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Sur l'identification par spectrométrie de masse
des produits formés par autoxydation
de l'acide linoléique en milieu hydroalcoolique
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SUMMARY
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Identification by mass spectrometry of the linoleic acid
autoxidation products in hydroalcoholic solutions

The unsaturated fatty acids and the complex lipids containing unsaturated fatty
acids, are very oxygen sensitive. These molecules are found in numerous
alcoholic beverages and their autoxidation leads to the formation of
hydroperoxides, themselves transformed into volatile compounds with a bad
smell, thus centributing to the off flavour of hydroalcoholic beverages. The
present study involves hydroperoxide formation from linoleic acid in
hydroalcoholic media of wine like composition (12% vol. asthanol, pH = 3.5),
containing traces of iron and copper as oxidation promotors. First, a method to
stabilize the hydroperoxide structure is proposed, consisting in reducing the
OO0H function to more stable alcohol function, followed by a methylation of the
carboxylic function to the corresponding methyl ester. These derivatized
molecules are more stable and more volatile than the initial hydroperoxides.
By high performance liquid chromatography coupled with liquid secondary ion
mass spectrometry, four derivatives of molecular weight 310 are observed ;
they correspond to the four expected reduced and methylated hydroperoxides.

Key-words : linoleic acid, mass spectrometry, autoxidation, hydroperoxide.

Les acides gras insaturés et les lipides complexes contenant des chaines
d'acides gras insaturés sont sensibles & I'oxydation. Ces molécules se
retrouvent dans de nombreuses boissons et leur autoxydation conduit a la for-
mation d'hydroperoxydes, dégradés a leur tour en molécules volatiles généra-
lement malodorantes. Elles peuvent donc constituer une source potentielie
d'altération de I'odeur. Nos travaux ont plus particulidrement porté sur la for-
mation d'hydroperoxydes d'acide linoléique, choisi comme substrat, en milieu
hydroalcoolique de composition proche des vins (12 % vol. d'éthanol et
pH = 3,5) et en présence de catalyseurs (traces de cuivre et de fer). Nous pro-
posons, dans un premier temps, une méthode de stabilisation des structures
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hydraperoxydigues consistant en une réduction de la fonction OOH en
fonction alcool, puis en une méthylation de Ia fonction carhoxyligue en ester
méthyliqgue correspondant, ceci conférant 3 la molécule une glus grande
volatilité et une stabilité accrue. Ce protocole a permis de détecter par
couplage chromatographie {iquide haute parformance/spectrométrie de masse
quatre produits de masses moléculaires 310, correspondant aux quatre
hydroperoxydes attendus, sous formes réduites et méthylées. Le recours 3 la
chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de masse en ionisation
chimique, a permis de confirmer I'existence de ces guatre hydroperaxydes.

Mots clés : acide linoféique, specirométrie de masse, autoxydation,
hydroperoxyde.

1-INTRCDUCTION

Les composés lipidiques sont des substances particulierement instables.
L'autoxydation des lipides a été décrite pour la premiére fois en 1954 par
MATSUO, puis confirmée par KANETA ef al en 1955, [l s'agit d'une réaction
entre l'oxygéne moléculaire et la double liaison insaturée d'un acide gras,
conduisant & un hydroperoxyde. Les travaux de FRANKEL et al. {1861) ont
permis de déterminer la structure commune de ces peroxydes, en prenant
comme modéle réactionnel un milieu tamponné et comme substrat I'acide
linolénigue (C18 : 3 A9 A12 A15). La structure générale de ces molécules a
été établie et correspond & "R{COH)Nn" ; elle suggére l'existence de monohy-
droperoxydes et de polyhydroperoxydes. Les hydroperoxydes ont la propriété
d'oxyder d'autres molécules plus fragiles et possédent des effets toxiques a
'égard de l'organisme (KOSKAS, 1985 ; PORTER et al., 1979). L'oxydation des
acides gras polyinsaturés provoque également une dépréciation de la qualité
des denrées alimentaires ; c'est pourquoi les hydroperoxydes ont été studiés
dans les huiles (YANG et al., 1991) et dans les colorants naturels (ABBAS et af.,
1988). Les acides gras insaturés, géneralement présents & l'état de traces
dans de nombreuses boissons fermentées, et en particulier dans le vin
(FISENKO et KOSSOVA, 1973 ; BERTRAND et SOUFLEROS, 1989), subissent une
oxydation catalytique favorisée par la présence de métaux de transition (Cu,
Fe,... ; vivag, 1993). Les produits formés se dégradent rapidement, sous I'effet
des mémes catalyseurs, en molécules de faible poids moléculaire {FRANKEL,
1980, 1982) ; certaines d'entre-elles, fortement odorantes, sont susceptibles
d'altérer I'ardme des boissons (FORSS, 1972).

Nous nous proposons, dans ce travail, de mettre en évidence l'existence
d'hydroperoxydes d'acides gras insaturés, formés en milieu hydroaicoolique,
de composition proche de celie du vin, d'une part par couplage de la chroma-
tographie en phase gazeuse et de ia spectrométrie de masse (CPG/SM) en
ionisation chimique, d'autre part par couplage de la chromatographie en
phase liguide haute performance (CLHP) avec la spectrométrie de masse en
mode "LSIMS" {liquid secondary ion mass spectrometry, ABERTH ef af., 1982).
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2 - MATERIEL ET METHODES

2.1 Conditions d'oxydation

Les oxydations sont conduites en milieu hydroalcoolique de compesition
suivante : 120 m! d'éthanol (95 % v:v), 5 g d'acide tantrique {RectapurT™},
eau Ultrapur™ gsp 1 000 mil, NaOH N qsp pH = 3,5. Les milieux hydroalcooli-
ques sont supplémentés par 3,56 104 mol. 11 d'acide tlinotéique (Merck)
[C18: 2 A9 A12]. L'oxydation est réalisée & la température ambiante et a
Fobscurité par barbotage d'air reconstitué jusqu'a saturation (7 mg d'oxygénefi
a 20 °C), dans 100 ml du milieu contenant l'acide linoiéique.

2.2 Mise en évidence et estimation de la teneur
en hydroperoxydes

L'autoxydation des acides gras insaturés conduit a la formation dhydrope-
roxydes caractérisés par la présence de diénes conjugués dans la chaine aii-
phatique, dont ie maximum d'absorbance UV se situe a 234 nm (LEA, 1956 ;
CILLARD, 1978). Ainsi, la variation de la densité optique (DQO) a4 234 nm au
cours de l'oxydation d'un milieu est parfaitement corrélée avec l'apparition st
'accumulation des hydroperoxydes (MAZEAUD et MICHELSON, 1980). La
concentration en hydroperoxydes est alors estimée a partir du coefficient
d'extinction meléculaire a 234 nm d'un mélange témoin dhydroperoxydes
d'acide linoléique (e55, = 2,6 x 10%). Le ¢,4, calculé correspond & celui établi
par JOHNSTON et al. (1961}. Les résultats sont exprimé en mg/! d'équivalent
hydroperoxydes d'acide linoléique.

2.3 Localisation de I'activité peroxydative

La méthode, mise au point dans notre laboratoire pour vérifier que I'essen-
tiel des hydroperoxydes sont extraits, est basée sur la décoloration d'une
solution: de bleu de méthylene (BMH,).

A 1 ml de BMH, (solution & 5 mg/l) on ajoute 100 p! du milieu contenant
des hydroperoxydes. On mesure la densité optique a 660 nm, d'abord au
départ de la réaction, aprés homogenéisation (DO1), puis aprés 10 min (DO2).
Les résultats sont exprimés a partir de la relation suivante :

A, =100 {DO1 - DO2).

2.4 Extraction et caractérisation des hydroperoxydes
2.41 Extraction liguide/liquide des hydroperoxydes

Cent millilitres de milieu contenant des hydroperoxydes sont extraits par
3 x 10 ml de chloroforme. La phase organique est décantée, puis séchée sur
du suifate de sodium anhydre, Le sclvant est ensuite évaporé sous courant
d'azote sec.
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2.4.2 Technigues d'identification des hydroperoxydes
2.4.2.1 Dérivation des hydroperoxydes

Les hydroperoxydes ne peuvent étre étudies a I'état natif, en raison de leur
grande réactivité et de leur thermolabilité. Aprés extraction, il convient donc de
les transformer en produits plus stables, en suivant ies étapes suivantes :
réduction de la fonction hydroperoxyde en alcocl au borohydrure de sodium
(NaBH4), puis méthylation de la fonction acide par le méthanol en présence
de diazométhane (CH,N,).

Pour la réduction des hydroperoxydes, l'extrait chloroformique, évaporé a
sec sous courant d'azote, est repris par 1 m! de méthano! anhydre & 20 °C et
sonigué pendant 10 s. Pour ralentir t'intensité de la réduction et préserver les
caractéristiques structurales des molécules, l'extrait est dilué dans 50 ml de
méthanol anhydre refroidi @ — 30°C, puis additionné de 216 mg de NaBH,.
Apres 30 min., on ajoute 50 mi d'eau pour détruire I'excés de NaBH,. On
extrait par trois fois 10 ml d'éther diéthylique. Les phases organiques sont
rassemblées, séchées sur du sulfate de sodium anhydre, puis évaporées sous
courant d'azote. Le résidu est repris par 1 ml de méthanol anhydre.

La méthylation des hydroxyperoxydes réduits permet d'augmenter la volati-
iité des molécules possédant des fonctions acides (FALES et af, 1973).

L'extrait méthanoligue issu de la réduction des hydroperoxydes est placé
dans le tube recepteur d'un micro-genérateur de diazométhane constitué de
deux tubes concentrigues (Alitech, Ref 9559, millimole size). On mélange
10 mg de N-méthyl-N-nitro-p-toluénesulfonamide (Aldrich Chimie,
DiazaldTM} et 1 ml de soude méthanolique 5N. Cn laisse les réactifs en
contact pendant une heure environ, a 20 °C, avant de les analyser directe-
ment par CLHP/LSIMS et par CPG/SM.

2.4.2.2 Identification par coupiage GLHP/LSIMS

Le chromatographe est un WATERS 600MS équipé d'une colonne C18
sphérisorb ODS (15 x 4,6 cm ; dp: 4 um). L'élution est réalisée avec une
soluticn hydroalcoclique a 50 % vol., contenant 2 % de glycérol (Matrice),
avec un déhit de 0,5 mi min-!. Le chromatogramme est enregistré 4 234 nm.
Le volume d'injection est de 10 pl.

Le couplage du spectrométre de masse (VG AutoSpec-EQ) au
chromatographe est assuré par un tube capillaire de 50 um de diamétre
intérieur et 1 m de longueur, connecté & la sortie du détecteur UV par
l'intermédiaire d'un diviseur. La source d'ions primaires est un canon au
césium dont I'énergie est régiée a 35kV (2 pA). La cible est située a 'extrémité
du capillaire de liaison ; a sa surface arrivent les analytes au fur el 8 mesure
de leur élution ; eile est maintenue & une température inférieure & 40 °C pour
éviter la disparition trop rapide de la matrice. L'étalonnage du spectrométre est
réalisé avec de l'iodure de césium {de 200 a 1 500 daltons). L'acquisition et le
traitement des specires sont faits a l'aide du systéme OPUS intégré a
lappareil (VAXstation 3 100 Digital Equipments).
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2.4.2.3 Identification par couplage CPG/SM ;

Le chromatographe Hewlett-Packard type 5890, équipé d'un injecteur-
diviseur et d'une colonne capillaire en silice fondue CPSIL-5CBTM (25 m de
long. — 0,25 mm de diamétre interne), est couplé au spectrométre de masse
AutoSpec-EQ. Les conditions chromatographigues sont les suivanies :
volume injecté, 2 ul — rapport de division 1/50 — température de l'injecteur,
180 “C — température de colonne programmee de 100 °C & 300 °C i raison
de 6 "C/min — température de l'interface CPG/SM, 180 °C. Le gaz vecteur est
de Fhélium, dont la pression est maintenue constante a 1 bar,

Les spectres de masse sont enregistrés en ionisation chimique (IC), le gaz
réactif étant I'ammoniac. La source du spectrométre de masse est maintenue &
180 °C. La gamme de masses balayée est de 50 & 650 daltons en une
seconde. L'acquisition et le traitement des données sont eftectués également
a l'aide du systeme OPUS.

3 - RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Mise en évidence d'hydroperoxydes formés par autoxydation
de l'acide iinoléique

Cent millilitres d'émulsion aqueuse contenant 3,56.164 mol. I'! d'acide
linoléique sont oxydés pendant 72 h dans les conditions précédemment
décrites. On cbserve une augmentation de I'absorbance a 234 nm, ¢& qui met
bhien en évidence la formation d'hydroperoxydes & partir de l'acide gras
insaturé. Les hydroperoxydes produits présentent une affinité pariculiére &
I'égard du chloroforme. l'extrait chioroformique contient I'essentiel de l'activité
peroxydative (AP) (Ap de I'émulsion hydroalcoolique = 52 ; Ap de l'extrait
chlorcformique = 58 ; Ap du résidu d'extraction = 7).

Dans une autre expérience, on masure au cours du temps la cinétique de
formation des hydroperoxydes par spectrophotométrie 4 234 nm. En milieu
hydroaicooligue modele, la production d'hydroperoxyde est rapide (fig. 1). Les
hydroperoxydes atteignent au bout de 4 h une concentration maximale de
16 mgfl, qui diminue ensuite trés lentement ; dix jours aprés, il en reste
encore 5 mg/l. Parallélement a l'augmentation de la densité optique & 234 nm,
on observe une forte augmentation du pouvoir peroxydatif du milieu, mesuré
par la méthede au bleu de methyléne.

3.2 identification des hydroperoxydes formés

Le couplage CLHP/LSIMS permet de repérer un ion 4 m/z = 315, dont la
trace enregistrée (fragmentogramme), fait apparaitre quatre pics. Parafléle-
ment, on observe gquatre pics homologues détectés & 234 nm. Ce résultat
montre qu'il existe quatre hydroperoxydes dans le melange initial provenant
de {autoxydation de l'acide linoléique.
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Figure 1
Production d'hydroperoxydes a partir de l'acide linoléigue, en milieu hydroalcoclique.

Production of hydroperoxides from linoleic acid, in hydroalcoholic medium.

La moiécule protonée observée en LSIMS, apparait & m/z 315 et non pas a
m/z 311, cemme on pourrait s'y attendre. L'ion obtenu, (M+5H)* au lieu de
{M+H}* pour la molécule protonée normalement attendue, n'est pas le produit
direct de la dérivation des hydroperoxydes, mais le résultat d'une réduction
qui se produit a Yintédrieur de la source. Il semble qu'au niveau de la cible, la
matrice glycérol céde, en méme temps qu'un proton, plusieurs atomes d'hy-
drogéne a ces molécules insaturées, provoquant ainsi la réduction des
doubles liaisons conjuguées de la chaine aliphatique. Des phénoménes ana-
logues ont déja été signalés a plusieurs reprises et notamment par VEKEY et
ZERELLI (1991} dans le cas de composés facilement réductibles comme les
quinones. Il semblerait que les alcools w-diéniques soient particulierement ré-
ductibles et conduisent & un résultat analogue a celui signalé par ces auteurs.

Pour montrer que ces melécules protonées et réduites, observées en
LSIMS, ne proviennent pas du 13-hydroxy-stéarate de méthyle susceptible de
préexister dans le mélange, nous avons effectué une expérience complémen-
taire, dans les mémes conditions, avec ce composé, que nous avons syntheti-
sé au laboratoire selon le protocole décrit par KOSKAS (19858). On obtient bien,
comme prévu, un pic & m/z 315, mais a un temps de rétention différent de celui
des quatre pics issus des hydroperoxydes. De plus, la trace UV a 234 nm est
d'une intensité beaucoup plus faible. Les quatre pics observés simultanément
sur les chromatogramme de masse et détectés en UV sont donc bien des
dérivés des hydroperoxydes.

Afin de confirmer cette identification, nous avons effectué une analyse par
couplage CPG/SM en ionisation chimique sur les dérivés réduits-méthylés des
hydroperoxydes. Nous observons {fig. 2) ia présence de l'acide linoléique
résiduel, caractérisé par l'ion "guasimoléculaire” (MNH,*) & m/z = 312. Les
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Figure 2
Detection (CPG/SM, IC NH,) de l'acide linoléique et de ses produits d'autoxydation
dérivés (A, B, C, D) - 4a, courant icnique total - 4b, fragmentogramme m/z 311 - 4¢,
fragmentogramme m/z 328.

Detaction (GC/MS, CI NH,) of linoleic acid and its autoxidation derivatives (A, B, C, D)
- 4a, lotal ion cutrent - 4b, m/z 311 fragmentogram - 4¢, m/z 328 fragmentogram.
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Figure 3
Spectre de masse (IC NH3) du composé D, dérivé de 'un des hydroperoxydes
d'acide linoléique.

Mass spectrum (Cl NH3) of D compound, derived from ohe
of the linoleic acid hydroperoxides.
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dérivés des hydroperoxydes recherchés sont trés peu concentrés dans le
mélange et n'apparaissent que trés faiblement sur la trace du courant ionique
total, étant masqués pariellement par le bruit de fond. lls sont détectés
néanmoins grace a !'enregistrement de leurs ions "guasimoléculaires" :
MNH,* (m/z = 328} et MH* {m/z = 311}. Nous retrouvons bien, sur la figure 2,
les quatre isoméres attendus, dont la présence avait été detectée en LSIMS.
Les spectres de masse obtenus au sommet de ces quatre pics sont pratique-
ment identiques ; on y observe la présence des deux ions quasimoléculaires
précédents, avec une forte prédominance de MNH,* (fig. 3). Ceci est en
accord avec la relative acidité de ces molécules, sur lesquelles se fixe plus
facilement un ion ammonium qu'un proton.

La présence de quatre isoméres s'explique si {'on considére que deux
sites d'autoxydation sont possibles (en C3 et G13 de la chaine aliphatique) et
que chacune de ces deux molécules posséde deux formes isomériques, cis et
trans.

4 - CONCLUSION

Les acides gras insaturés et en particulier l'acide linoléique (C18: 2), sont
susceptibles de s'oxyder en hydroperoxydes. En solution hydroalcoolique, la
composition du milieu, et en particulier le pH et la présence d'éthanol, ne
constituent pas un obstacle a leur formation, .

La séparation des produils de l'autoxydation de l'acide linoléique par
CLHP permet d'isoler quatre hydroperoxydes, dont i'étude par spectrophoto -
métrie dans |'ultraviolet, puis par coupiage CLHP/LSIMS et CPG/MS, conduit
a l'identification de quatre composés hydroperoxy-octadécadignoiquas,
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