
the form of benzaldehyde, benzenemethanol, and benzene-
acetaldehyde, which exhibit floral and fruity notes. Their
contribution to the fish aroma appears not to be very important
because only four/five judges pointed them out and qualified
them with intensity no higher than 4. Xylene isomers were
strongly perceived by nearly all of the judges. Their intensity
at around 5 or 6 seems not to be linked to their concentrations
because o-xylene was detected at 0.12 pg of IS/100 g, whereas
p- and m-xylene are 10 times more present in unsmoked flesh.
These compounds can originate from carotenoid degradation
and carry odors defined as plastic/fruity or cooked vegetables
according to the geometry of the molecule. They have been
reported as odor-active components of many fresh seafood
products (44, 45).

The unknown odors were generally marked by pleasant
descriptors, but they cannot be identified due to a weak MS
signal. Nevertheless, even with a weak signal and low concen-
trations, these compounds remain very odor-active.

Odorant Compounds of Unsmoked Fresh Salmon: New
Compounds of Salmon Aroma. Fresh or processed (boiled,
canned) salmon aroma has already been studied. By comparison
with these previous works, 16 compounds have been identified
in unsmoked salmon that were not identified in the past in this
matrix. Nevertheless, some of these compounds were identified
in fresh or processed seafood but not especially with odorant
properties. Phenol, thiophenecarboxaldehyde, limonene, benzyl
alcohol, benzeneacetaldehyde, (E,F)-2,4-octadienal, tetra-
decanoic acid, and farnesol have been reported as seafood
volatile compounds (12, 13, 29, 30, 39). This is the first time
that 2-hydroxy-3-pentanone, menthatriene, aromadendrene, 1-pen-
tadecene, tetradecanal, 8-heptadecene, (E)-3-octadecene, and
hexadecanal are identified in smoked salmon aroma. The
presence of none of these compounds is surprising because
alkenes, terpenes, and products of lipid oxidation are commonly
found in seafood aroma. They do not have a strong impact on
the overall odor because they are not perceived by a high number
of judges and have low or medium intensities except for the
terpenes and (E,E)-2,4-octadienal.
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Quantitative and Odorant Comparison between Un-
smoked and Smoked Salmon: Evolution of Odorant Com-
pounds of Unsmoked Salmon during the Smoking Process.
The overall aroma of unsmoked and smoked salmon has already
been presented (28). Comparison between Tables 1 and 3
explains the aromatic trends previously observed and sufficiently
presents the differences from an “odorant descriptor” point of
view. Thus, comparison between the two matrices must be more
focused on quantitative and odorant parameters such as the
concentration and FDT of the compounds identified. The
compounds can be divided into three categories. Indeed, the
first possibility is that the FDT of the compound is the same in
fresh and smoked salmon. The second possibility is that the
FDT varies, and it is possible to link these variations with
variations in concentrations. The third category concerns the
coelutions of odor-active fresh salmon compounds with weak
odor-active or odorless smoked salmon compounds. As a result,
odor mixtures, synergic or masked effects, can occur. The
smoking process acts very unequally according to the odor-
active compounds, and each case must be separately discussed.

Similar Odorants FDT in Smoked and Unsmoked Salmon:
Case of Benzaldehyde. Benzaldehyde is perceived by five of
the eight assessors in both types of matrix. We can conclude
that the smoking process does not affect the odorant perception
of these molecules. Nevertheless, the concentrations between
the two extracts can be different but the odor descriptors lead
to unchanged aromatic notes for both molecules. Thus, even if
the concentrations are not the same (benzaldehyde is found in
fresh salmon at a concentration of 0.55 pg of IS/100 g of product
and at 29.49 pg of IS/100 g in smoked salmon), the smoking
process does not create odorant differences for these compounds
The variation in the intensity from 4 in unsmoked flesh to 5 in
smoked fish is not significant enough to imply an effect of the
process on the odor perception of this compound.

Variations in Odorants FDT between Unsmoked and
Smoked Salmon and Relationship with Concentration: Cases
of 2-Ethyl-1-hexanol, 2-Methylnaphthalene, and Phenol. For
some compounds, it is easy to link an increase or a decrease in
the frequency of the odorant perception with the variation in
its concentration. This is the case for 2-ethyl-1-hexanol, for
which the frequency of odorant perception increased from four
to six while its concentration increased from about 1.20 to 4.34
pg of IS/100 g of salmon. This observation can be also carried
out with 2-methylnaphthalene. The number of assessors who
smelled it increased from five to seven between the unsmoked
and smoked samples. This can be explained by the creation of
aromatic hydrocarbons during the smoking process, which could
increase the concentration and odorant perception of 2-meth-
ylnaphthalene. Indeed, its concentration was approximately 0.31
pg of IS/100 g of salmon in the fresh matrix and reached 3.68
pg of IS/100 g in the smoked matrix. However, it is important
to note that the intensity mark between the two matrices does
not vary.

Sometimes, it is difficult to confirm the odorant perception
of a compound and to relate it to its concentration. Phenol, for
example, was detected in smoked extract by fewer judges than
in fresh extract (a decrease from seven to five assessors),
whereas its concentration was multiplied by a factor of >100.
In general, there is no linear relationship between odorant power
and concentration. Besides, for some compounds, the quantifica-
tion cannot be obvious. Therefore, it leads to higher SD values,
which can be related to difference in perception of the judges.
It is the case of phenol where the coefficient of variation in
unsmoked salmon is 20.27% and that in smoked salmon is
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30.89%. Then, the lack of homogeneity of the phenol content
in smoked salmon could explain the global decrease of FDT.
However, even if a linear relationship between FDT and
concentration cannot be proven, global trends can be observed
between the evolution of some FDT of compounds with their
concentrations.

Coelutions in Smoked Salmon between Odor-Active
Compounds from Unsmoked Salmon and Compounds of
Smoked Salmon. Another explanation for the FDT decrease
of phenol between unsmoked and smoked salmon is the
phenomenon of coelution of odorless or odor-active aroma
compounds of fresh salmon and smoked salmon. Indeed, there
is a proximity of elution between phenol and 1-octen-3-ol.
Therefore, their odor can very easily be mixed by the judges.
In the salmon aromatic extracts, coelutions can occur under three
forms according to the intensity and the odor descriptor of the
smoked salmon compound. In the case where the smoked
salmon coeluted compound is odorless, it causes only problems
of identification. If it is odorant, it can strongly affect the odor.
For example, in smoked salmon, dimethylphenols are found but
related to unexpected green and fruity aromas. By comparing
the aromatic profiles of unsmoked and smoked salmon, we have
pointed out that, at the same retention time, there were similar
odorant descriptors in fresh salmon but attributed to (E,Z2)-2,6-
nonadienal and (E)-2-nonenal. In this case, the MS signals of
the two aldehydes are two small and hidden by the large signal
of dimethylphenols. Nevertheless, thanks to a careful study of
the mass spectra through extraction ions from the chromatogram
of the SCAN acquisition, we have identified four of the five
most important ions of (£,Z)-2,6-nonadienal [m/z 39 (25%), 41
(100%), 43 (5%), 69 (40%), 70 (45%)] and four for (E)-2-
nonenal [m/z 41 (85%), 43 (100%), 55 (90%), 70 (86%), 83
(68%)] under dimethylphenol peaks. These aldehydes cannot
be quantified in smoked salmon due to their too weak
concentration. In unsmoked salmon, they have been identified
because the noise in the fresh sample is lower than in the smoked
sample loaded with many volatile compounds. It leads to
mixtures of unexpected odors characterized as spicy by the
judges but corresponding to mixtures of green/fruity for the
aldehydes and burnt/smoke for the dimethylphenols. It is the
same case for (Z)-4-heptenal in fresh salmon and 2-methyl-2-
cyclopentenone found in smoked salmon. Indeed, 2-methyl-2-
cyclopentenone is marked, like the cyclopentenone derivatives,
with burnt/sugared aromatic notes in wood smoke but, in
smoked salmon, the odorant descriptors become less burnt and
more like cooked food. We can suggest an influence of (Z)-4-
heptenal, which carries cooked vegetable/fishy odors, even if
we did not manage to identify this compound under the
2-methyl-2-cyclopentenone peak except on one injection. Fi-
nally, the third case is when the smoked salmon coeluted
compound is very odorant. As a result, the fresh salmon odorant
descriptor can totally disappear (like for nonanal coeluted with
guaiacol and 2-undecanone coeluted with 4-ethylguaiacol, where
the phenolic odor masks the carbonyl odors).

By the study of the coelutions of smoked salmon chromato-
gram related to odorant descriptors, it becomes easier to
understand how the smoking process influences the evolution
of odor-active compounds between unsmoked and smoked
salmon.

Creation of Smoked Salmon Odorants from Unsmoked
Salmon Precursors. It is also very interesting to note that
smoked salmon aroma contains odor-active compounds not
detected in fresh salmon but known to derive from odorant or
odorless precursors that are present in fresh salmon. Under
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smoking process conditions, lipid oxidation continues (46). For
example, 2,4-hexadienal comes from lipid oxidation and is
revealed as odorant in smoked salmon, although it cannot be
detected in fresh salmon. Oleic acid oxidation is also noticeable.
Oleic acid is present and odorant in unsmoked salmon but is
not recovered in the smoked sample, whereas we can observe
the creation of the odorants (Z)-9-octadecenal and (Z)-9-
octadecenol. It seems that industrial processes involving heat
could affect the odorless (or odor-active) components of fresh
salmon, which become the precursors of certain aroma com-
pounds of smoked salmon. This is especially the case for
carbonyl compounds (47).

Smoked salmon odor is a complex combination between its
own odor of smoked salmon, due largely to wood smoke, fresh
salmon aroma, and the odors created from fresh salmon
components under the conditions of the smoking process. It is
sometimes very difficult to suggest a simple origin for an odor-
active compound because of the various possible routes of its
creation. Moreover, it is not easy to elucidate certain odors that
are the result of a combination of several odor-active compounds
derived from various origins. The differences between smoked
and unsmoked fish flesh involve masking and synergic effects
in the odor perception.

Conclusion. Smoked and unsmoked salmon aroma profiles
have been carried out, and the odor-active compounds have been
individually characterized. The influence of the smoking process
has been confirmed and assessed in an odorant way because
the aroma compounds have been affected by the process. The
concentrations and the odorant occurrences of the odor-active
compounds of smoked salmon could be good indicators for the
discrimination of all smoking processes. Their study also opens
up new possibilities for adapting the process to increase the
odors of smoked salmon. Indeed, such modifications of smoking
parameters could change the concentrations and the odorant
perception of certain aroma compounds of smoked salmon to
increase the choice of products for the consumer. Phenolic
compounds, in particular, can be followed as indicators of the
smoke creation and intensity of the process. When the odorants
of smoked salmon and their pathways of creation are known, it
will be easier to modify the smoking process. This knowledge
could also stimulate the production of smoked salmon with
required odors. We can also imagine an application of this study
to other smoked products such as fish or meat. However, the
overall aroma of smoked salmon is built by complex combina-
tions of odors, which will not be easy to favor without creating
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) such as naphthalene
and its derivatives that we have found in smoked salmon.
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Bilan

L’efficacité de 1’extraction a été évaluée sur solutions modéles constituées de composés connus
pour étre des composés volatils odorants récurrents des aromes de poissons et produits de la mer.
La méthode d’extraction développée permet une extraction relativement indépendante de la nature
des composés et a conduit 2 un rendement moyen de 70 a 75 %. Elle s’avére donc suffisamment
quantitative et surtout non sélective (quasiment tous les composés sont extraits de la méme fagon).
Ce travail sur standards a par conséquent permis de valider analytiquement la méthode.

Pour garantir I’innocuité de 1’extrait lors des séances d’analyse sensorielle, nous avons choisi
comme solvant d’extraction 1’éther diéthylique qui a un point d’ébullition encore plus bas que le
dichlorométhane (34,5°C versus 39,5°C) et qui est reconnu comme beaucoup moins toxique. Pour
se prémunir d’éventuelles traces d’éther diéthylique, un changement de solvant a été réalis¢ de
fagon a obtenir 1’extrait aromatique dans un petit volume d’éthanol (quelques centaines de uL)
dépourvu d’éther diéthylique préalablement évaporé, 1’éthanol étant neutre du point de vue toxique
pour I’olfaction de tels volumes. Le volume de solvant employé a été optimisé pour garantir a la
fois la sécurité de I’opérateur de 1’extraction et du juge. Parmi les travaux sur la représentativité
odorante d’extraits aromatiques, ce travail constitue I’'un des premiers permettant de concilier une
extraction-distillation simultanée des composés volatils odorants par solvants organiques avec une
¢évaluation sensorielle de ces extraits totalement dépourvue d’éléments toxiques pour le juge.

Les notes de similarit¢ obtenues entre le poisson fumé initial et son extrait redéposé en iso-
intensité sur la méme matrice non fumée, ¢’est-a-dire dans des concentrations équivalentes a celles
quantifiées dans le saumon fumé, sont satisafisantes (> 70 %). Les tests de représentativité ont
donc permis de valider de maniére sensorielle la méthode d’extraction. D’autre part, la
méthodologie d’évaluation de la représentativité s’avere également innovante puisque c’est la
premiere fois que nous avons pu mettre en évidence I’importance de prendre en compte la matrice
en rétablissant les interactions physico-chimiques entre les composés de 1’extrait et les constituants
de la matrice. L apport de la redéposition des extraits aromatiques sur matrice réelle par rapport a
des mouillettes en carton a pu pour la premicre fois étre quantifié et améliore la représentativité de
10 %. En faisant varier les quantités de la matrice de redéposition de I’extrait, nous avons pu
optimiser les conditions des tests de représentativité. Les notes de similarité obtenues font partie
des plus hautes parmi celles retrouvées dans les travaux traitant de la représentativité odorante
d’extraits aromatiques.

Ce développement méthodologique nous a permis d’identifier et de quantifier respectivement 74 et

49 composés volatils odorants du saumon fumé et du saumon non fumé. Plus de 84 % des
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composés volatils odorants du saumon frais et du saumon fumé ont ainsi été identifiés et
quantifiés. La non identification de 16 % des composés volatils odorants du saumon frais et fumé
est liée a leur présence en trop faibles quantités. La plupart des composés identifiés ont été reliés a
leurs précurseurs. En effet, ’analyse en parallele des composés volatils odorants du saumon non
fumé et du saumon fumé a permis de différencier quatre catégories de composés : ceux propres a
la chair de poisson, ceux provenant de la fumée de bois, ceux créés par des réactions entre les
constituants de la chair de poisson sous I’effet des paramétres du fumage et enfin, ceux créés entre
les constituants de la chair de poisson et la fumée de bois sous I’effet des parametres du fumage.
Les acides gras du saumon et la fumée de bois ont une grande responsabilité dans la création de
composés volatils odorants.

Les caractéristiques odorantes de tous les composés volatils odorants ont pu étre déterminées par
les juges, méme pour les composés a I’état de traces. Toutefois, certains composés identifiés furent
percus par les juges avec des odeurs individuelles différentes de celles communément retrouvées
dans des extraits aromatiques de matrices alimentaires semblables. Ces différences peuvent étre
engendrées par des coélutions chromatographiques. L’utilisation de colonnes chromatographiques
de polarité différentes a été réalisée dans le but de lever ces coélutions chromatographiques mais
n’a pas permis de mieux identifier les composés coélués, sans doute présents a 1’état de traces. Une
analyse chromatographique bidimensionnelle en phase gazeuse GC/GC-MS/O des extraits
aromatiques obtenus serait certainement trés utile. En effet, des premiers essais non publiés menés
sur les composés volatils d’un extrait aromatique de saumon fumé par GC/GC-MS (TOF) ont
permis de se rendre compte de la multitude de coélutions chromatographiques existantes entre les
composés d’un extrait aromatique. Dans le cas de composés volatils odorants, une coélution entre
un compos¢ chromatographiquement majoritaire mais avec un seuil de perception odorante plus
¢levé que celui d’un composé a 1’état de traces coélué avec lui peut étre responsable de la
différence de la perception odorante du composé majoritaire. Par exemple, les caractéristiques
odorantes des 2,4 et 2,5-dimethylphenols identifiés dans le saumon fumé ne correspondent pas
avec celles trouvées dans la litérature. Les juges ne sont pas consensuels sur les descripteurs mais
percoivent tout de méme des notes végétales inattendues. Or, dans la méme zone
chromatographique, le (E,Z)-2,6-nonadienal et le (E)-2-nonenal, composés carbonylés a tres faible
seuil de perception odorante, ont été identifiés dans le saumon non fumé. Les quantités
importantes des diméthylphénols ne permettent pas d’identifier les composés carbonylés mais ces
composés carbonylés pourraient étre coélués avec les composés phénoliques et leurs seuils de

perception odorante faibles leur permettraient d’étre odorant méme a 1’état de traces.
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Partie 2 : Qualité organoleptique et sanitaire (HAP) du saumon fumé a froid par
différents modes industriels de génération de fumée

Dans les dernicres décennies, des développements matériels et des innovations technologiques ont
vu le jour dans le but d’optimiser les procédés de fumage. Ainsi, des générateurs de fumée externes
ont ¢ét¢ développés, I'utilisation de condensats de fumée s’est généralisée, en particulier aux Etats-
Unis. En effet, aujourd’hui, en Europe, dans I’industrie, la fumée pour le fumage de poisson a froid
est produite le plus souvent par autocombustion (environ 65 %) et par plaques thermostatées.
Viennent ensuite la revaporisation de fumée liquide (essentiellement pour les produits carnés) et la
friction. Ces générateurs externes ont ¢té¢ développés notamment pour réduire la concentration des
HAP dans la fumée se déposant sur les filets dans la cellule de fumage. La diversité de ces modes de
production de fumée a entrainé 1’augmentation de la variété des produits fumés mais nécessite d’étre
¢tudiée dans le but de maitriser la contamination de ces aliments. En effet, il n’existe pas de travaux
exhaustifs portant sur les conséquences sanitaires de ces différents procédés de fumage alors qu’ils
vont étre amenés a étre de plus en plus utilisés afin de garantir I’innocuité des produits fumés.

De plus, la diversité des générateurs de fumée et des pratiques de fumage conduisent a une large
gamme de produits fumés. En effet, dans certains pays, la température minimale du fumoir pour un
fumage a froid est de 16°C alors que dans d’autres pays, elle sera de 22°C. De méme, les différents
générateurs produisent de la fumée a des températures de pyrolyse différentes, ce qui conduit a des
compositions de fumées variées. Tous ces développements technologiques doivent donc étre étudiés
pour connaitre leurs influences sur les propriétés sensorielles des produits fumés et améliorer leurs
qualités organoleptiques.

Ainsi, une méthode de dosage des HAP a été¢ développé pour caractériser la qualité sanitaire de
différents filets de saumon fumés par les quatre principaux modes industriels de génération de
fumée. Les équipements de la halle de technologie alimentaire de 'IFREMER nous ont permis de
fabriquer ces différents produits dans des conditions similaires a celles utilisées dans les industries,
conduisant a des filets de saumon fumé de qualit¢é commerciale. En plus du type de générateur de
fumée, nous avons voulu connaitre I’influence des parameétres « temps de fumage » et « température
de fumage » en faisant varier respectivement le temps de fumage de 1, 2 a 3 heures et la température
du fumoir étant fixée soit a 22, soit a 32°C. L’évaluation de la contamination en HAP a été réalisée
par le dosage du benzo[a]pyrene dans tous les filets au LABERCA. En effet, la contamination des
poissons fumés par les HAP est fixée par une quantité maximale de 5 pg de benzo[a]pyréne /kg de
matrice. Une fois I’innocuité des différents produits fumés démontrée, nous avons mis en place un

protocole d’analyse sensorielle pour caractériser 1’odeur globale ainsi que la texture, la flaveur et
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I’aspect de ces différents produits afin d’identifier les conséquences organoleptiques générales des
procédés de génération de fumée sur le saumon. Les qualités sensorielles des différents saumons
fumés ont été évaluées par un panel de juges entrainés de 'IFREMER. Ainsi, ces premiers résultats
nous ont permis de dresser un comparatif entre les différentes méthodes de production de fumée sur
des critéres organoleptiques et sanitaires.

Par conséquent, les effets de la nature des générateurs et des paramétres des procédés de fumage
qu’ils soient d’ordre technique (temps, température) ou économique (consommation de bois, ...) sur
les qualités sensorielles et sanitaires du saumon fumé (golt, odeur et concentration en
benzo[a]pyréne) ont été valorisées sous la forme d’une publication dans Journal of Food Science

and Agriculture.

Cependant, le suivi du seul benzo[a]pyréne comme HAP de référence ne semble aujourd’hui pas
suffisant compte-tenu des récentes études toxicologiques menées sur les effets d’autres HAP de haut
poids moléculaires comme les dibenzopyrénes et les éventualités synergiques entre les HAP dans un
mélange. Ainsi, le dosage de tous les HAP suspectés d’étre carcinogénes par les derniers réglements
européens (EC 208/2005, 2005a ; EC 1881/2006, 2006) a ¢été¢ entrepris sur les différents saumons
fumés (excepté le benzo[c]fluoréne, le réglement 1881/2006 ayant été publié apres nos analyses). Un
développement méthodologique de caractérisation des HAP a donc été mis en place en conformité
avec les recommandations de I’Union Européenne exigées pour le benzo[a]pyréne (EC 10/2005,
2005¢c). Ce développement méthodologique demeure en partie utilis€ dans le protocole de la
méthode officielle de dosage des HAP dans les matrices alimentaires. Le point critique dans une telle
stratégie analytique est constitué¢ par la composition biochimique de 1’aliment. En effet, le saumon
est une matrice alimentaire riche en lipides pour lesquels les HAP ont une forte affinité. La méthode
d’extraction doit étre optimisée de telle sorte a éviter la co-extraction des HAP et des matiéres
grasses. Celles-ci peuvent non seulement géner 1’extraction mais €galement étre responsables de
coé¢lutions chromatographiques préjudiciables pour I’identification et la quantification des HAP.
Ainsi, D’extraction doit permettre de récupérer les HAP tout en limitant les maticres grasses.
Toutefois, méme dans les meilleures conditions, de faibles quantités résiduelles de lipides peuvent
étre présentes en fin d’extraction. Afin d’augmenter la précision de détection et de quantification des
analytes suivis, I’analyse des extraits obtenus a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse en tandem. Comme les HAP ont une structure chimique
condensée qui les rend trés stables, la deuxiéme ionisation des HAP dans la cellule de collision a

pour effet de refragmenter les éventuelles substances coéluantes tout en altérant pas les HAP.
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L’¢tude des effets de la nature des générateurs et des parametres des procédés de fumage sur les
concentrations en HAP suspectés d’étre potentiellement toxiques et le développement
méthodologique d’analyse des HAP dans une telle matrice a fait I’objet d’une publication parue dans

Food Additives and Contaminants.
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Abstract: Four industrial processes for smoking food were studied through their effects on the organoleptic
properties of smoked salmon and on the occurrence of 20 polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) known as
being contaminants of smoking processes. The contamination by PAHs of the food might be measured by their
corresponding toxic equivalent quantity (TEQ) expressed in pg kg™'. The results show a significant correlation
between the smoking process parameters, the odour of the smoked fish and the presence of PAHs. Smouldering,
thermostated plates and friction smoking processes allow smoked fish with very close odorant characteristics to

be obtained. However, differences of pyrolysis temperature (between 380 and 500 °C) causes significant differences

of PAHs concentration even if the contents are under the legal threshold concerning benzo(a)pyrene (5 ug kg™').
Smoked fish obtained by liquid smoke vaporisation presented the lowest level of PAHs but benzo(a)pyrene
concentration is nevertheless important. The odours brought by the liquid smoke process are more ‘cold smoke’

and ‘vegetal/green’ than the other techniques, which are smokier and fishier.

© 2007 Society of Chemical Industry

Keywords: smoking process; smoke generation; PAH; organoleptic properties

INTRODUCTION

Smoking is one of the oldest food preservation meth-
ods. It consists of the application of wood smoke on
food. However, nowadays, this process is predomi-
nantly used to give food organoleptic characteristics
than for food preservation. The industry has developed
four main types of smoking process very dependent of
the technique for generating wood smoke.! In 2002,
the proportion of smoking processes for fish in Europe
was close to 65% for smouldering, 30% for ther-
mostated plates, and the rest for friction and liquid
smoke vaporisation. Smouldering, thermostated plates
and friction processes allow smoke to be produced by
pyrolysis of wood sawdust, wood chips and wood log,
respectively.? According to the nature of the wood and
to the parameters of pyrolysis (e.g. temperature, mois-
ture, oxygen), the wood smoke is very different from
an aromatic point of view.?> In recent decades, liquid
smoke vaporisation was used. It consists in the atom-
isation (vaporisation) of liquid smoke obtained from
condensation of wood smoke. This process leads to an
important diversity of products. Additionally, the con-
trol of smoke contaminants is easier in liquid smoke
in order to avoid the formation of polycyclic aromatic

hydrocarbons (PAHs).* These carcinogenic molecules
are produced during pyrolysis of organic material such
as wood. During the production of liquid smoke, some
steps allow a reduction of the PAH rate in the final
liquid smoke whereas it is not easy to control the PAH
rate during traditional methods of smoke generation.
Moreover, the storage of liquid smoke in polyethylene
flasks can also reduce the concentration of PAHs.>°
Nevertheless, the legal threshold of benzo(a)pyrene is
lower for the smoke flavouring additives than for the
other smoking procedures. With regards to smoking
techniques applying wood pyrolysis, modern facilities
allow the smokehouse and the wood smoke generator
to be separated. However, even if food is placed in
a separate chamber from the wood smoke generator
and even if wood smoke is cleaned by various elec-
trostatic filters or smoke washing, the occurrence of
PAHs can be minimised but not totally controlled and
suppressed.” Better knowledge of smoking parame-
ters, particularly smoke production parameters, could
allow optimisation of the organoleptic characteristics
of smoked food and safer products to be obtained.
Therefore, the aim of this study was to compare the
effects of four smoking techniques on the organoleptic
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characteristics of smoked salmon fillets with the
simultaneous evaluation of the PAH content.

MATERIALS AND METHODS

Raw material and reagents

Ultrapure water was obtained with a MilliQ” system.
All solvents for PAH analysis were of analytical
or HPLC grade and were purchased from SDS
(Peypin, France) except toluene and tetrahydrofurane
from Fluka (Buchs, Switzerland). The phenyl-2,3-
dimethyl-4-amino-5-pyrazolone came from Merck
(Darmstadt, Germany) and the phenolic standard
solution at 1mg L™! (Prolabo, Fontenay-sous-bois,
France).

ENVI Chrom P cartridges of 6 mL, 0.50 g bonded
phase of styrene divinylbenzene resin were obtained
from Supelco (Bellefonte, USA). All mixes of
PAHs were from LGC Promochem (Wessel, Ger-
many) except benzo(a)anthracene, chrysene and
benzo(a)pyrene, which were obtained from Chiron
(Trondheim, Norway).

Beechwood sawdusts came from SPPS (Paris,
France) and beechwood log from Bourdeau (Nozay,
France)

Fish processing

Salmon (Salmo salar) reared in Norway were pur-
chased from a seafood wholesaler (Nantes, France).
The time between the capture and the filleting was
less than 1 week. Nine gutted fishes of approximately
3—4 kg from the same batch were received in a box in
ice. They were directly filleted, trimmed and put on
grids in a cold chamber at +3 °C for 2 h. All the fillets
were about 1kg. Biochemical analysis of water and
NaCl content were carried out before smoking. The
rate of water was 65g 100¢g™! and the rate of NaCl
was 0.20 g 100 g~!. Dry matter content was analysed
by oven drying of 2 g of smoked salmon at 105 °C until
a constant weight was reached and salt content was
measured with Chloride Analyser 926 (Corning, Hal-
stead, UK). Next, they were hand-salted with refined
salt (Salins du Midi, France) and left for 3h at +12°C
before being rinsed on grids with water (15°C) and
stored at 3 °C for 18 h until smoking.

For the evalution of PAHs, two smokehouse
temperatures were studied (32 and 22°C). Before
smoking, a drying step was carried out by putting
the fillets in the smokehouse at 18°C for 15min
in order to standardise the internal temperature at
8°C for all the samples. Then, at the beginning
of the smoking process, fillets had the same inner
temperature whatever the smokehouse temperature.
After smoking the fillets were stored during less than
1 week at +2 °C before sensory analysis. The medium
parts of smoked fillets (about 200 g) were leftat =80 °C
and freeze-dried for analysis of PAHs.

Smoking equipment and procedures
The smokehouse was an HMI Thirode (PC90 Model)
device (Thirode, France), 1500 x 1300 % 2250 mm

848

with a capacity of 380kg, mounted on a trolley with
28 grids on which the fillets were deposited. For each
smoking technique, the fillets were placed at the same
level (grid numbers 10, 12 and 14) at 20 cm of the
door of the smokehouse. The air/smoke circulation was
horizontal. Salmon fillets were swept by the smoke for
1, 2 and 3 h at a temperature of 22 and 32°C. The
exhaust valve opening was 1/3 and closed for liquid
smoke and the relative hygrometry was sat at 60%.
For each process except liquid smoke, the smoke was
introduced in the smokehouse with a flow rate of
90m3h~".

For the evaluation of PAHSs, three fillets were
removed from the smokehouse each hour during 3 h
in order to measure the formation of PAHs according
to the time of smoking and the temperature of the
smokehouse. For sensory assessment, only the fillets
smoked for 3 h at 32 °C were compared.

The smokehouse consists of a separate chamber
from the wood smoke generators. The smoke is
purified through filters and introduced into the
smokehouse thermostated through a tube that permits
a decrease of smoke temperature close to the room
temperature.

Smouldering parameters
A generator (Thirode, France) produced smoke by

pyrolysis (between 400 and 450° C) of beech sawdust
using the smouldering method. The sawdust was
poured onto an electrically heated ring and pyrolysed.
The pyrolysis temperature was determined with a
probe placed on the heated ring. The ring was heated
only for the ignition period and was maintained
further only by electric pulses. The pyrolysis was also
maintained as result of an air intake producing a
continuous flow around the heated ring by a fan.
The sawdust, which was in a hopper, fell by gravity
onto the heated ring. Introduction of sawdust was
programmed every 6 min. The sawdust was moistened
and homogenised beforehand in order to obtain a
moisture rate of 20%.

Thermostated plates parameters

A generator 720 % 1120 % 1730mm  (Thirode,
France) produced smoke by pyrolysis (500°C) of
beech chips. The pyrolysis temperature was deter-
mined with a probe placed on the plates. The chips
were spread mechanically onto thermostated plates
and the plates were cleaned after 3 min of combus-
tion. The smoke was pulsed by a ventilator in order to
obtain the same flow rate of smoke in the smokehouse
than smouldering and friction.

Friction parameters

A generator type FR 1002 (Muvero, the Netherlands)
produced smoke by friction (380°C) by pressing a
beech log (8 x 8 x 10 cm) against a rotating friction
wheel during 10s and every 30s. The pyrolysis
temperature was determined with a probe placed
into the log. The beech log is pressed pneumatically
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by means of a wood gripper with a pressure of
3.5 x 10?2 kPa (3.5 bars).

Liquid smoke parameters

Liquid smoke was purchased from a manufacturer of
smoke flavourings (France). It is a purified condensate
of beech smoke. Liquid smoke is atomised by pres-
surised air in the smokehouse at ambient temperature.
The vaporisation device (Lutetia, France) allows the
pressures of air and liquid smoke to be set in order to
obtain a consumption of liquid smoke of 1 L h™! as
in industrial procedures. Liquid smoke was injected in
the smokehouse for 2 min every 3 min. For this type of
smoking process, the hygrometry of the smokehouse
was sat at 70%.

Sensory evaluation

Sensory evaluation of smoked salmon odours were
performed by a panel of 20 subjects recruited in
IFREMER laboratories and trained in the sensory
analysis of fish. Descriptive tests enabled the samples
to be evaluated by their organoleptic characteristics.
Sessions were performed in individual partitioned
boxes equipped with a computerised system (Fizz,
Biosystemes, Couternon, France). The panellists
were asked to evaluate the intensity of organoleptic
descriptors (six for odour and seven for taste
evaluation) on a continuous scale displayed on
the computer screen, from 0 (low intensity to 10
(high intensity). The descriptors used were chosen
according to their efficiency to differentiate fish sample
characteristics. Products were assigned three-digit
numbers and randomised. The average of the different
marks was used to build the sensorial profiles of the
different smoked salmons. Sensory analysis was carried
out only on salmon smoked for 3h at 32°C.

Total phenolic compounds analysis

All the procedures for the quantification of total
phenolic compounds have been described in previous
studies.®

PAH analysis
The method for determining PAHs has been described
by Monteau et al.’

Solid—liquid extraction

Two grams of freeze-dried fillet, spiked with a mixture

of the 20 '3C-labelled PAHs at a concentration of
1 ugkg™' (as internal standards), were homogenised

in 40mL of cyclohexane/ethyl acetate (50:50, v/v),

shaken for 30 min, then centrifuged at 5000 % g for

30 min at 0°C. The liquid part was carefully isolated
and evaporated to dryness under a gentle stream
of nitrogen. The residue was dissolved in 6 mL of
cyclohexane. Quantification of PAHs was the result of
the mean of measures carried out on three individual
fillets smoked under the same conditions.
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SPE clean-up procedure

For the purification stage, the solid-phase extraction
cartridges ENVI Chrom P cartridges of 6mL,
0.50g bonded phase (Supelco, Bellefonte, USA)
were conditioned with 5mL of water, then 5 mL
of methanol followed by 5mL of cyclohexane.
Six millilitres of sample in cyclohexane were then
introduced onto the cartridge and washed with 3 mL
of cyclohexane in order to remove fat matter, which
interfers with the results. The PAHs were eluted with
12mL of a mixture of cyclohexane and ethyl acetate
(50:50, v/v) and after, evaporated to dryness under
nitrogen stream. The residue was finally dissolved in
40 uL of toluene.

GC/MS/MS analysis

For GC/MS/MS experiments, an HP-6890 gas chro-
matograph (Agilent Technologies, Palo-Alto, USA)
was coupled to a MS—MS Micromass Quattro Micro
mass spectrometer (Waters Milford, USA). A glass
insert, 4mm i.d., loosely filled with silanised glass
wool was used in the split/splitless mode GC injec-
tor (280°C). The GC column Zebron was a ZB-
SMS 30m % 0.25mm i.d., film thickness 0.25pm
(Phenomenex, Torrance, USA). The GC oven tem-
perature was maintained at 110°C for 1 min after
injection then programmed at 20 °C min~! to 240 °C,
then at 5°C min~! to 340°C. Helium was used as
the carrier gas. Electron ionisation was used and
selected reaction monitoring (SRM) was selected as
the acquisition technique. Monitored ions were those
of PAHs from fluorene to benzo(g,h,i)perylene listed
amongst the US EPA 16 priority pollutants with,
in addition, cyclopenta(c,d)pyrene, 5-methylchrysene,
benzo(j)fluoranthene and dibenzo(a,l)pyrene,
dibenzo(a,e)pyrene, dibenzo(a,i)pyrene,
dibenzo(a,h)pyrene. The last added PAHs were
those recently recommended by the European
Commission. '°

RESULTS

Economic approach of wood smoke generation

Among the smoke generation techniques studied
(Table 1), thermostated plates process is the mode
that uses the weakest wood quantity but has the
greatest electric consumption (1.8kW h™') due to
the temperature of the plates which must be hold at
500°C. The smouldering technique involves more
sawdust and generates ash (110g h™') but the
consumption of electricity is more than two times
lower than in thermostated plates technique (0.7 kW
h™"). Friction implies a similar quantity of wood
pyrolysed but the ash generated is nearly two times
lower than in the smouldering mode (60g h™!).
However, the cost of the wood log is higher and
the consumption of electricity is also higher because
the energy used to press the log against the rotating
friction wheel must be constant (1.6kW h™!). With
regard to liquid smoke atomisation, the only cost is
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Table 1. Parameters of the four smoking techniques for 3 h of smoke exposition for a smokehouse capacity of 380 kg

Thermostated

Parameter Smouldering plates Friction Liquid smoke
Pyrolysis temperature 400-450°C 500°C 380°C -
Moisture of sawdust 20% - - -
Quantity of wood pyrolysed (or liquid smoke vaporised) 1.69kg 1kg 1.59kg 3L
Amount of ash 3309 - 180g -

Price of wood raw material used with smouldering as reference (euros) 1 0.59 3.08 7.62
Electricity consumption (kW h™") 0.7 1.8 1.6 <0.1

that of the liquid smoke used but this process is the
most expensive from the smoke production point of
view (Table 1).

The friction technique seems to be the more
expensive smoking process applying generation of
wood smoke by pyrolysis, and smouldering the
cheapest. Even though the liquid smoke process does
not use electricity, it is the most expensive technique.

Organoleptic profiles and relation with total
phenolic content

Odour analysis

Two organoleptic characteristics, odour and taste,
were studied and related to the total phenol content.
For odour characterisation, six descriptors were
chosen for their suitability to describe smoked salmon
(‘wood fire smoke’ odour, cold smoke odour which
is a little more bitter than wood fire smoke, butter,
vegetal, salmon and herring-like odour).

The results of odour analysis (Table 2) show that,
except for the descriptor ‘herring-like’ odour, the
odours of fillets smoked by smouldering, thermostated
plates and friction smoking modes are significantly
different from the odours of fillets smoked by
liquid smoke. These results illustrate the odorant
similarity of fillets smoked with the three pyrolysis
processes compared to the liquid smoke technique.
Nevertheless, odorant differences between the three
pyrolysis techniques can be observed especially on
cold smoke, butter and salmon-like descriptors.
These differences could be due to the differences
of the temperature of pyrolysis of the wood.

Table 2. Characterization of the odour of smoked salmon according
to the four smoking techniques

Smoking process

Thermo-

Odorant stated Liquid
descriptor Smouldering  Friction plates smoke
Wood fire smoke 5.292 5.672 5.332 2.79b
Cold smoke 1.600 1.430 2.38°  5.042
Butter 1.332 1.732 1.302 0.24
Vegetal (grass) 0.45° 0.320 0.470 1.522
Salmon 3.592 3.462 3.062 1510
Herring 0.95 0.71 1.00 0.65

Means in the same row with different superscripts are significantly
different (P < 0.05).
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Indeed, according to the parameters of wood smoke
generation, the nature and the quantity of odour-active
compounds formed could be different. For example,
from 400 to 500°C, the higher the temperature,
the stronger the pyrolysis of lignin. Therefore, the
formation of phenolic and furannic compounds
increases.!! Similarly, it has previously been reported
that the difference in smoke production temperature
between friction (350-380°C) and smouldering
(400-450°C) leads to a less advanced degradation
of the wood with friction than with others higher
temperature of pyrolysis methods.!? Therefore, for
friction, with a pyrolysis temperature of 380°C
(Table 1), the smoke obtained could contain fewer
odorants responsible for the smoke odour and could
hide less well the butter odour of the fillets than when

thermostated plates (500° C) were used. As result, the
butter odour is stronger than when thermostated plates

are used.'? Further, this trend between processes
where a high pyrolysis temperature (smouldering,
thermostated plates) and those where a lower pyrolysis
temperature (friction) is used has been shown to
result in a stronger perception of smoke (cold ash,
burnt tyre) odour of smouldering product.'* Similar
qualitative results are obtained herein except for the
smoke perception. It could be certainly due to a weaker
range of pyrolysis temperature because pyrolysis by the

friction technique was carried out at 380 °C instead of

350°C and for smouldering at about 400 °C instead of

450°C. That is the reason why the perception of a
‘wood fire smoke’ odour of the three smoke
generations by wood pyrolysis processes is close.
The relative homogenity in smoky odours for the
three processes could be related to the total phenol

content. Indeed, quantities of 1.33, 1.29 and 1.17 mg of

phenolic compounds reported per 100 g of smoked
salmon are found for, respectively, the smouldering,
thermostated plates and friction techniques. For liquid
smoke, a phenol content of 0.95mg 100g~' was
obtained. The perception of ‘wood fire smoke’ in
the products treated with liquid smoke is nearly two
times lower than for the three other processes.

Among the three processes applying wood pyrolysis,
thermostated plates seem to be the most responsible
for ‘cold smoke’ odour. It could be due to the
high temperature of the plates (500 °C) which could
favour the generation of not only phenolic but also
of furannic compounds in wood smoke!’ because the
total phenolic content is not sufficient to explain the
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small differences and, especially, seems not to act in
the perception of cold smoke odour. Indeed, products
treated with liquid smoke are at least two times more
‘cold smoke’ than the other products and although
they have the lowest total phenol content. The ‘cold
smoke’ odour intensity of fish smoked by liquid smoke
atomisation is very important (5.04) whereas for the
pyrolysis techniques the intensity is between 1.43
and 2.38. These observations are strengthened by
a previous work!® which showed that salmon fillets
smoked with liquid smoke appeared nearly two times
‘sootier’ than fillets smoked with the smouldering
process and three times ‘sootier’ than those smoked
with the thermostated plates process.

Concerning the ‘vegetal’ odour, no significant dif-
ference is noticeable between fillets smoked according
to smouldering, thermostated plates and friction meth-
ods. Only liquid smoke is very different. The important
vegetal odour of smoked salmon treated by liquid
smoke could be explained by the liquid smoke odour
because it has been reported that smoke flavour-
ings carry green/almond odour.!” In smoked salmon
treated with liquid smoke, stronger earthy and green
odours have already been described by comparison
to techniques applying wood pyrolysis.!* This can
strengthen our results because the products smoked
by atomisation are found nearly four times more ‘veg-
etal” than the products smoked by pyrolysis smoking
techniques.

Finally, concerning the ‘salmon-like’ odour, no
difference can be observed between the odour of
fillets smoked with the three pyrolysis techniques
even if smouldering seems to be more marked by
the salmon-like odour than friction and thermostated
plates. This trend has already been noticed in
similar pyrolysis temperature conditions but with a
smokehouse temperature of 22 °C with smouldering
and thermostated plates.!® As we worked with a
smokehouse temperature of 32 °C and observed this
trend, the smouldering mode seems to cause odours
that are more ‘fishy’ than do the two others techniques,
independently of the smokehouse temperature. For
this descriptor, products treated with liquid smoke
appear with a significantly weaker ‘salmon-like’ odour.
In a previous study, Cardinal et al.'® have shown that
fillets smoked with liquid smoke were characterised
by ‘salmon-like’ odour one time and a half weaker
than the odour of fillets smoked by smouldering
process (intensity of 2.3 for liquid smoke and 4.3
for smouldering). The other odours carried by liquid
smoke to the salmon as ‘cold smoke’ and ‘vegetal’ are
so strong that they could mask the own fishy odour
of the smoked salmon flesh. The same remark could
be formulated to explain the weaker perception of
‘butter’ odour in products smoked with liquid smoke.
Moreover, even if the smokehouse temperature was
the same, the wood smoke arrives on the fillets at a
temperature of about 80°C before to be diluted in
the smokehouse at 32 °C. By comparison with liquid
smoke which is vaporised at room temperature, the
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heat of the smoke used in the techniques applying
wood pyrolysis can cause a stronger lipid oxidation
during smoking process. This difference could lead to
variations in the aroma profile of the smoked salmon
obtained.

Liquid smoke gives to the smoked products odour
characteristics which seem to be very different from
the odours characteristics of products obtained with
the three other techniques applying wood pyrolysis.
The parameters of the smoking process by atomisation
of liquid smoke can be responsible of these odorant
differences but the nature of the liquid smoke itself
could be more certainly implied in these variations.
Indeed, according to the wood nature, the conditions
of liquid smoke generation processes, the liquid
smokes can be very different in composition and
odours.

Taste evaluation

The taste of the different smoked salmons was
described with the same descriptors as for the odour
characterisation with in more, the descriptor ‘salty’.
The taste analysis results are presented in Table 3.
The results show that odour and taste are closely
linked because the intensity marks according to the
descriptors and the smoking process evolve similarly.
The taste of salmon smoked by liquid smoke are
very different from the tastes obtained with techniques
applying wood pyrolysis. For each descriptor, the
remarks formulated for the odour analysis according
to the different smoking techniques could be said again
about the taste. The intensities of smoke and salmon-
like tastes of products appear globally weaker than
those of corresponding odours.

The difference in taste observed between salmons
treated with liquid smoke and salmons smoked with
the other techniques for the descriptor ‘salty’ is
interesting. Normally, as the salmons were salted
according to the same procedure, the salty taste
would have been similar for all the salmons. This
difference could mean that liquid smoke causes not
only odour interactions with the product but also
generates physical interactions which influence the

Table 3. Characterisation of the taste of smoked salmon according to
the four smoking techniques

Smoking process

Thermo-

stated Liquid
Taste descriptor ~ Smouldering  Friction plates  smoke
Wood fire Smoke 5.612 5.718 5.582 3.03°
Cold smoke 1.45° 1.15° 2.10° 5072
Butter 0.93 1.00 1.20 0.46
Vegetal (grass) 0.29° 0.55° 0.29° 1.63?
Salmon 3.962 4.042 3758 2.94°
Herring 0.73 0.76 0.85 0.61
Salty 5.722 5.542 6.082  4.64°

Means in the same row with different superscripts are significantly
different (P < 0.05).
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salty taste. As for odour analysis, the process of liquid
smoke atomisation can be implied but this is especially
the composition of the liquid smoke that is responsible
of this difference. This result allows the conclusion that
wood smoke in the gaseous state, produced according
various devices and wood pyrolysis temperatures,
seems to have the same effect on the salty taste. More
generally, the three smoking processes applying wood
pyrolysis lead to products quite similar in odour and
taste. It means that whatever the wood pyrolysis, the
smoke produced has a similar odour and acts in the
same way on the salmon flesh components.

The taste analysis does not bring much additional
information by comparison with the odour analysis in
order to differentiate the processes. It only strengthens
the homogenity of the three techniques applying wood
pyrolysis to produce smoke and the marginality of
liquid smoke.

PAH assessment

Except for benzo(a)pyrene, the maximum residue
limits are not available. Therefore, in order to assess
the contamination of a smoked salmon, the toxic
equivalent quantity (TEQ) approach was chosen.
TEQs are calculated by the multiplication of each PAH
concentration by its corresponding toxic equivalent
factor (TEF). The TEF consists of giving each
PAH a relative toxicity as a fraction of the most
toxic one, benzo(a)pyrene. This strategy, chosen by
the Association Frangaise de la Sécurité Sanitaire
des Aliments (AFSSA) and the Institut National de
I’Environnement Industriel et des Risques (INERIS)
is based on the principle that the effects of PAHs
are additive, but are not antagonist or synergic, and
that they have the same mechanism of toxic action.'®
Table 4 shows the TEFs for each of the PAHs targeted
in this study. INERIS gives benzo(j)fluoranthene
the same TEF as benzofluoranthenes, i.e. 0.1. The
different TEQs (calculated from an INERIS table)
and benzo(a)pyrene concentrations obtained for each
smoking process are listed in Table 5.

Table 4. TEF of the PAHSs studied

TEF TEF
PAH (INERIS) (Larsen et al., 1998)26
Fluorene 0.001 0.05
Phenanthrene 0.001 0.0005
Anthracene 0.01 0.0005
Fluoranthene 0.001 0.05
Pyrene 0.001 0.001
Benzo(a)anthracene 0.1 0.005
Cyclopenta(c,d)pyrene 0.1 0.02
Chrysene 0.01 0.03
5-methylchrysene
Benzo(b)fluoranthene 0.1 0.1
Benzo(j)fluoranthene 0.05
Benzo(k)fluoranthene 0.1 0.05
Benzo(a)pyrene 1 1
Indeno(1,2,3-c,d)pyrene 0.1 0.1
Dibenzo(a,h)anthracene 1 1.1
Benzo(g,h,i)perylene 0.01 0.02
Dibenzo(a,l)pyrene 1
Dibenzo(a,e)pyrene 0.2
Dibenzo(a,i)pyrene 0.1
Dibenzo(a,h)pyrene 1

TEF of 5-methylchrysene was only assessed for aerial contamination
and remained at 1 (Collins et al., 1998). 27

It is important to note that when smoke comes
from wood pyrolysis the maximum residue limit of
5ugkg™! of benzo(a)pyrene fixed by the European
Commission!® for smoked seafood products is never
reached. Friction and smouldering seem to lead to
the highest TEQ which are 20 times lower than the
European limit value for benzo(a)pyrene concentra-
tion. The thermostated plates method leads to lower
value of TEQ and has the weakest concentrations of
benzo(a)pyrene. For these three smoking processes,
benzo(a)pyrene has been evaluated at a concentration
of 0.1ugkg™'. This benzo(a)pyrene concentration is
in accordance with others benzo(a)pyrene concen-
trations found in smoked fish which underlines the
coherence of our results.?’~22 The liquid smoke tech-
nique allows the less contaminated smoked salmon to

Table 5. Toxic equivalent quantity (TEQ) and concentration of benzo(a)pyrene (g kg™" of wet weight) for the four smoking techniques Value of TEQ

at22°Cand 32°C

Value of TEQ at 22°C and 32°C

1h 2h 3h
Smoking technique 22°C 32°C 22°C 32°C 22°C 32°C
Smouldering 0.099 0.112 0.119 0.123 0.106 0.140
[BaP] 0.080 0.079 0.083 0.077 0.072 0.092
Thermostated plates 0.0142 0.0162 0.096 0.092 0.093 0.100
[BaP] ng? nq? 0.072° 0.065° 0.069° 0.070°
Friction 0.093 0.090 0.112 0.107 0.137 0.125
[BaP] 0.074° 0.071° 0.089° 0.081° 0.111¢ 0.0974
Liquid smoke 0.076 0.102 0.078 0.098 0.060 0.064
[BaP] 0.047 0.085 0.064 0.084 0.047 0.047

[BaP], benzo(a)pyrene concentration; Ng, not quantifiable. The means followed by the same letter are not significantly different at 5%. TEQs were

calculated by using the INERIS TEFs (Table 4).
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be obtained. However, the legislation concerning this
technique is different. The directive 88/388/EEC has
limited the maximum residual levels of benzo(a)pyrene
to 0.03 pgkg™! in liquid smoke flavourings.>~25 Our
results show that if the liquid smoke process reduces
the individual PAH concentrations, benzo(a)pyrene
concentration can reach, in certain conditions (1 or
2h of smoke exposure at 32°C), until three times
higher this legal threshold (0.09 pgkg™).

It can be noted that when thermostated plates pro-
cess is used, TEQ and benzo(a)pyrene concentration
are very low for one hour of smoke exposure, com-
pared to the others processes. This difference is not
noticeable for 2 and 3h of smoke exposure. It is
surprising because this process implies the highest
pyrolysis temperature (500 °C) and the temperature
of wood pyrolysis has already been reported as deter-
minant in PAHs generation in wood smoke. The
quantity of PAHs increases linearly according to the
pyrolysis temperature between 400 and 1000°C.! In
fact, smouldering and friction with a pyrolysis tem-
perature about 400 °C lead to the highest TEQ. The
results were similar with thermostated plates but only
after more than 1h of exposure to smoke. This phe-
nomenon could show an inertia in the thermostated
plates process for the generation of PAHs which is not
found for the other odorants of wood smoke because
no consequent odour and taste difference between the
three processes using wood pyrolysis is seen.

For the four smoking processes, PAHs were studied
at three times of smoking and at two temperatures
of the smokehouse. An analysis of the variance was
carried out and the results are compiled in Table 5.

For smouldering smoking and liquid smoke process,
the time of exposure and the temperature of the
smokehouse seem not to influence PAH concentration
because the analysis of the variance with TEQ and
after with benzo(a)pyrene concentration as variables
did not reveal possible impact of these factors at a
risk 5%.

For thermostated plates, the low levels of PAHs
during the first hour of smoking are also shown
in ANOVA results. Indeed, an effect of the time
of exposure to the smoke is noticed to explain the
differences between the content at 1 h and the contents
at 2 and 3 h of smoking. For TEQ and benzo(a)pyrene,
the longer is the smoking time, the higher PAHs
concentration is. The same remark can be formulated
for friction technique but TEQ and benzo(a)pyrene
concentration were already high during the first hour
of smoking.

The occurrences of PAHs in the four smoking
processes are nearly similar but the legislation between
liquid smoke technique and the others is different. If
liquid smoke is considered as a flavouring process, the
benzo(a)pyrene concentration recovered is higher than
the legal value. Among the three others techniques,
thermostated plates appears as the smoking process
that leads to the less contaminated samples.
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It is important to note that indeno(1,2,3-c,d)pyrene,
dibenzo(a,h)anthracene and all dibenzopyrenes were
sometimes detected but it was never possible to
quantify them.

CONCLUSION

The four most frequently used smoking processes
have shown organoleptic, economic and sanitary
differences. It is of considerable interest for processors
to know the characteristics brought by a process to the
product that they want to smoke. It is important to
notice that there is not an ideal smoking process but
each smoking process is sufficiently different from the
others to allow a choice according to the aims of the
processor. According to the three parameters studied
(odour, taste, occurrence of PAHs, and cost of the
smoke generation), liquid smoke atomisation seems
to be insufficiently controlled because the odours
carried are very different from those encountered
in the other techniques, the costs are the highest
and even if the total concentration of PAHs is lower
than the other techniques, the benzo(a)pyrene is not

under the 0.03 pgkg” level. However, industrially,

liquid smoke has other benefits for the storage; for
example, the decrease of accidents due to fire, and the
ease of vaporisation. Among the three processes using
wood pyrolysis, the costs do not constitute the critical
parameter even if friction is a little more expensive
due to the price of logs. From the point of view of
PAHs, thermostated plates seem to be the process
generating the lowest level of PAHs. Moreover the
odorant profiles of smoked products obtained by these
techniques are nearly similar. This type of work could
be extended to other smoked food in order to better
study a possible effect of the food matrix. The creation
of odours from smoked products and the occurrence
of PAHs might be better understood by a study of their
kinetics of deposition according to the parameters of
the smoking process.
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Abstract

An analytical method based on gas chromatography/tandem mass spectrometry (GC—MS/MS) (triple quadrupole device)
has been developed for quantification of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in smoked salmon. This method was
applied to determine PAH concentrations in smoked fish and assess the impact of four industrial smoking processes on their
profiles. Two smokehouse temperatures and three smoke-exposure times were applied. All the smoking techniques used
lead to acceptable PAH levels: the quantities recovered are 100 times lower than the legal limit (5 pg kg '1) concerning the
principal PAH, i.e. benzo[a]pyrene. To compare different smoking processes, the toxic equivalent quantity (TEQ)

approach was chosen. Smouldering leads to the highest TEQ, while liquid smoke leads to the lowest TEQ.

Keywords: PAH, smoked salmon, smoking process, TEQ, purification, tandem mass spectrometry

Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) are carci-
nogenic food and environmental contaminants
(Mottier et al. 2000; Baird et al. 2005).
Environmental exposure can occur through inhala-
tion (Easton et al. 2002; Storelli et al. 2003; Grova
et al. 2005) and deposition from air can lead to
contamination of cereals and vegetables, resulting in
human exposure from uncooked foodstuffs (SCF
2002). However, home-cooking and industrial food
processes represent the major source of human
exposure from the diet (Zabik et al. 1996;
Kannappan et al. 2000; Stolyhwo and Sikorski
2005). Smoked foods (Chen et al. 1996; Jira 2004)
have been known for several decades to be a source
of PAHs, especially benzo[a]pyrene (Simko 1991;
Kazerouni et al. 2001).

In the smoking process, PAHs are generated
during smoke production by wood pyrolysis.

Owing to their lipophilic properties (log K, range
between 4 and 7), PAHs can accumulate in the lipid
fraction of food products and are not easily extracted
from food with a high fat content, such as smoked
salmon. Moreover, many analytical strategies have
been developed to detect and measure these
compounds (Rivera et al. 1996; Moret et al. 2000)
such as de-fatting, which is especially used during
the extraction step (Nyman et al. 1993; Yeakub-Ali
and Cole 2001; Dugay et al. 2002). Accelerated
solvent extraction (ASE), solid-phase extraction
(SPE) clean-up on selected cartridges and saponifi-
cation have been developed to avoid lipids suspected
of disrupting the analysis (Wang et al. 1999; Marcé
et al. 2000; Kishikawa et al. 2003). All the studies
dealing with PAH analysis in smoked food have been
carried out with a single detector, and GC/MS
(éimko 2002; Yurchenko et al. 2005) and HPLC/
FD (Chen et al. 1996; Koffi Houessou et al. 2005)
are the two main analytical methods for their
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measurement at low levels. However, co-elution that
could be attributed to co-extracted lipids, as in the
case of smoked fish (Wang et al. 1999), cannot be
totally removed (Chiu et al. 1997; Moret et al.
1999). Indeed, the lipidic substances of food
matrices can disrupt the extraction step but they
are also involved in chromatographic coelutions,
disturbing the detection of PAHs by creating
interferences with the analytes or by increasing
global noise. Gas chromatography coupled to
tandem mass spectrometry appears to be a candidate
method to lower the limit of detection (LOD) of
PAHSs, even in oily matrices (Munoz et al. 2001;
Veyrand et al. 2006), for example, 0.07 pg kg for
benzo[g,h,i]perylene in oil (Ballesteros et al. 2006).
Nevertheless, this detection system has not been
used to monitor PAHs in smoked food and,
especially, in smoked salmon.

The presence of PAHs, especially benzo[a]pyrene,
in smoked fish has previously been reported (Simko
et al. 2002) but little information is available
concerning the influence of the smoking processes.
Most studies on PAHs and smoked fish have focused
on methods of extraction and determination
(Jarvenpaa et al. 1996; Wang et al. 1999; De Boer
and Law 2003). Some studies compare modern and
traditional kilns (Karl and Leinemann 1996; Karl
1997) but, to our knowledge, there is no compara-
tive study of modern industrial smoking processes
for fish with respect to the 20 PAHs suspected to be
carcinogens (European Commission 2005b).
Moreover, to reduce PAH levels in smoked fish,

a liquid smoke atomization process has been devel-
oped in recent decades, involving the vaporization of
liquid smoke, obtained from a condensation process
of wood smoke, onto the fish. However, legal
maximum residue limit for PAHs have not been set
for this technique. Studies concerning PAHs in
liquid smoke have only focused on the PAH
composition of liquid smoke itself or the PAH
composition of food smoked with this technique
(Guillén et al. 2000a,b; Simko 2005). No compara-
tive studies of liquid smoke with traditional smoking
techniques, applying wood pyrolysis, are available.
The aims of this work were, firstly, to assess a GC—
MS/MS (SRM acquisition) quantification method
for PAHs in smoked salmon compared with GC—MS
(SIM acquisition). To carry out PAH quantification,
an extraction method for smoked salmon was
developed consisting of a liquid—solid extraction
followed by an optimized SPE purification step.
Secondly, this method was then applied to the
determination of PAHs in salmon flesh, smoked
according to the four, most common, smoking
processes used in the industry. The effect of time
of smoke exposure and smokehouse temperatures on
PAH content was also assessed.

Materials and methods
Materials and reagents

All solvents for PAH analysis were analytical or
HPLC grade and purchased from SDS (Peypin,
France), except toluene and tetrahydrofuran which
were from Fluka (Buchs, Switzerland).

ENVI Chrom P cartridges of 6 ml, 0.50 g bonded
phase were obtained from Supelco (Bellefonte, PA,
USA). All PAH standards (fluorene, phenanthrene,

anthracene, cyclopenta[c,d]pyrene, benzo[b]fluor-
anthene,  benzo[j]fluoranthene,  benzo[k]fluor-
anthene, indeno[1,2,3-c,d]pyrene, dibenzo[a,e]

pyrene, dibenzo[a,i]pyrene, benzo[g,h,i]perylene,
dibenz[a,h]anthracene, dibenzo[a,l]pyrene and
dibenzo[a,h]pyrene) were from LGC Promochem
(Wessel, Germany), except benz[a]anthracene,
chrysene and benzo[a]pyrene, which were obtained
from Chiron (Trondheim, Norway). All '*C-labelled
PAHs were from Cambridge Isotope Laboratories
(Andover, MA, USA), except for cyclopenta[c,d]-
pyrene, dibenzo[a,h]pyrene and dibenzo[a,l]pyrene
for which '*C-labelled standards were not available.
Ultrapure water was obtained from a Milli-Q
system (resistivity <18 M cm ™).

Fish processing

Salmon (Salmo salar), reared in Norway, were
purchased from a seafood wholesaler (Nantes,
France). The time between their capture and
filleting was not more than 1 week. Nine gutted
fish of 3—4 kg from the same batch were received in
a box on ice. They were directly filleted, trimmed
and put on grids in a cold chamber at + 3 °C for 2
h. All the fillets werel kg. Next, they were hand-
salted with refined salt (Salins du Midi, France) and
left for 3 h at +12 °C before being rinsed on
grids with water (15°C) and stored at 3 °C for 18 h
until smoking.

Before smoking, a drying step was carried out by
putting the fillets in the smokehouse at 18°C for
15min. The aim of this step is to dry the product
surface for better smoke penetration, according to
industrial procedures. Secondly, this step allows the
standardization of the internal temperature at 8 °C
for all the samples that were previously stored in a
cold-room at + 2 °C. Then, at the beginning of
the smoking process, smoke was introduced into the
cell on fillets that had the same internal
temperature whatever the smokehouse temperature.
The smoked fillets were stored for less than 1 week
at + 2 °C prior to sensorial analysis. The medium
parts of smoked fillets (about 200 g) were kept at
-80° C and freeze- dried for PAH analysis.
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Raw salmon from the same batch were separated
to prepare blank matrices for measuring environ-
mental contamination in PAHs in salmon.

Smoking equipment and procedures

The smokehouse was an HMI Thirode (PC90
Model) device (Thirode, France), 1500 x 1300 %
2250 mm with a capacity of 380kg, mounted on
a trolley with 28 grids on which the fillets were
placed. For each smoking technique, the fillets were
positioned at the same level (grid numbers 10, 12
and 14) 20cm from the door of the smokehouse.
Air/smoke circulation was horizontal. To study the
effect of time of smoke exposure and smokehouse
temperatures, salmon fillets were swept by the smoke
for 1, 2 or 3 h at a temperature of 22 or 32 C.

The exhaust valve opening was 1/3, but was closed
for liquid smoke vaporization and the relative
hygrometry was set at 60%. For each process,
except liquid smoke, the smoke was introduced
into the smokehouse at a flow-rate of 90m>h ™.

For the production of wood smoke, four processes
are used: smouldering, thermostated plates and
friction, which generate smoke from wood sawdust,
chips and logs, respectively, and atomization of
liquid smoke (Varlet et al. 2006).

Smouldering parameters

A generator (Thirode, France) produced smoke by
pyrolysis (between 400 and 450°C) from beech
sawdust using the smouldering method. The saw-
dust was poured onto an electrically heated ring and
pyrolyzed. Pyrolysis temperature was determined
with a probe placed on the heated ring. The ring
was heated for the ignition period; further treatment
was by electric pulses only. Pyrolysis was maintained
through an air intake producing a continuous
flow around the heated ring via a fan. Sawdust fell
on the heated ring by gravity from a hopper
programmed for every 6min. The sawdust was
moistened and homogenized to give a moisture
content of 20%.

Thermostated plates parameters

A generator 720 %1120 x 1730mm  (Thirode,
France) produced smoke by pyrolysis (500°C) of
beech chips. Pyrolysis temperature was determined
via a probe placed on the plates. A system spread the
chips on thermostated plates, which were cleaned
after 3 min of combustion. Smoke was pulsed by a
ventilator to give the same flow-rate of smoke in the
smokehouse as in smouldering and friction.

PAHSs in smoked salmon 3

Friction parameters

A generator-type FR 1002 (Muvero, The
Netherlands) produced smoke by friction (380°C)
by pressing a beech log (8 x 8 x 100 cm) against
a rotating friction wheel for 10s every 30s.
The pyrolysis temperature was determined via a
probe placed into the log. The beech log was
pressed pneumatically by a wood gripper with a
pressure of 3.5 bars.

Liquid smoke parameters

Liquid smoke was purchased from a flavouring
manufacturer (France). It was a purified condensate
of beech smoke. Liquid smoke is utilised by
atomising with pressurized air in the smokehouse
at ambient temperature. The vaporization device
(Lutetia, France) allows the setting of air and
liquid smoke pressures to give a consumption rate
of liquid smoke of 11h ', as in industrial smoking
procedures. Liquid smoke was injected into the
smokehouse for 2 min every 3 min. For this type of
smoking process, the hygrometry of the smokehouse
was set at 70%.

Solid-liquid extraction of PAH

A 2g aliquot of freeze-dried fillet spiked with a
mixture of 20 '*C-PAHs at 1 pg kg™, considered as
internal standards, was homogenized in 40 ml of
cyclohexane/ethyl acetate (50:50; v/v), shaken for
30 min and then centrifuged at 5000 g for 30 min at
0°C. The liquid portion was carefully isolated
and evaporated to dryness under a gentle stream
of nitrogen. The residue was dissolved in 6 ml of
cyclohexane. Each PAH quantification was the result
of the mean of triplicate measurements carried out
on three individual smoked fillets.

SPE clean-up procedure

Solid-phase extraction cartridges placed on a Vac
Elut system were conditioned with Sml of water,
then 5ml of methanol and finally with 5ml of
cyclohexane. A 6ml sample in cyclohexane was
introduced into the cartridge and washed with 3 ml
of cyclohexane to remove fat. PAHs were eluted with
12ml of a mixture of cyclohexane and ethyl acetate
(50:50, v/v) then evaporated to dryness under
a nitrogen stream. Finally, the residue was dissolved
in 40 ml of toluene.

GC/MS/MS analysis

For GC/MS/MS experiments, an HP-6890 gas
chromatograph (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, USA) was coupled to a triple stage quadrupole
Quattro Micro mass spectrometer (Waters, Milford,
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MA, USA). A 4mm L.D. liner, loosely filled with
silanized glass wool, was used in splitless GC injector
mode (280°C). The Zebron GC column was a
ZB-5MS 30m x0.25mm I.D., film thickness
0.25mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA). The
GC oven temperature was maintained at 110°C
for 1 min after injection then programmed at 20 °C
min "' to 240°C, then at 5°C min" to 340°C.
Helium was used as carrier gas. Electron ionization
was used and SRM (selected reaction monitoring)
was selected as acquisition technique. The moni-
tored ions were those listed by the European
Commission (European Commission 2005b), in
addition to fluorene, phenanthrene, anthracene,
fluoranthene and pyrene from the US EPA’s list
of 16 priority pollutants (INERIS 2003). The mass-
to-charge ratio (m/z) ranged 166 (fluorene), 178
(phenanthrene, anthracene), 202 (fluoranthene,
pyrene), 226 (cyclopenta[c,d]pyrene), 228
(benz[a]anthracene, chrysene), 242 (5-methylchry-
sene), 252 (benzo[b], [j] and [k]fluoranthene,
benzo[a]pyrene), 276 (benzo[g,h,i]perylene,
indeno[1,2,3-c,d]pyrene), 278 (dibenz[a,h)anthra-
cene) and 302 (dibenzopyrenes).

Analytes were identified on the basis of their
retention time and at least two transitions.
3C-labelled internal standards, corresponding to
each PAH studied, were used for quantification,
excepted for cyclopenta[c,d]pyrene reported to
'3C-benz[a]anthracene,  dibenzo[a,h]pyrene  to
3C-dibenzo[a,i]pyrene and dibenzo[a,|]pyrene
to '*C-dibenzo[a,e]pyrene.

To express the concentrations in pgkg'of wet
tissue, the concentrations expressed in pgkg' of
freeze-dried tissue have been multiplied by an
individual freeze-drying factor for each PAH.
These factors take into account the loss of weight
due to water loss and the loss of analyte signals
during freeze-drying. They were determined by the
addition of internal standards before and after this
step.

GC-MS analysis

For GC-MS experiments, an HP-6890 gas chroma-
tograph was coupled to an HP-5973 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) quadrupole
mass spectrometer (low-resolution single MS).
Injector and transfer-line temperatures were 250
and 305 °C, respectively, and source and analyzer
temperatures were 230 and 150 °C, respectively.
A 4mm [.D. glass insert, loosely filled with silanized
glass wool, was used in the split/splitless GC injector
(250°C, purge splitless 1.5min). The GC column
was 30m x 0.25mm I.D., film thickness 0.25 mm,
OV-1 (Ohio Valley). The GC oven temperature
was maintained at 110 °C for 10 min after injection,

then programmed at 20° C min "' to 160 °C and then
at 15 °C min "' to 300° C, which was maintained for
10 min. Helium (N55) was used as carrier gas at
1.1mlmin~'. The acquisition mode was SIM
(single ion monitoring). Electron ionization was

used at 70eV.

Statistical analysis

Analysis of variance (ANOVA) was performed
on PAH concentration data using Statgraphics Plus
5.1 software (Statistical Graphics Corp., USA). The
significant statistical level was set at P<0.05
(Cardinal et al. 2006). Multivariate data processing
was performed with Uniwin Plus 5.1 software
(Sigma Plus, France). A correspondence factorial
analysis (CFA) was carried out on the PAH content
according to the smoking parameters (3 h of smoke
exposure, 32 °C) and the type of smoking process.

Results and discussion
Efficiency of the analytical method

Extraction method and recovery yields. The main
critical factor for PAH analysis in food is their
lipophilic properties. Indeed, PAHs are often
co-extracted with lipids. To decrease the fat content
in the final sample, washing and elution volumes
have been precisely chosen to avoid lipid residues
after concentration with nitrogen and to prevent
rapid contamination of the mass spectrometer. The
potential loss caused by the cyclohexane washing
step during SPE is compensated by repeatable
recovery yields (Table I) for each monitored PAH.
Estimation of recovery yields was performed with
three replicates on spiked unsmoked freeze-dried
salmon (1ngg ™ of each PAH). As the number of
rings increases in the PAH molecule, polarity
decreases and the particular PAH has a high affinity
for the lipid fraction and is less extracted by the
solvent mixture (cyclohexane/ethyl acetate). As
required for benzo[a]pyrene (European
Commission, 2005c), the recovery yields of all
PAHs are between 50 and 120% — from 43% (for
dibenzo[a,e]pyrene and dibenzo[a,l]pyrene) to 99%
(for phenanthrene). These results are acceptable for
fatty matrices, such as salmon, in which we have
previously measured a fat content of 13% before
smoking.

Good reproducibility of extraction can be
observed with coefficients of variation less than
10% for all the molecules studied, except dibenzo-
pyrenes. Nevertheless, in all cases, the coefficient
of wvariation is under the 15% required for
the analysis of similarly structured contaminant
(European Commission 2002/69, 2002).
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Table I. Recovery yield (%) of 20 PAHs and coefficient of
variation of the extraction method in unsmoked salmon samples.

Recovery yield in % Coefficient

(mean of six of
Compounds extractions) variation in %
Fluorene 95 5
Phenanthrene 99 6
Anthracene 52 6
Fluoranthene 83 2
Pyrene 85 4
Benzo[a]anthracene 57 5
Cyclopenta[c,d]pyrene 60 7
Chrysene 65 6
S-rnethylchrysene 53 7
Benzo[b]fluoranthene + 53 6
Benzol[j] fluoranthene
Benzo[k]fluoranthene 59 5
Benzo[a]pyrene 49 6
Indeno[1,2,3-c,d]pyrene 47 5
Dibenzo[a,h] anthracene 48 9
Benzo[g,h,i]perylene 61 10
Dibenzo[a,|]pyrene 43 11
Dibenzo[a,e]pyrene 43 12
Dibenzo[a,i]pyrene 44 11
Dibenzo[a,h]pyrene 40 15

Each recovery yield is the mean of three measurements.

GC-MS/MS approach and comparison with
GC-MS (SIM)

GC-MS/MS analysis provides several advantages for
PAH detection and quantification in food. Firstly, it
allows treatment of the food matrix under gentler
extraction conditions than those developed until
now, which remove lipids under severe conditions,
such as saponification. Extraction must give samples
that can be injected after removing lipids and
detection is improved owing to further specific
monitored transitions, which enables co-extracted
lipid substances to be minimized and separated from
the PAHs.

The second advantage is that the specificity
of GC—MS/MS allows a focus on the transitions of
PAHs. It enables extraction to be optimised to
improve the signal, especially in the chromato-
graphic zone of the analyte peaks. Consequently,
the levels of detection are reduced (Monteau et al.
2005; Veyrand et al. 2006). Comparing GC-MS in
the SIM acquisition mode and GC-MS/MS with
SRM acquisition (Figure 1), especially for high
molecular-weight PAHs, such as benzo[g,h,i]pery-
lene, the signal for GC—MS/MS has less interference
and a more stable baseline. Thus, detection limits
were significantly improved. For lipophilic PAHs,
such as benzo[g,h,i]perylene, suspected of being
co-eluted with lipid substances, a level of detection is
achieved of 0.5 pgkg' with GC-MS (SIM) and
<0.1 pgkg' with GC-MS/MS. Therefore, gas
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chromatography coupled to MS/MS detection
shows a five times increase in sensitivity in this
type of food matrix, noticeably for the main heavy
PAHs. These results are in accordance with other
studies applying tandem mass spectrometry to
the recovery of PAHs in food oils (Ballesteros
et al. 2006).

The improvement in chromatographic signals is
also due to the chemical structures of PAHs. Indeed,
PAHs are highly condensed and stable, so the
M"™ — M" transition can be monitored. Their
stability increases with the number of rings in the
chemical structure. For this reason, the energy in the
collision cell is increased from 25 to 35eV for
dibenz[a,h]anthracene, indeno[1,2,3-c,d]pyrene,
benzo[g,h,i]perylene and all the dibenzopyrenes
to cause a loss of two protons and to generate the
M-2 ion (Table II). This second ionization causes
a decrease in noise by fragmenting the co-extracted
substances co-eluted with PAHs, whereas PAHs
are only weakly affected. With GC—MS/MS analysis,
owing to the energy of collision and the monitoring
of specific transitions, a mass clean-up is carried
out that reduces the noise due to lipidic substances,
thus increasing simultaneously the signal-to-noise
ratio of PAHs.

The method reported here is a suitable analysis of
PAHs in investigative studies. It has a faster
extraction time and takes place under gentle condi-
tions, which avoid the generation of potential
interference or matrix effects. The benefits of the
extraction step are only noticeable because the
GC-MS/MS analysis has been optimized for mon-
itoring PAHs.

PAH content in smoked salmon according to the
smoking process

The analytical method presented above was used to
investigate PAHs in salmon smoked by four different
industrial smoking processes: smouldering, thermo-
stated plates, friction and liquid smoke. In parallel,
PAH quantification in unsmoked salmon is com-
piled for comparative purposes in the tables of each
smoking process to differentiate PAHs coming from
the environment and salmon feed and those gener-
ated during the smoking process (Tables IV-VII).
Environmental contamination due to the bioaccu-
mulated PAHs is in agreement with the literature
(Easton et al. 2002). PAHs of low molecular-weight
are predominant but in weak concentrations
(between 0.06 for fluorene to 0.19 pgkg™’ for
pyrene); all PAHs of heavy molecular-weight are
below 0.02 pug kg™

Regarding the four processes, it should be noted
that 5-methylchrysene, indeno[1,2,3-c,d]pyrene,
dibenz[a,h]anthracene and all the dibenzopyrenes
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Figure 1. (a) GC-MS, SIM acquisition. Ion chromatograms corresponding to benzo[a]pyrene, indeno[1,2,3-c,d]pyrene and
benzo[g,h,i]perylene in commercial smoked salmon extracts (masses monitored: m/z 252 and 276). (b) GC-MS/MS, SRM acquisition.

Ion chromatograms corresponding to benzo[g,h,i]perylene in smoked salmon extract (transition 276 — 274). F1A: Friction technique, 1-

h smoke exposure, 22 °C in the smokehouse. F3A: Friction technique, 3-h smoke exposure, 22 °C in the smokehouse.

were not found in samples, whatever the time of
smoke exposure or smokehouse temperature. These
PAHs are considered much more toxic than low
molecular-weight PAHs, such as fluorene.

Since PAHs do not have the same level of
toxicity, a TEF (toxic equivalent factor), expressed
in comparison to benzo[a]pyrene, was defined for
each PAH (Table III). The concentration of each
PAH is multiplied by its corresponding TEF and
then added to obtain a single value illustrating
the toxicity of the foodstuff studied. This value
corresponds to the TEQ (toxic equivalent quan-
tity) (AFSSA 2003). The TEQ approach was
chosen to express the total PAH contamination
of a smoked or unsmoked product. Even if this
presentation of PAH content is empirical because
the effects of PAHs in a mixture are insufficiently
understood, with this approach it is possible to
express PAH contamination of food by a single
value.

Contamination of samples for each experimental
point (one smokehouse temperature and one time
of exposure) is summarized as the TEQ in
Tables IV-VII. Except for the thermostated plates,
analysis of variance of the TEQs does not show
a significant influence of time of smoking or
smokehouse temperature. The low level of PAHs
at 1h in fish fillets smoked with the thermostated
plates could be due to the inertia of the device.
Whatever the settings of the parameters, all
smoking processes lead to high levels of PAHs of
low molecular-weight, which seem to be generated
mainly during smoking (Figure 2). The concentra-
tions of PAH from fluorene to fluoranthene varied
between 1 and 5pgkg’. Smouldering gave the
highest and liquid smoke the lowest concentrations
of low molecular-weight PAHs. Friction and ther-
mostated plates lead to intermediary and similar
levels of contamination, especially for fluoranthene
and pyrene (from 0.10 to 0.40 pg kg').
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Table II. Molecular weights, log K,,, energy of collision used and
mass transitions monitored for the 20 PAHs.

Log Number Collision cell Monitored

Compounds Mw K., ofrings energy (eV) transition
Fluorene 166 4.18 3 20 166 —166
25 166 —>164
Phenanthrene 178 4.57 3 20 178 —178
25 178 —176
Anthracene 178 4.45 3 20 178 —178
25 178 —176
Fluoranthene 202 5.10 4 20 202 —202
25 202 —200
Pyrene 202 5.32 4 20 202 —202
25 202 —200
Cyclopenta[c,d] 226 5 20 226 —226
pyrene 25 226 —224

Benz[a]

anthracene 228 5.63 4 20 228 —228
25 228 —226
Chrysene 228 5.81 4 20 228 —228
25 228 —226
5-methyl- 242 4 20 242 —242
chrysene 25 242 —240
Benzol[b] 252 6.57 5 20 252 —252
fluoranthene 25 252 —250
Benzo[j] 252 611 5 20 252 —252
Bflﬁg;?rk‘;he“e 25 2525250
fluoranthene 252 6.84 5 20 252 —252
25 252 —250
Benzo[a]pyrene 252 6.00 5 20 252 —252
25 252 —250
Benzo[g,h,i] 276 6.63 6 20 276 —276
Perylene 35 276 —274
Indeno[1,2,3-cd] 276 6.60 6 20 276 —276
pyrene 35 276 —274
Dibenz[a,h] 278 6.70 5 20 278 —278
Anthracene 35 278 —>276
prl:’:&ZO[a"] 302 6 20 302 —302
Dibenzol[a,e] 35 302 —300
Pyrene 302 6 20 302 —302
' 35 302 —300
D;;f;‘je"[a’h] 302 728 6 20 302 —>302
35 302 —300
Dibenzo[a,i] 302 7.28 6 20 302 —302
pyrene 35 302 —300

These PAHs, and especially phenanthrene whose
bioavailability in water is significant, can be an
indicator of initial contamination in marine organ-
isms (Pointet and Milliet 2000; Marsili et al. 2001;
Easton et al. 2002). It is interesting to note that the
predominance of low molecular-weight PAHs is
remarkable after the smoking of the fish.

Effects of the time of smoke exposure and smokehouse
temperature on the generation of PAHs according to
the process used

Smouldering. All fillets smoked according to this
technique are acceptable because none of the
samples exceeded the legal limit (benzo[a]pyrene
concentration <5mgkg ') (European Commission

PAHSs in smoked salmon 7
Table III. Toxic equivalent factors (TEFs) for the studied PAHs.

TEF
PAHs TEF (INERIS) (Larsen et al. 1998)
Fluorene 0.001 0.05
Phenanthrene 0.001 0.0005
Anthracene 0.01 0.0005
Fluoranthene 0.001 0.05
Pyrene 0.001 0.001
Benz[a]anthracene 0.1 0.005
Cyclopenta[c,d]pyrene 0.1 0.02
Chrysene 0.01 0.03
5-Methyl-chrysene - -
Benzo[b]fluoranthene 0.01 0.1
Benzo[j]fluoranthene - 0.05
Benzo[k]fluoranthene 0.01 0.05
Benzo[a]pyrene 1 1
Benzo[g,h,i]perylene 0.01 0.02
Indeno[1,2,3-cd]pyrene 0.1 0.1
Dibenz[a,h]anthracene 1 1.1
Dibenzo[a,l]pyrene -
Dibenzo[a,e]pyrene - 0.2
Dibenzo[a,h]pyrene - 1
Dibenzo[a,i]pyrene - 0.1

TEF of 5-methylchrysene was only assessed for aerial
contamination and set at 1 (Collins et al. 1998).

2005a). Under more extreme conditions (3 h, 32°C),
benzo[a]pyrene levels reached only 0.05 pgkg”. No
effect of time of smoke exposure or smokehouse
temperature was noticeable for this PAH in the
smouldering method (see Table IV). In fish fillets
smoked by smouldering, there are more low than
high molecular-weight PAHs. Analysis of variance
showed a significant influence of smokehouse
temperature and time of smoke exposure on the
quantity of PAHs recovered in salmon fillets,
especially phenanthrene and chrysene (P values
<0.05). Increasing the smokehouse temperature
and the time of smoke exposure raises the concen-
tration of phenanthrene. For chrysene, only the
effect of increasing smokehouse temperature is
noticeable, which could be explained by a higher
level of lipids in the liquid state at 32 °C than at
22°C. Thus, PAHs that are lipophilic could be better
adsorbed in the fillet (Moret et al. 1999).
Measurements on a greater number of fillets are
needed to confirm this trend.

Thermostated plates. The results presented in
Table V show that this method generates low levels
of PAHs (benzo[a]pyrene concentration

<0.04 pug kg' whatever the parameter settings).
This technique reaches the highest temperature of
pyrolysis (500 C) and it has been reported that PAH
occurrence is greater at high pyrolysis temperature
(Clifford et al. 1980). Thus, the generation of PAHs
at high pyrolysis temperature can be compensated
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Table IV. Toxic equivalent factors (INERIS) and PAH levels in salmon smoked by smouldering at three different smoke-exposure times
and two smokehouse temperatures (in pg kg1 £ standard deviation wet tissue).

Parameters of smoking

Initial

contamination 1h,22°C 1h,32°C 2h,22° C 2h,32°C 3h,22°C 3h,32°C
Fluorene 0.06 +0.041 1.29 £0.215 2.38 £0.430 242 £0.331 4.09 £0.739 2.84 £0.325 5.74 +1.511
Phenanthrene 0.04 £0.018 1.36 £0.353 2.43 £0.563 228 £0.764 3.94 £0.735 3.42 +0.318 5.20 £0.979
Anthracene 0.01 £0.005 0.33 £0.038 0.50 £0.069 0.50 £0.076 0.71 £0.078 0.54 £0.101 0.90 +0.147
Fluoranthene 0.075 £0.100 0.27 £0.043 0.05 £0.008 0.37 £0.072 0.55 £0.113 0.62 £0.137 0.63 £0.197
Pyrene 0.19 £0.015 0.16 £0.268 0.14 £0.123 0.26 £0.266 0.48 £0.223 1.00 +£0.763  0.35 +£0.092
Benz[a]anthracene <0.02 0.02 £0.005 0.02 £0.001 0.02 £0.003 0.02 £0.004 0.02 +£0.003 0.03 +£0.001
Cyclopenta[c,d]pyrene <0.01 0.01 £0.011  0.02 £0.004 0.05 £0.002 0.05 £0.005 0.02+0.002 0.03 +0.003
Chrysene 0.01 £0.03 0.08 £0.010 0.10 £0.019 0.08 £0.007 0.09 £0.002 0.07 +£0.002 0.09 +0.007
Benzo[b]fluoranthene p <0.02 0.03 £0.003 0.03+0.003 0.03 £0.002  0.03 £0.001 0.02 +£0.006 0.03 +0.003

Benzo[j]fluoranthene

Benz[k]fluoranthene <0.01 0.01 £0.001 0.01 £0.003 0.01 £0.001 0.01 £0.003 0.01 £0.003 0.01 +0.002
Benzo[a]pyrene <0.02 0.04 £0.003 0.04 £0.005 0.04 £0.003 0.04 £0.009 0.04 £0.005 0.05 +0.004
Benzol[g,h,i]perylene <0.01 0.07 £0.008 0.10 £0.001 0.05 £0.011 0.07 £0.017 0.07 £0.022 0.06 +0.014
TEQ (pgke") 565 107* 0.055 0.065 0.059 0.065 0.059 0.079

TEQ are calculated with TEFs from INERIS table. TEQ are lower-bound TEQs (PAH contents below the limit of
quantitation were not been taken into account). For 1h, 32 °C, fluoranthene concentration was presumptively quantified
due to its very low levels.

Table V. Toxic equivalent factors and PAH levels in salmon smoked by thermostated plates at three different smoke-exposure times and
two smokehouse temperatures (in pg kg’ + standard deviation of wet tissue).

Parameters of smoking

Initial contamination  1h, 22 °C 1h,32°C 2h,22°C 2h, 32° C 3h,22°C 3h,32° C
Fluorene 0.06 +0.041 1.43+0.225 2.18+0.615 2.10+0.648 2.63+0.763 2.37+0.621 4.28+0.710
Phenanthrene 0.04+0.018 1.61+0.413 2.16+0.845 1.33+0.353 1.88+0.164 1.54+£0.636 3.04+0.748
Anthracene 0.01 +£0.005 0.29+0.043 0.36+0.011 0.33+0.053 0.41+0.010 0.41+£0.122 0.45+0.097
Fluoranthene 0.075+0.100 0.27+0.077 0.37+0.100 0.32+0.069 0.33+0.082 0.27+0.161 0.46+0.107
Pyrene 0.19+£0.015 0.19+0.198 0.08+0.019 0.26+0.216 0.18+0.026 0.20+0.262 0.20+0.090
Benzo[a]anthracene <0.02 0.01 £0.005 0.01+0.001 0.01+0.005 0.01+0.003 0.01+0.001 0.01=+0.004
Cyclopenta[c,d]pyrene <0.01 <0.01 <0.01 0.02+0.007 0.02+0.002 0.02+0.005 0.01+0.008
Chrysene 0.01 £0.03 0.06 +0.006 0.05+0.005 0.07+0.004 0.07+0.003 0.05+0.008 0.06+0.016
Benzo[b]fluoranthene p <0.02 <0.02 <0.02 0.02+£0.005 0.02+0.004 0.02+0.004 0.03+0.005

Benzo[j]fluoranthene

Benzo[K]fluoranthene <0.01 <0.01 <0.01 0.01 £0.003 0.02+0.004 0.01+0.001 0.01+0.002
Benzo[a]pyrene <0.02 <0.02 <0.02 0.04+0.012 0.03+£0.002 0.04+0.009 0.04+0.012
Benzo[g,h,i]perylene <0.01 0.07£0.064 0.08+0.019 0.08+0.026 0.11+0.064 0.08+0.004 0.08+0.007
TEQ (ugkg™") 565 107 0.009 0.011 0.052 0.044 0.053 0.056

TEQ are calculated with TEFs from INERIS table. TEQ are lower-bound TEQs (PAH contents below

the limit of

quantitation were not been taken into account).

for by the device used in smoke production. Below
400 °C, smoke contains very low amounts of
PAHs but also fewer odour-active compounds
and molecules that influence the required organo-
leptic characteristics of the final product (Hamm
1977). Clearly, pyrolysis must be optimized to
obtain a flavoured smoke while minimizing PAH
generation. For anthracene, benzo[b] and benzo[j]-
fluoranthene and benzo[a]pyrene, the results of
ANOVA show a significant effect of time of smoke
exposure with a 5% risk. A significant effect of

smokehouse temperature is also noticeable for
anthracene.

An increase in the smoking parameters (especially
time of smoke exposure) generated PAHs, never-
theless all PAH levels were below the European legal
limit for smoked fish. The highest concentration of
benzo[a]pyrene was found after 3h of smoke
exposure, reaching 0.04 ugkg' but still clearly
below 5 pgkg”. In general, there is an important
difference between the benzo[a]pyrene concentra-
tions found in smoked salmon whatever the smoking
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Table VI. Toxic equivalent factors and PAH levels in salmon smoked by friction at three different smoke-exposure times and two

smokehouse temperatures (in pg kg + standard deviation of wet tissue).

Parameters of smoking

Initial contamination 1h,22°C 1h, 32°C 2h, 22° C 2h, 32 °C 3h,22° C 3h,32 °C
Fluorene 0.06 +0.041 1.39 £0.521 1.60 £ 0.312 1.46 £0.652 2.57 + 0.416 1.99 £0.345 3.16 +0.65
Phenanthrene 0.04 +£0.018 1.33 £0.202 1.37 £0.172 1.82 £0.457 2.32 £0.282 1.34 +£0.219 2.73 £0.26
Anthracene 0.01 +£0.005 0.29 £0.015 0.35 £0.011 0.38 £0.035 0.50 £0.019 0.33 +£0.058 0.49 +£0.08
Fluoranthene 0.075 £0.100 0.28 £0.045 0.24 £0.042 0.30 £0.066 0.33 £0.040 0.23 £0.010 0.33 + 0.0¢
Pyrene 0.19 £0.015 0.04 +£0.044 <0.01 0.07 £0.056 0.10 £0.048 0.05 £0.051 0.15 +£0.09
Benz[a]anthracene <0.02 0.01 £0.003 0.01 £0.003 0.01 £0.005 0.01 £0.002 0.02 +£0.006 0.01 £0.00
Cyclopenta[c,d]pyrene <0.01 0.02 £0.004 0.01 £0.003 0.02 £0.002 0.02 £0.001 0.03 £0.006 0.02 +£0.00
Chrysene 0.01 £0.03 0.06 £0.009 0.05 £0.005 0.05 +0.002 0.07 £0.012 0.06 £0.007 0.06 +0.00
Benzo[b]fluoranthene b <0.02 0.01 £0.001 0.01 £0.002 0.02 £0.010 0.01 £0.002 0.02 £0.003 0.01 £0.00
Benzo[j]fluoranthene

Benzo[k]fluoranthene <0.01 0.01 £0.003 0.01 £0.001 0.01 £0.001 0.01 £0.002 0.01 £0.003 0.01 £0.00
Benzo[a]pyrene <0.02 0.04 £0.004 0.04 £0.010 0.05 £0.006 0.04 £0.011 0.06 £0.015 0.05 £0.00
Benzo[g,h,i]perylene <0.01 0.07 £0.020 0.07 £0.023 0.10 £0.001 0.09 £0.039 0.16 £0.012 0.08 £0.02
TEQ (ngkg") 565 107 0.050 0.050 0.062 0.055 0.074 0.066

TEQ are calculated with TEFs from INERIS table. TEQ are lower-bound TEQs (PAH contents below the limit of

quantitation were not been taken into account).

Table VII. Toxic equivalent factors and PAH levels in salmon smoked by liquid smoke at three different smoke-exposure times and two

smokehouse temperatures (in pg kg + standard deviation of wet tissue).

Parameters of smoking

Initial contamination ~ 1h, 22 °C 1h, 32° C 2h,22°C 2h,32° C 3h, 22 °C 3h,32° C
Fluorene 0.06 +0.041 0.67 £0.372 0.97 £0.212 1.48 £0.200 1.48 £0.249 1.0 £0.274 1.93 £0.78:
Phenanthrene 0.04 + 0.018 1.25 £0.469 1.53 £0.279 1.51 £0.344 1.05 +£0.429 1.13 £0.455 1.53 £0.56
Anthracene 0.01 +0.005 0.22 £0.076  0.38 £0.059 0.36 £0.002 0.33 £0.089 0.29 £0.095 0.37 + 0.04
Fluoranthene 0.075 £0.100 0.31 £0.050 0.23 £0.041 0.37 £0.104 0.25 £0.024 0.34 £0.094 0.29 +0.11
Pyrene 0.19 £0.015 0.08 £0.110 0.07 £0.072 0.45 £0.118 0.06 + 0.023 0.39 £0.207 0.20 +0.25(
Benz[a]anthracene <0.02 0.01 £0.003 0.01 £0.003 0.01 £0.002 0.01 £0.006 0.01 £0.003 0.02 +0.00
Cyclopenta[c,d]pyrene <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
Chrysene 0.01 + 0.03 0.05 £0.004 0.05 £0.004 0.07 £0.007 0.07 £0.004 0.06 £0.005 0.07 +0.00
Benzo[b]fluoranthene b <0.02 0.01 £0.001 0.01 £0.001 <0.02 <0.02 <0.02 <0.02
Benzo[j]fluoranthene

Benzo[k]fluoranthene <0.01 0.01 £0.001 0.01 £0.001 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
Benzo[a]pyrene <0.02 0.03 £0.001 0.05 +£0.012 0.03 £0.007 0.04 £0.004 0.03 £0.003 0.03 £0.027
Benzo[g,h,i]perylene <0.01 0.08 £0.064 0.12 £0.028 0.03 £0.016 0.05 £ 0.025 0.09 +0.19 0.09 +0.04¢
TEQ (ug kg™ 5.65 10 * 0.037 0.060 0.039 0.048 0.038 0.041

TEQ are calculated with TEFs from INERIS table. TEQ are lower-bound TEQs (PAH contents below the limit of

quantitation were not been taken into account).

processes/parameters and the maximum legal value.

The heterogeneity in PAH contamination of food
in the various European countries and the different
diets can explain this high legal limit.

Friction. As with the thermostated plates process,
there are half the number of low molecular-weight
PAHs than in the smouldering process (Table VI).
All PAH levels are generally below those of the
thermostated plates. However, the benzo[a]pyrene
content is higher than in thermostated plates (0.06
and 0.04 ug kg, respectively) and at 32 °C, 3h of

smoke exposure, benzo[g,h,i]perylene concentration
is double that in the thermostated plates method.
Thus, this process is potentially more hazardous
than thermostated plates, due to a higher occurrence
of certain high molecular-weight PAHs, even if the
PAH content is lower than the smouldering process.
Benzo[a]pyrene reaches a level close to
0.06 pg kg™ after 3 h of smoking. This is the highest

concentration found for all smoking processes, but is
still much lower than the legal limit. A concentration
of benzo[a]pyrene of 0.10 ug kg'has already been
reported in commercially smoked fish (Kazerouni
et al. 2001), which strengthens our results and shows
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Figure 2. Predominance of PAHs of low-molecular-weight according to the smoking process (1 or 3 h of smoke exposure at 32°C). FL:
fluorene; PHE: phenanthrene; AN: anthracene; FA: fluoranthene; PY: pyrene; BA: benzo[a]anthracene; CPP: cyclopenta[c,d]pyrene;
CHR: chrysene; B[b+j]F: benzo[b]fluoranthene +benzo[j]fluoranthene; BKF: benzo[i]fluoranthene; BaP: benzo[a]pyrene; BghiP:

benzo[g,h,i]perylene.

that the conditions of the smoking process used are
similar to those found in the industry. However,
greater levels of benzo[a]pyrene have also been
reported in commercially smoked herring with
0.5ugkg' and eel with 0.3 pg kg’ (Storelli et al.
2003).

It is not surprising to find very low concentrations
of PAHs with the friction process as this smoking
technique has the lowest wood pyrolysis temperature
(380°C). It has already been reported that when
the thermal degradation of wood does not exceed
425 °C, PAHs are virtually absent in wood smoke
(Sainclivier 1985). Friction is the only modern
smoking process that produces wood smoke under
400 °C, which is the natural temperature of wood
ignition.

Liquid smoke. This process gave the lowest levels

of PAHs (Table VII). As reported in Regulation
2065/2003 (European Commission, 2003), the use
of smoke flavourings is generally considered to be of
less concern than traditional smoking processes. The
low PAH concentrations found in salmon treated
with liquid smoke confirm the legislative view and
improvements during the process of producing
liquid smoke. Nevertheless, liquid smokes can
differ considerably in composition according to the
production process and the nature of the wood used,

not only from an organoleptic but also from a PAH
content point-of-view (Hattula et al. 2001). ANOVA
results do not show any effects of time of smoke
exposure or smokehouse temperature. Thus, the
maximum number of PAHs adsorbable from liquid
smoke by the product could be considered as
reached. The highest benzo[a]pyrene concentration
is 0.05 ugkg', found for 1h of smoke exposure

and 32° C. If liquid smoke atomization is considered
as a flavouring process, this value is 1.5 times the
legal limit (0.03 pg kg") but, if it is considered as a
smoking process, this value is well below the legal
limit of 5 pg kg”'. Actually, the use of liquid smoking
should be ruled by the European Commission

(1988), thus, giving a non-compliant product

(benzo[a]pyrene concentration of 0.05 pg kg’ in
the product versus the legal limit of 0.03 pgkg™).
However, contamination is below those of tradi-
tional smoking processes, whose legal limit has been
set at 5pugkg' of benzo[a]pyrene (European
Commission, 2005a). Clearly, the liquid smoke

process needs further investigation. Indeed, for
the same product, different liquid smokes exist that
lead to different limit values of contamination.
Much work has already been done on the volatile
composition of liquid smokes (Guillén and Ibargoitia

1996; Guillén and Manzanos 1996, 1999) but not

enough on their PAH composition. Thus, similar

investigations are needed to assess the PAH content
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Figure 3. Projection of processes and PAH levels in plane 1-2 of factorial analysis of correspondences. For the smoking processes (in bold),
S: smouldering; TP: thermostated plates; F: friction; LS: liquid smoke. FL: fluorene; PHE: phenanthrene; AN: anthracene; FA:
fluoranthene; PY: pyrene; BA: benzo[a]anthracene; CPP: cyclopenta[c,d]pyrene; CHR: chrysene; B(b+j)F: benzo[b]fluoranthene +
benzo[j]fluoranthene; BKF: benzo[i]fluoranthene; BaP: benzo[a]pyrene; BghiP: benzo[g,h,i]perylene.

of products treated with liquid smokes and to
understand the deposition and penetration kinetic
of PAHs from smoke flavourings in the products.

Comparison of the four processes. Smouldering is the
smoke generation process that leads to smoked fish
with the highest TEQs. The variation is caused by
the higher levels of low molecular-weight PAHs than
in fish smoked by other techniques. Fish smoked by
liquid-smoke vaporization gave the lowest TEQs.
When friction is used, the smoked fish fillets have
the lowest PAH content, but the benzo[a]pyrene
concentration is high. Therefore, as the TEF of this
PAH is 1, the TEQ is significantly increased.
Conversely, when the thermostated plates process
is used, individual PAH concentrations are higher,
while the benzo[a]pyrene concentration is lower
than with the friction technique. Consequently, the
TEQs of the thermostated plates method are always
lower than the friction technique. Thus, smoke
generation by thermostated plates is the wood
pyrolysis technique that leads to the lowest TEQs
and least contaminated fillets.

A correspondence factorial analysis (CFA)
(Figure 3) performed on the PAH content of fish
smoked for 3h at 32 °C shows the main effects of
the four smoking processes versus PAH contamina-
tion. The three wood-pyrolysis processes seem to

form a homogeneous group versus liquid smoke
according to their effect on the PAH composition
of smoked fish. In fact, the PAH composition of
the four groups of smoked fish is very similar,
but the fish fillets smoked by processes applying
wood pyrolysis showed higher levels of fluorene,
phenanthrene cyclopenta[c,d]pyrene and benzo-
fluoranthenes. For a 3-h smoke exposure and
smokehouse temperature of 32°C, the concentra-
tion of benzo[a]pyrene is 0.03 pgkg' in fillets
treated by liquid smoke, 0.04 ugkg' in fillets
smoked by thermostated plates and 0.05 pg kg’
in fillets smoked by friction and smouldering.
After fluorene, phenanthrene showed the highest
level in all the smoking processes studied. This
result has been reported in previous studies
(Karl and Leinemann 1996; Wang et al. 1999;
Storelli et al. 2003). This PAH deserves special
interest but its toxicity is not very high. However,
the determination of phenanthrene content could
be an indicator of the intensity of the smoking
process or to discriminate between products
smoked by wood pyrolysis processes and products
treated with liquid smoke, especially with increased
smoke-exposure times. Indeed, phenanthrene
concentration is the second highest compared to
other PAH concentrations in salmon smoked by
liquid smoke, but is the lowest (1.53 ugkg™)
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compared to the other smoking techniques (from
2.73 pgkg' with friction to 5.20 pgkg' with
smouldering). The difference also increases with
smoke-exposure time.

Conclusions

The method reported here is a suitable analytical
technique for PAHs in investigative studies.
However, this type of analysis is only possible with
technologies, such as GC-MS/MS and the use of
13C-labelled internal standards, which demonstrates
their suitability and accuracy for the determination
and quantification of contaminants in food. It offers
reduced extraction times and takes place under
gentle conditions, which avoid the generation of
potential interference or matrix effects. The benefits
of the extraction step are only noticeable owing to a
GC-MS/MS analysis optimized for the monitoring
of PAHs.

This study assesses the occurrence of PAHs in
salmon smoked with the four commonly used
industrial processes. The potential effects of two
essential parameters (time of smoke exposure and
smokehouse temperature) have been evaluated.
Among the three techniques applying wood
pyrolysis, smouldering, which is the most common,
leads to the more contaminated products. Salmons
smoked by the friction method have the lowest levels
of PAHs, except for benzo[a]pyrene, which mainly
contributes to the increase in TEQ of smoked
products. The thermostated plates technique
generates higher PAH levels but the benzo[a]pyrene
concentration is lower than in the friction method,
which gives the lowest overall contamination.
To better understand the TEQs, further research is
needed to establish the conditions affecting PAH
generation in modern smoking processes. Variations
in parameter settings, such as moisture of sawdust,
alternative smoke-exposure times and smokehouse
temperatures and nature of wood, could supply
other significant data on PAH generation. This study
focused on the impact of various parameters on PAH
profiles. Further investigations on the influence
of smoking parameters on the deposition kinetics
of PAHs (adsorption, migration in the product)
during the smoking process are essential. Liquid
smoke is a unique case because, when considered
as a smoking process, the lowest individual levels
of PAHs and TEQ are found. However, when
considered as a flavouring process, the benzo[a]pyr-
ene value is higher compared to the legal level;
thus, the legislation concerning liquid smoke in the
fish-smoking process needs clarification. Finally, the
TEQ approach was chosen to express total PAH
contamination of a smoked or unsmoked product.

This presentation of PAH content is empirical
because the effects of PAHs in a mixture are
insufficiently understood. Nevertheless, we have
shown that the TEQ approach can compare and
discriminate products smoked by various smoking
processes. However, this type of analysis is only
possible with technologies, such as GC-MS/MS
and the use of '’C-labelled internal standards,
which demonstrates their suitability and accuracy
for the determination and quantification of con-
taminants in food.

Acknowledgements

The authors thank Camille Knockaert of IFREMER
for his valuable advices concerning the smoking of
fish, Bruno Veyrand of LABERCA ENV for PAH
analysis and Catherine Filloneau of LBAI ENITIAA
for technical help.

References

AFSSA 2003. Avis de ’AFSSA relatif a une demande d’avis sur
I’évaluation des risques présentés par le benzo[a]pyrene B[a]P
et par d’autres hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAP), présents dans diverses denrées ou dans certaines
huiles végétales, ainsi que sur les niveaux de concentration en
HAP dans les denrées au-dela desquels des problemes de santé
risquent de se poser. Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire
des Aliments. Saisine no. 2000-SA-0005.

Baird WM, Hooven LA, Mahadevan B. 2005. Carcinogenic
polycyclic aromatic hydrocarbon—-DNA adducts and mechan-
ism of action. Environmental and Molecular Mutagenesis
45:106-114.

Ballesteros E, Garcia Sanchez A, Ramos Martos N. 2006.
Simultaneous multidetermination of residues of pesticides
and polycyclic aromatic hydrocarbons in olive and olive-
pomace oils by gas chromatography/tandem mass spectro-
metry. Journal of Chromatography 1111:89-96.

Chen BH, Wang CY, Chiu CP. 1996. Evaluation of analysis of
polycyclic aromatic hydrocarbons in meat products by liquid
chromatography. Journal of Agriculture and Food Chemistry
44:2244-2251.

Chiu CP, Lin YS, Chen BH. 1997. Comparison of GC-MS and
HPLC for overcoming matrix interferences in the analysis of
PAHSs in smoked food. Chromatographia 44:497-504.

Clifford MN, Tang SL, Eyo AA. 1980. Smoking of foods. Process
Biochemistry June/July:8—11.

Collins JF, Brown JP, Alexeeff GV, Salmon AG. 1998. Potency
equivalency factors for some polycyclic aromatic hydrocarbons
and polycyclic aromatic hydrocarbons derivatives. Regulatory
Toxicology and Pharmacology 28:45-54.

De Boer J, Law RJ. 2003. Development in the use of chromato-
graphic techniques in marine laboratories for the determination
of halogenated contaminants and polycyclic aromatic hydro-
carbons. Journal of Chromatography A 1000:223-251.

Dugay A, Herrenknecht C, Czok M, Guyon F, Pages N. 2002.
New procedure for selective extraction of polycyclic aromatic
hydrocarbons in plants for gas chromatographic — mass
spectrometric analysis. Journal of Chromatography A 958:1-7.

192



Easton MDL, Luszniak D, Von der Geest E. 2002. Preliminary
examination of contaminant loadings in farmed salmon, wild
salmon and commercial salmon feed. Chemosphere
46:1053-1074.

European Commission. 1988. Council Directive No. 88/388 of
22 June 1988 on the approximation of the laws of the Member
States relating to flavourings for use in foodstuffs and to source
materials for their production. Official Journal of the European
Union L 184:1-10.

European Commission. 2002. Commission Directive No. 2002/
69 of 26 July 2002 laying down the sampling methods and the
methods of analysis for the official control of dioxins and the
determination of dioxin-like PCBs in foodstuffs. Official
Journal of the European Union L 209:5-14.

European Commission. 2003. Regulation (EC) No. 2065/2003 of
the european Parliament and of the Council of 10 November
2003 on smoke flavourings used or intended for use in or on

foods. Official Journal of the European Union L 309:1-8.

European Commission. 2005a. Commission Regulation (EC)

No 208/2005 of 4 February 2005 amending Regulation (EC) No

466/2001 as regards polycyclic aromatic hydrocarbons. Official

Journal of the European Union L 34:3-5.

European Commission. 2005b. Commission Recommendation
No. 2005/108 of 4 February 2005 on the further investigation

into the levels of polycyclic aromatic hydrocarbons in certain

foods. Official Journal of the European Union L 34:43-45.

European Commission. 2005c. Commission Directive 2005/10/

EC of 4 February 2005 laying down the sampling methods and the

methods of analysis for the official control of the levels of

benzo[a]pyrene in foodstuffs. Official Journal of the European

Union L 34 : 15-20.

Grova N, Monteau F, Le Bizec B, Feidt C, André F, Rychen G.
2005. Determination of phenanthrene and hydroxyphenan-
threnes in various biological matrices at trace levels using gas
chromatography coupled to mass spectrometry. Journal of
Analytical Toxicology 29:175-181.

Guilléen MD, Ibargoitia ML. 1996. Volatile components of
aqueous liquid smokes from Vitis vinifera L shoots and Fagus
sylvatica L wood. Journal of Science and Food Agriculture
72:104-110.

Guillén MD, Manzanos MJ. 1996. Study of the components
of a solid smoke flavouring preparation. Food Chemistry
55:251-257.

Guillén MD, Manzanos MJ. 1999. Extractable components of the
acrial parts of Salvia lavandulifolia and composition of the
liquid smoke flavoring obtained from them. Journal of
Agriculture and Food Chemistry 47:3016-3027.

Guillén MD, Sopelana P, Partearroyo MA. 2000a. Determination
of polycyclic aromatic hydrocarbons in commercial liquid
smoke flavorings of different compositions by gas chromato-
graphy—mass spectrometry. Journal of Agriculture and Food
Chemistry 48:126—131.

Guillén MD, Sopelana P, Partearroyo MA. 2000b. Polycyclic
aromatic hydrocarbons in liquid smoke flavorings obtained
from different types of wood. Effect of storage in polyethylene
flasks on their concentrations. Journal of Agriculture and Food
Chemistry 48:5083-5087.

Hamm R. 1977. Analysis of smoke and wood smoke. Pure and
Applied Chemistry 49:1655—-1666.

Hattula T, Elfving K, Mroueh UM, Luoma T. 2001. Use of

liquid smoke flavouring as an alternative to traditional flue gas

smoking of rainbow trout fillets (Oncorhyncus mykiss).

Lebensmittel-Wissenschaft iind Technologie 34:521-525.

INERIS (Doornaert, B, Pichard, A, Gillet, C.). 2003.

Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs). Evaluation de

la relation dose-réponse pour des effets cancérigenes:

Approche substance par substance (facteurs d’équivalence

toxique — FET) et approche par mélanges. Evaluation de la

PAHSs in smoked salmon 13

relation dose-réponse pour des effets non cancérigénes: Valeurs
Toxicologiques de Référence (VTR). INERIS-DRC-03-
47026-ETSC-BDo-No. 03DR177.

Jarvenpdd E, Huopalahti R, Tapanainen P. 1996. Use of
supercritical fluid extraction—high performance chromatogra-
phy in the determination of polynuclear aromatic hydrocarbons
from smoked and broiled fish. Journal of Liquid
Chromatography and Related Technologies 19:1473—-1482.

Jira W. 2004. A GC/MS method for the determination of
carcinogenic polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) in
smoked meat products and liquid smokes. European Food
Research and Technology 218:208-212.

Kannappan S, Indra Jasmine G, Jeyachandran P, Tamil Selvi A.
2000. Polyaromatic hydrocarbons in processed fishery pro-

ducts. Journal of Food Science and Technology 37:596-601.

Karl H. 1997. Influence of the smoking technology on the quality

of smoked fish regarding undesirable compounds. In: Luten JB,

editor. Seafood from producer to consumer. Integrated

approach to quality. Amsterdam: Elsevier. pp 633—-639.

Karl H, Leinemann M. 1996. Determination of PAH in smoked
fishery products from different smoking kilns. Zeitschrift fur

Lebensmittel Unterschung tind Forschung 202:459-464.

Kazerouni N, Sinha R, Hsu CH, Greenberg A, Rothman N.
2001. Analysis of 200 food items for benzo[a]pyrene and
estimation of its intake in an epidemiologic study. Food
Chemistry and Toxicology 39:423-436.

Kishikawa N, Wada M, Kuroda N, Akiyama S, Nakashima K.
2003. Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in
milk samples by high-performance liquid chromatography with
fluorescence detection. Journal of Chromatography B
789:257-264.

Koffi Houessou J, Benac C, Delteil C, Camel V. 2005.
Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in coffee
brew using solid-phase extraction. Journal of Agriculture and
Food Chemistry 53:871-879.

Larsen JC, Larsen PB. 1998. Chemical carcinogens. In: Hester
RE, Harrison RM, editors Air pollution and health.:
Cambridge University Press. pp 33-56.

Marcé RM, Borrull F. 2000. Solid-phase extraction of polycyclic
aromatic compounds. Journal of Chromatography A
885:273-290.

Marsili L, Caruso A, Fossi MC, Zanardelli M, Politi E, Focardi S.
2001. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in subcuta-
neous biopsies of Mediterranean cetaceans. Chemosphere
44:147-154.

Monteau, F, Sarcher, L, Varlet, V, Maume, D, André, F, Le
Bizec, B. 2005. Compared mass spectrometry approaches for
PAH determination in food. Paper presented at the Dioxin
2005/ISPAC 20 Congress, Toronto, Canada.

Moret S, Conte LS. 2000. Polycyclic aromatic hydrocarbons in
edible fats and oils: occurence and analytical methods. Journal
of Chromatography A 882:245-253.

Moret S, Conte L, Dean D. 1999. Assessment of polycyclic
aromatic hydrocarbon content of smoked fish by means of a
fast HPLC/HPLC method. Journal of Agriculture and Food
Chemistry 47:1367—-1371.

Mottier P, Parisod V, Turesky RJ. 2000. Quantitative determina-
tion of polycyclic aromatic hydrocarbons in barbecued
meat sausages by gas chromatography coupled to mass
spectrometry. Journal of Agriculture and Food Chemistry
48:1160-1166.

Munoz D, Doumenq P, Guiliano M, Jacquot F, Scherrer P,
Mille G. 1997. New approach to study of spilled crude oils
using high resolution GC-MS (SIM) and metastable reaction
monitoring GC—MS-MS. Talanta 45:1-12.

Nyman PJ, Perfetti GA, Joe Jr FL, Diachenko GW. 1993.
Comparison of two clean-up methodologies for the gas
chromatographic/mass spectrometric determination of low

193



14 \. Varlet et al.

nanogram/gram levels of polynuclear aromatic hydrocarbons in
seafood. Food Additives and Contaminants 10:489-501.

Pointet K, Milliet A. 2000. PAHs analysis of fish whole gall

bladders and livers from the Natural Reserve of Camargue by

GC/MS. Chemosphere 40:293-299.

Rivera L, Curto MJ, Pais P, Galceran MT, Puignou L. 1996.
Solid-phase extraction for the selective isolation of polycyclic
aromatic hydrocarbons, azaarenes and heterocyclic aromatic
amines in charcoal-grilled meat. Journal of Chromatography A
731:85-94.

Sainclivier, M. 1985. L’industrie alimentaire halieutique. Des
techniques ancestrales a leurs réalisations contemporaines:
Salage, séchage, fumage, marinage, hydrolysats. Bulletin
scientifique et technique de I’Ecole Nationale Supérieure
Agronomique Centre de Recherches de Rennes. pp 219-285
[in French].

SCF. 2002. Opinion of the Scientific Committee on Food (SCF)
on the risks to human health of polycyclic aromatic hydro-
carbons in food (expressed on 4 December 2002). SCF/CS/
CNTM/PAH/29 final.

Simko P. 1991. Changes of benzo[a]pyrene contents in smoked
fish during storage. Food Chemistry 40:293-300.

Simko P. 2002. Determination of polycyclic aromatic hydro-
carbons in smoked meat products and smoke flavouring food
additives. Journal of Chromatography B 770:3—18.

Simko P. 2005. Factors affecting elimination of polycyclic
aromatic hydrocarbons from smoked meat foods and liquid
smoke flavorings. Molecular Nutrition and Food Research
49:637-647.

Stolyhwo A, Sikorski ZE. 2005. Polycyclic aromatic
hydrocarbons in smoked fish: a critical review. Food
Chemistry 91:303-311.

Storelli MM, Stuffler RG, Marcotrigiano GO. 2003. Polycyclic
aromatic hydrocarbons, polychlorinated biphenyls, chlorinated

pesticides (DDTs), hexachlorocyclohexane, and hexachloro-
benzene residues in smoked seafood. Journal of Food
Protection 66:1095-1099.

Varlet V, Serot T, Knockaert C, Cornet J, Cardinal M,
Monteau F, Le Bizec B, Prost C. 2006. Organoleptic
characterization and PAH content of salmon (Salmo salar)
smoked according to four industrial smoking techniques.
Journal of Science and Food Agriculture (accepted for
publication).

Veyrand B, Brosseaud A, Sarcher L, Varlet V, Monteau F,
Marchand P, André F, Le Bizec B. 2006. Innovative method
for determination of 20 polycyclic aromatic hydrocarbons in
food and oil samples using GC-MS/MS based on an isotope
dilution approach. Journal of Chromatography A (submitted
for publication).

Wang G, Lee AS, Lewis M, Kamath B, Archer RK. 1999.
Accelerated solvent extraction and gas chromatography/mass
spectrometry for determination of polycyclic aromatic hydro-
carbons in smoked food samples. Journal of Agriculture and
Food Chemistry 47:10626—-1066.

Yeakub-Ali MD, Cole RB. 2001. SFE—plus—C;g3 cleanup
and selective extraction method for GC/MS quanti-
tation of polycyclic aromatic hydrocarbons in smoked
meat. Journal of Agriculture and Food Chemistry
49:4192-4198.

Yurchenko S, Mbolder U. 2005. The determination of
polycyclic aromatic hydrocarbons in smoked fish by gas
chromastography mass spectrometry with positive-ion chemical
ionization. Journal of Food Composition and Analysis
18:857-869.

Zabik ME, Booren A, Zabik MJ, Welch R, Humphrey H. 1996.
Pesticides residues, PCBs and PAHs in baked, charbroiled, salt
boiled and smoked Great Lakes lake trout. Food Chemistry
55:231-239.

194



Bilan

La garantie de la sécurité sanitaire des saumons fumés fabriqués passe par la surveillance de
deux critéres : le critére de sécurité alimentaire vis-a-vis des contaminants du fumage (HAP) et le
critere de sécurité microbiologique. Ce dernier a été et reste toujours trés €étudié aujourd’hui,
notamment a I’IFREMER, c’est pourquoi il n’a pas fait I’objet d’une étude de notre part (Leroi,
F.etal., 1998 ; Cardinal, M. et al., 2004). En effet, les produits commercialisés sont soumis a des
régles d’hygiéne au cours de leur fabrication permettant de garantir une sécurité microbiologique
totale. Nous nous sommes donc imposés ces mémes régles d’hygiene lors de nos campagnes de
fumage. Ainsi, dans notre étude, le critére sanitaire était uniquement ramené au critére de
sécurité alimentaire vis-a-vis des HAP.

Au terme des analyses sanitaires, on a donc pu s’apercevoir que les quatre techniques de
production de fumée testées conduisaient a des quantités similaires de contaminants, en
conformité avec les normes européennes en vigueur. Cependant, on a pu mettre en évidence des
imperfections dans la législation concernant le statut de la fumée liquide. En effet, au regard de
la législation de la fumaison, tous les produits fumés sont largement conformes puisque 1’on
atteint des taux de benzo[a]pyréne supérieurs a 0,03 pg/kg dans le saumon traité par cette
technique. Pour la fumée liquide, au regard de la législation sur 1’aromatisation, les produits
fumés ne sont pas conformes. Cependant, en France, le statut de 1’atomisation de fumée liquide
en cellule de fumage n’est pas clair a savoir s’il doit étre considéré comme méthode de fumage
ou comme moyen d’aromatisation. Par exemple, dans la filiere carnée, la revaporisation de
fumée liquide dans un fumoir est assimilée a un fumage classique mais la valeur maximale
autorisée en HAP (0,03 pg/kg) ainsi que 1’étiquetage (mention « au gott fumé » ou « arome
fumée ») restent ceux en vigueur dans I’aromatisation. Cette technique n’est donc pas
comparable au niveau législatif aux autres méthodes de fumage alors qu’elle conduit aux taux les
plus faibles de HAP dans les saumons fumés. De plus, malgré des déficiences organoleptiques,
cette méthode apparait comme une alternative au fumage étant donné les restrictions
environnementales (rejets de fumées dans 1’atmosphere, ...) auxquelles seront bient6t soumises
les autres techniques.

Des analyses supplémentaires sur la totalit¢ des HAP reconnus potentiellement toxiques par
I’Union Européenne ont été réalisées pour élargir le spectre de contamination en HAP de ces
produits. En effet, il est nécessaire d’avoir d’une part acceés aux quantités de HAP aussi toxiques
que le benzo[a]pyréne, ce que ne prennent pas en compte les législations actuelles, et d’autre part

aux quantités de HAP apportées par la contamination environnementale initiale qui peut parfois
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étre trés importante notamment en HAP de faible poids moléculaire (Visciano, P. et al., 2006).
Dans notre cas, la part des HAP provenant de la contamination environnementale est
négligeable. Ainsi, les différents filets de saumons fumés se sont révélés peu contaminés en HAP
de haut poids moléculaire et plus fortement contaminé en HAP de faible poids moléculaire. Les
procédés de fumage tels que nous les avons pratiqués ont donc été principalement générateurs
d’HAP de faible poids moléculaire considérés peu toxiques. Cette conclusion est surtout valable
pour les produits fumés par plaques thermostatées, autocombustion et friction. En effet, les
produits traités par fumée liquide présentaient certes les plus faibles concentrations en HAP mais
¢taient particulierement composés d’HAP de poids moléculaire plus important comme le
chryseéne ou le benzo[a]pyréne. La tracabilité sur les modes d’obtention des condensats de fumée
doit donc étre améliorée pour comprendre cette différence de composition.

L’originalité de 1’utilisation de la spectrométriec de masse en tandem en mode SRM pour la
précision de la détection des signaux des analytes a consisté a jouer sur la forte stabilit¢ des HAP
aux fortes énergies d’ionisation pour améliorer le suivi d’ions fils tout en refragmentant
d’éventuelles substances résiduelles coextraites avec les matieres grasses malgré un protocole
d’extraction efficace. En effet, ces maticres grasses peuvent étre responsables de coélutions
chromatographiques. L’utilisation de la spectrométrie de masse en tandem a donc permis de
détecter et de quantifier de faibles taux de HAP méme dans une matrice alimentaire grasse
comme le saumon. Les différents produits étant conformes vis-a-vis de la législation (< 5 pg/kg),
nous avons pu les soumettre au protocole d’analyse sensorielle.

Les résultats des analyses sensorielles des différents saumons fumés ont permis de différencier
de prime abord les produits fumés par générateur externe de ceux traités par fumée liquide, aussi
bien selon des descripteurs d’odeur que de flaveur. En effet, les produits fumés par
autocombustion, plaques thermostatées et friction ont été plutdt décrits par des notes élevées et
homogenes en ce qui concerne les descripteurs odorants « fumée feu de bois », « saumon » et
«gras » et les descripteurs de la flaveur « fumée feu de bois », « saumon » et «salé ». En
revanche, les produits traités par fumée liquide ont été plutot percus avec des notes élevées pour
les descripteurs d’odeurs et de flaveurs « végétal », « fumée froide ». La fumée liquide utilisée
semble donc donner aux produits une odeur et une flaveur forte qui cache rapidement les
caractéristiques du poisson (gras, saumon, hareng). Les autres méthodes génerent une fumée
dont les propriétés organoleptiques conduisant a une odeur et une flaveur plus équilibrée de
poisson fumé en préservant plus les caractéristiques organoleptiques du poisson.

Enfin, la production de saumon fumé par ces différents modes de génération de fumée a permis

de réaliser une comparaison technologique et économique. Les plaques thermostatées

196



consomment la quantité¢ de bois la moins importante mais la consommation ¢électrique est bien
supérieure aux autres. A I’inverse, le générateur a autocombustion entraine une consommation
¢lectrique deux fois moins importante mais utilise de plus grandes quantités de sciure de bois et
génére des imbrhlés et des cendres. Le générateur a friction emploie la méme quantité de bois
mais génére moins d’imbralés. Cependant, la consommation électrique est presque aussi
importante que celle des plaques thermostatées et le colit de la bliche est plus important que celui
de la sciure. Enfin, la fumée liquide posseéde une consommation électrique quasi nulle
(vaporisation par air comprim¢) mais le prix de la matiere premiere classe ce procédé parmi I'un
des plus colteux. Ainsi, le générateur a autocombustion parait étre le meilleur compromis
technologique et économique, ce qui pourrait expliquer qu’il est le plus largement utilis¢ dans
I’industrie. Cependant, I'utilisation de fumée liquide pourrait également étre une alternative si
I’on prend en compte le colit des polices d’assurance par rapport a la diminution des risques

d’incendie engendrée par I'utilisation de cette technique.
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PARTIE 3 : Les composés volatils odorants du saumon fumé a
froid :

v’ Influence des paramétres du fumage sur leur génération

v' Contribution a la définition de I’odeur globale du saumon

fumé
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PARTIE 3: Analyse des composés volatils odorants du saumon fumé a froid :
influence des paramétres du fumage sur leur génération et leur contribution dans la
définition de ’odeur globale du saumon fumé

Les travaux présentés dans la seconde partie ont montré que les différents modes industriels de
génération de fumée conduisaient a des saumons fumés aux caractéristiques organoleptiques
différentes. En effet, la composition chimique des fumées produites varie selon la température
de pyrolyse du bois, la granulométrie du bois, son humidité, la géométrie du générateur, ... Ces
différences organoleptiques et en particulier odorantes sont a relier a la composition en
composés volatils odorants des différents saumons fumés. L’¢tude des effets des différents
modes de production de fumée sur la composition en composés volatils odorants des saumons
fumés constitue donc un deuxieme niveau d’investigation de I’odeur du saumon fumé. Cette
¢tude est menée avec deux objectifs. L’un, scientifique, correspond a I’identification des
composés volatils odorants responsables de la perception de I’odeur de poisson fumé et a la
caractérisation de leur contribution dans 1’odeur globale. L’autre, industriel, correspond a
I’amélioration des connaissances des techniques de fumage afin de renseigner sur les
paramétres de fumage conduisant a des produits fumés avec des odeurs prérequises.

Les travaux présentés dans la premiére partie ont permis de valider une méthode d’extraction
quantitative et représentative des composés volatils odorants du saumon fumé. Cette méthode a
notamment permis |’identification et la quantification de ces composés volatils odorants
extraits de matrice fumée ou non fumée. Nous avons donc utilisé¢ cette méme méthode pour
caractériser les composés volatils odorants de saumons fumés par différentes techniques de
fumage.

Pour analyser I’odeur du poisson fumé, nous avons donc utilis¢ deux approches : une approche
instrumentale, présentée dans la partie 1, permettant de caractériser les composés volatils
odorants des différents saumons fumés ; une approche sensorielle, présentée dans la partie 2,
permettant de caractériser 1’odeur globale des différents poissons fumés. L’approche
intrumentale est fondée sur la chromatographie en phase gazeuse couplée simultanément a
I’olfactométrie et a la spectrométrie de masse. Ainsi, il est possible d’associer une zone
odorante du chromatogramme détectée par olfactométrie avec I’identité des pics repérés dans
cette zone par spectrométrie de masse. Cependant, il est beaucoup plus difficile de relier les
résultats issus de ’analyse olfactométrique obtenus individuellement grace a la séparation
chromatographique avec les résultats de 1’analyse sensorielle obtenus sur la matrice globale.
Or, I'odeur globale est constituée des composés volatils odorants de la matrice. En effet,

I’analyse des composés volatils odorants peut amener des informations concrétes pour
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expliquer les différences odorantes entre les produits testés, notamment entre les saumons
traités par fumée liquide et les autres saumons fumés.

Ainsi, les effets de la nature des générateurs sur les concentrations et la nature des composés
volatils les plus odorants des saumons fumés produits ont été rédigés dans un article paru dans

Journal of Agricultural and Food Chemistry.

Afin de relier les données olfactométriques et sensorielles obtenues sur les différents saumons
fumés, nous avons effectué¢ des traitements statistiques des résultats obtenus pour synthétiser
d’une part les effets des différents générateurs et parametres de fumage sur les caractéristiques
odorantes et sur les concentrations en composés volatils odorants du saumon fumé et d’autre
part pour identifier les odeurs, les flaveurs et les composés aromatiques prédominants pour
discriminer les différents saumons fumés. Puis, nous avons réalisé un traitement statistique par
la méthode des moindres carrés partiels - Partial Least Squares (PLS2) - afin d’expliquer les
relations existantes entre les odeurs des saumons fumés et les concentrations en composés
volatils odorants déterminés dans chaque produit. Ceci nous a donc permis d’élaborer une
stratégie d’identification des composés volatils odorants responsables ou impliqués dans les
odeurs des saumons fumés caractérisées par 1’analyse sensorielle.

Ces travaux font I’objet d’une publication soumise dans Food Chemistry. Ils ont également été
présentés lors d’une conférence orale intitulée « relationships between odorant characteristics
and the most odorant volatile of salmon smoked by four industrial smoking techniques » au

congres EUROFOOD CHEM XIV a Paris le 29 aotit 2007.
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Olfactometric Determination of the Most Potent Odor-Active
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The volatile compounds of salmon fillets smoked according to four smoked generation techniques
(smoldering, thermostated plates, friction, and liquid smoke) were investigated. The main odor-active
compounds were identified by gas chromatography coupled with olfactometry and mass spectrometry.
Only the odorant volatile compounds detected by at least six judges (out of eight) were identified as
potent odorants. Phenolic compounds and guaiacol derivatives were the most detected compounds
in the olfactometric profile whatever the smoking process and could constitute the smoky odorant
skeleton of these products. They were recovered in the aromatic extracts of salmon smoked by
smoldering and by friction, which were characterized by 18 and 25 odor-active compounds,
respectively. Furannic compounds were more detected in products smoked with thermostated plates
characterized by 26 odorants compounds. Finally, the 27 odorants of products treated with liquid
smoke were significantly different from the three others techniques applying wood pyrolysis because
pyridine derivatives and lipid oxidation products were perceived in the aroma profile.

KEYWORDS: Olfactometry; smoked salmon; odor-active compounds; fish smoking process

INTRODUCTION

Traditionally, smoking was used for the preservation of fish,
but for several years, smoked fish was appreciated for its
organoleptic quality. A recent study on European consumer
preferences showed that these preferences were represented by
a whole range of smoke odors and flavors (/). The control of
the organoleptic characteristics of smoked fish through the
control of processes to adapt their products to consumer demand
could be a real interest to processors.

Several studies were carried out to characterize the volatile
compound compositions of smoked fishes (2, 3) and wood
smokes (4, 5) and to assess the effect of smoking parameters,
smoke generator, wood species, hygrometry, and temperature
of the smokehouse on the deposition of smoke compounds
(6—38). More recently, studies focused on phenolic compounds
have shown that their deposition depends on the smoking
processes and on the parameters of these processes (9—117).
Actually, phenolic compounds have been presented for a long
time as key compounds in the smoked flavor of smoked products
(12, 13). Guaiacol and derivatives have been reported as
contributors of the smoky taste, and syringol and derivatives

* To whom correspondence should be addressed. Tel: +33 251785514.
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are responsible for the smoky odor (/4). However, the works
of Ojeda et al. (/5) or Cardinal et al. (/6) have shown that it
was not easy to associate the presence of molecules with flavor
perception of smoked fishes. All of these works have allowed
us to investigate volatile compounds of smoke and smoked fish,
but they were not focused on odor-active compounds. Gas
chromatography—olfactometry (GC-O) proposed by Fuller as
early as 1964 enables odor-active compounds to be distinguished
among all of the volatile compounds. Olfactometry was already
used to identify raw or processed seafood aroma compounds
(17—19), but for the first time in a recent study performed in
our laboratory, the odor-active compounds in fresh salmon and
salmon smoked by smoldering were identified by an olfacto-
metric method (20). However, today, even if smoldering stays
the main smoking technique for fish, other methods such as
thermostated plates, friction, or liquid smoke atomization are
used (21).

The aim of this study was to identify and to compare the
odorant volatile compounds of salmon flesh smoked by using
four smoke generation processes. To investigate the volatile
odor-active compounds of smoked salmons, simultaneous steam
distillation—solvent extraction (SDE) was used (22). This
technique has already been validated to recover the odor-active
compounds of fresh and smoked salmon (20).

In the first experiment, the odorant similarity of extract and
smoked fish was assessed. Then, combining two olfactometric
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techniques, time intensity and frequency of detection methods,
the four processes were differentiated and linked to their main
detected odor-active compounds. In the second experiment, the
perception of odorant compounds was tentatively correlated to
their concentration. Finally, we try to establish a relation
between the eventual differences in the odorant profiles of the
four salmon sets and the smoke generation parameters. The
identification of volatile compounds, which really contribute
to odor quality of smoked fish as well as to knowledge of the
impact of smoke generation conditions on the perception of these
compounds, was expected. As determination of odorant com-
pounds of salmon smoked by various methods has never been
carried out, this information is essential to understand the role
of external smoke generators in the final odor of smoked
products.

MATERIALS AND METHODS

Raw Material and Reagents. Ultrapure water was obtained with a
MilliQ system. Dodecane was purchased from Aldrich (Steinheim,
Germany), diethyl ether (purity, 99.5%) was purchased from Panreac
(Barcelona, Spain), and ethanol (purity, 95%) was purchased from VWR
(Fontenay-sous-bois, France). Beech wood sawdusts came from SPPS
(Paris, France), and beech wood logs came from Bourdeau (Nozay,
France). All standards were obtained from Sigma Aldrich (Steinheim,
Germany), except all of the dimethylphenols were from Fluka (Buchs,
Switzerland) and phenol was from Merck (Darmstadt, Germany).

Fish Processing. Salmon (Salmo salar) reared in Norway were
purchased from a seafood wholesaler (Nantes, France). The time
between their capture and their filleting was not more than 1 week.
Nine gutted fishes of 3—4 kg of a same batch were received in a box
in ice. They were directly filleted, trimmed, and put on grids in a cold
chamber at +3 °C for 2 h. All of the fillets were about 1 kg. Analysis
of water and NaCl contents were carried out before salting. The rate
of water was 65 g/100 g, and the rate of NaCl was 0.20 g/100 g. Then,
fillets were hand-salted with refined salt (Salins du Midi, France) and
left for 3 h at +12 °C before they were briefly rinsed on grids with
water (15 °C) and stored at 3 °C for 18 h until smoking.

Before smoking, the drying step was carried out by putting the fillets
in the smokehouse at 18 °C for 15 min. This step allowed us to also
standardize an internal temperature of 8 °C for all of the samples. Then,
at the beginning of the smoking process, smoke was introduced in the
cell on fillets that had the same inner temperature, whatever the
smokehouse temperature. The aim of the drying step was also to dry
the product surface for a better smoke penetration according to industrial
procedures. After smoking, the fillets were stored at —80 °C before
the extraction of volatile compounds.

Smoking Equipment and Procedures. The smokehouse was an
HMI Thirode (PC90 model) device (Thirode, France), 1500 mm X

1300 mmX*2250 mm with a capacity of 380 kg, mounted on a trolley
with 28 grids on which the fillets were deposited. For each smoking
technique, the fillets were placed at the same level (grid numbers 10,
12, and 14) at 20 cm from the door of the smokehouse. The air/smoke
circulation was horizontal. Salmon fillets were swept by the smoke
for 3 h at a temperature of 32 °C. The exhaust valve opening was one-
third except for liquid smoke, and the relative hygrometry was set at
60%. For each process except liquid smoke, the smoke was introduced
in the smokehouse with a flow rate of 90 m?/h.

Smoldering Parameters. A generator (Thirode, France) produced
smoke by pyrolysis (between 400 and 450 °C) of beech sawdust using
the smoldering method. The sawdust was poured onto an electrically
heated ring and pyrolyzed. The ring was heated only for the ignition
period and was entertained further only by electric pulses. The pyrolysis
was also maintained thanks to an air intake around the heated ring by
a turbine. The sawdust fell on the heated ring by gravity from a hopper.
The introduction of sawdust was programmed every 6 min. The sawdust
was wet before and homogenized to obtain a moisture rate of 20%.
Thermostated Plates Parameters. A generator 720 mmX1120 mm

X 1730 mm (Thirode, France) produced smoke by pyrolysis
(500 °C) of beech chips. A system spread the chips on thermostated
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plates, and the plates were cleaned by a rake system after 3 min of
combustion. The smoke was pulsed by a ventilator to obtain the same
flow rate of smoke in the smokehouse as smoldering and friction.

Friction Parameters. A generator type FR 1002 (Muvero, The
Netherlands) produced smoke by friction (380 °C) by pressing a beech
log (8 cm X 8 cmX100 cm) against a rotating friction wheel for 10
s every 30 s. The beech log was pressed pneumatically by means of a
wood gripper with a pressure of 3.5 bar.

Liquid Smoke Parameters. Liquid smoke was purchased from a
smoke-flavoring manufacturer (France). Liquid smoke (purified con-
densate of beech smoke) was atomized thanks to pressurized air in the
smokehouse at ambient temperature. The vaporization device (Lutetia,
France) allowed us to set the pressures of air and liquid smoke to obtain
a consumption of liquid smoke of 1 L/h as in industrial procedure.
Liquid smoke was injected in the smokehouse for 2 min every 3 min.
For this type of smoking process, the hygrometry of the smokehouse
was maintained at 70%.

Extraction of Volatile Compounds. The volatile compounds were
extracted by SDE with diethyl ether in a Likens—Nickerson apparatus.
A 500 mL round-bottom flask was used as the sample flask to contain
50 g of cubes of smoked salmon, 150 mL of purified water, and 100

lg of dodecane used as an internal standard. A 30 mL round-bottom
flask containing 30 mL of diethyl ether was linked to the upper arm of
the SDE apparatus because the density of diethyl ether is lower than
the density of water. The steams were cooled thanks to the circulation
of polyethylene glycol at —5 °C. Contents in the sample and solvent
flasks were heated to a boil. The temperature of diethyl ether flask
was maintained by a water bath at 50 °C. The distillation—extraction
was continued for 3 h. The volume of the extract was reduced to 5 mL
by evaporating the solvent thanks to a Kuderna Danish apparatus and
to 1 mL under a gentle cold stream of nitrogen. Finally, a solvent
change was applied by adding 1 mL of ethanol and evaporating diethyl
ether. This solvent change was performed to present to the panel the
aromatic extract in a nontoxic solvent for the evaluation of the odor
representativeness (22).

Representativeness of the Extracts. Samples Preparation and
Presentation to the Judges. The panel was composed of eight judges
from our laboratory (five females and three males between 24 and 49
years old) trained in sensorial characterization of seafood products.
Small cubes of salmon flesh of 1 g were placed in 15 mL brown-
coded flasks, and the aromatic extract was deposited by softly sprinkling
the cube of salmon with respect to the initial volatile compound
concentrations of salmon fillets (22). The extracts were hermetically
stored at 4 °C in a fridge and put at room temperature 3 h before the
beginning of each test. All of the samples were assessed at room
temperature (20 °C) in neutral conditions.

Similarity Test. To validate the extraction method, the closeness
between the odor of the aromatic extracts corresponding to salmon fillets
smoked according to the four smoking techniques and the odor of
respective salmon fillets was evaluated. Smoked salmon aromatic
extracts were deposited on cubes of unsmoked salmon (1 g) as described
previously (22). Each pair of samples was randomly presented to the
judges. They were asked to assess the odor similarity of the extract to
the respective reference by noting the extract on an unstructured 100
mm scale anchored at the left end with “odor far from the reference”
at the right end with “odor identical to the reference”.

GC-MS/O Parameters. The GC-O system consisted of a 6890N
GC (Agilent Technologies, Wilmington, DE) equipped with a flame
ionization detector (FID), a mass detector (5973-Network), and a
sniffing port ODP2 (Gerstel, Baltimore, MD) supplied with humidified
air at 40 °C. The GC effluent was split 1:1:1 between the FID, the
mass detector, and the sniffing port. Each extract (3 UL) was injected
in splitless mode into a capillary column (DB-5MS, 30 m length X

0.32 mm id, 0.5 pm thickness) (J&W Scientific, Folsom, CA). The
flow rate of the carrier gas (helium) was 1.5 mL min~!. The temperature
of the oven was programmed according to the following steps: from
70 to 85 °C (1 min) at 5 °C min~!, then to 165 °C at 3 °C min~! and,
finally, to 280 °C (3 min) at 10 °C min—'. The quantification was carried
out by mass spectrometric detection. For GC-MS analysis, a quadrupole
mass selective detector, with electron ionization (ionization energy, 70,
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Table 1. Odor-Active Compounds Found in Salmon Extracts Smoked by Smoldering and Thermostated Plates?

smoldering thermostated plates
LRI means of odorant attributes no.of  average no.of  average
compounds (DB5) identification® given by the judges® judgesd intensity®  mean * standard®  judges® intensity® mean + standard’
furfural 859 MS, LRI, STD  smoke, green 6 3 326.18 +91.57 (3) 1) (807.67 + 96.83)
furfuryl alcohol 875 MS, LRI, STD  cooked/soup, chemical 7 4 161.88 + 53.23! 8 5 544.46 £ 77.49
2,4-hexadienal 904 MS, LRI cooked vegetable, fatty 5) (3) (293 £1.111) 8 5 4,63 £0.7312
2-methyl-2-cyclopenten-1-one 920 MS, LRI, STD  cooked potato, green (5) (3) (14.85 +5.2712) (5) 4) (53.53 +6.41)
2-acetylfuran 925 MS, LRI, STD  cooked vegetable, potato 7 5 19.49 + 10.29' 8 6 70.14 £ 5.162
5-methylfurfural 970 MS, LRI, STD  cooked, earthy, green (58.68 + 21.161) 7 3 163.26 + 22.24
phenol 992 MS, LRI, STD  marine, metallic, chemical, 7 4 61.69 £ 21.8112 8 6 115.6 £ 14.972
mushroom
2-hydroxy-3-methyl-2- 1036 MS, LRI cooked, spicy 4) (2) (7.03 +2.821) (5) ) (29.35 £ 10.421)
cyclopenten 1-one
2,3-dimethyl-2-cyclopentenone 1052 MS, LRI, STD  spicy, wood fire, roasty (13.98 + 4.357) 6 3 42.95+7.49
o-cresol 1068 MS, LRI, STD  chemical, spicy, burnt, 7 4 34.16 £ 12.36"2 8 5 69.14 +7.442
p-cresol 1093 MS, LRI, STD  animal, spicy, burnt 8 6 30.67 +16.29"2 8 7 66.04 + 5.5712
guaiacol 1110 MS, LRI, STD  smoked, vanilla, ink 8 7 327.91 +109.15 8 8 755.26 + 91.562
2,6-dimethylphenol 1130 MS, LRI, STD  chemical, burnt, spicy/ 7 5 7.11+3.02 6 4 13.89 +0.39
woody
2,3 A-trimethylcyclopenten-1-one 1132 MS cooked, green, spicy 4) 4) (18.77 £9.02) 4) (3) (70.15 + 7.16)
3-ethyl-2-hydroxy-2-cyclo- 1140 MS solvent, medicinal 4) (3) (3.19 £ 1.457) 8 5 5.26 +0.36'2
pentenone
1,2-dimethoxybenzene 1147 MS, LRI ashes, green (4) 2) (6.38 £2.43") (5) 2) (16.45 + 0.882)
2,4 and 2,5-dimethylphenol/ 1160-1180 MS, LRI, STD  cucumber, violet, spicy, 7 5 15.41 £5.87" 8 5 20.68 +0.93!
(E)-2-nonenal smoked
4-methylguaiacol 1192 MS, LRI, STD  candy, spicy, smoked 4) 4) (543.42 £210.79'2) 6 5 893.98 + 87.672
2,3-dimethoxytoluene 1247 MS, LRI cooked vegetable, fatty, (4) 2) (6.55 £ 2.78") 7 4 11.02+ 117
green
3,5-dimethoxytoluene 1282 MS, LRI burnt, green, chemical 6 3 7.84 +3.6112 7 5 10.86 + 0.032
4-ethylguaiacol 1287 MS, LRI, STD  green, smoke, vanilla, 7 5 84.7 + 32.441 8 4 190.6 + 11.68
clove
indanone 1307 MS, LRI sawdust, rotten, burnt (3) (3) (2.69 £0.88") 6 4 6.95+ 0.51
4-vinylguaiacol 1330 MS, LRI, STD  smoke, green, spicy 6 4 36.27 + 18.5923 7 5 41.77 +2.923
syringol 1365 MS, LRI, STD  burnt rubber, spicy 5) (3) (23.31 + 18.5912) (3) (2) (2511 £4.7712)
eugenol 1370 MS, LRI, STD  spicy, smoke, clove 6 4 34.84 +13.93 8 5 62.68 + 1.45
4-propylguaiacol 1382 MS, LRI, STD  green, spicy, vanilla 8 5 11.33 £4.78! 8 5 29.89 +2.79
1,2,3-trimethoxy-5-methyl- 1400 MS, LRI cooked, earthy (3) (2) (1.85+0.79") 6 3 59.73 £ 3.49
benzene
(Z)-isoeugenol 1423 MS, LRI, STD  burnt rubber, spicy 6 3 11.45 + 41712 8 5 17.3+1432
(E)-isoeugenol 1473 MS, LRI, STD  clove, green, roasty 8 6 36.95 + 18.7112 8 7 59.73 + 3.492
2,3,5-trimethoxytoluene 1527 MS, LRI spicy, woody (4) (2) (9.55 £ 6.38"2) 6 4 8.78 + 2.2412
4-allylsyringol 1615 MS, LRI smoke, rotten 8 5 1.19 £ 1.141 7 3 1.35+0.52
8-heptadecene 1680 MS, LRI animal, roasty, chemical 6 3 2.67 £0.931 6 3 4,65 +2.6212

@ Numbers 1-3, quantities followed by a same number on the same line for all of the tables are not statistically or significantly different at a risk of 5% (ANOVA only
carried out on the most potent odorant compounds). Frequency of detection, odor intensity, and quantities of odor-active compounds detected by fewer than six judges are
indicated in parentheses. ® Means of identification: MS, mass spectrum (identified thanks to the mass spectra of the compounds); LRI, linear retention index (when the LRI
of the identified compound corresponds to the LRI in the litetrature); and STD, standard (when the retention time, spectrum, and odor description of an identified compound
correspond to the retention time, spectrum, and odor description of the injected standard of this compound). When only MS is available for identification, it must be
considered as an attempt of identification. ¢ The odor given corresponds to the odor detected by the judges during olfactometric analysis for its retention time but not surely
to the compound that we try to identify. ¢ Number of judges (out of eight) who have detected an odor. ¢ The average intensity of the eight judges is rounded to the nearest
whole number. An intensity between 5 and 5.5 is rounded to 5 and an intensity between 5.5 and 6 is rounded to 6 (1 very weak odor and 9 very strong odor intensity).
fIn microgram equivalents of dodecane per 100 g of smoked salmon. Means of three fillets.

eV) operated in scan mode, with a mass range of 30—300 amu, at 2.0
scans/s, was used to detect the ions formed.

Compound identification was based on a comparison of retention
indices (RI) found in the litterature comparison of their mass
spectra with those of standard MS spectra database WILEY 6 and with
those of chemical standards, when they were available, injected in the
same chromatographic conditions. Comparison of odor descrip-
tion with the literature could be also used to confirm the identifi-
cation. When possible, the identification was confirmed by detection
of the compounds in single ion monitoring mode, for each noticeable
odorant, five of the most predominant ions present in their mass -
spectra.

The quantification was performed using dodecane as an internal
standard. The concentrations of volatile compounds are expressed in
pg equivalents of dodecane for 100 g of salmon in Tables 1 and 2.
However, when standards were available, response factors were
calculated. Therefore, the relationship between the perception and the
concentrations of odor-active compounds, expressed in pg for 100 g
of salmon, can be discussed as compared to the odorant threshold
described in litterature.

Olfactometric Methods. The panel was composed of the same
judges used for the similarity test. They were all previously trained in
odor recognition and sensory evaluation techniques and had ex-
perience in GC-O on seafood products. Sniffing of the chroma-
togram was divided into two sessions of 19 min. Each judge parti-
cipated in the sniffing of both parts but during two separate ses-
sions in order to remain alert. The panelists were asked to describe the
odor that they smelled and to give a mark of intensity to each
detected odorant on a scale of 1-9 (1 very weak odor intensity and
9 very strong odor intensity). Thus, two olfactometric methods were
used as follows: frequency of detection (FD) and time intensity (TI).
For the FD method, the results were expressed as the number of
judges who perceived an odor at the same retention time of chroma-
togr