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Composés Flaveurs
Alcanais C6-C11 reen - tallowy d’herbe - suiffeuse nach Gras - talgig
2-alcénals C6-C10 green - fatty d’herbe - graisseuse _|nach Gras - fettig
2,4-alcadiénals C7-C10 | oily - deep-fried | d'huile frite 8lig - Ubererhitzt
3-cis-hexénal reen d’herbe nach Gras
4-cis-hepténal creamy / putty crémeuse / de mastic | rahmig / nach Kitt
2,6- et 3,6-nonadiénal | cucumber de concombre nach Gurke
2,4, 7-décatriénal fishy, sliced beans | de poisson, de fischig, nach

haricots verts grinen Bohnen

1-octéne-3-one metallic métallique metallisch
1,5-cis-octadiéne-3-one | metallic meétailigue metallisch
1-octéne-3-ol mushroom de champignon nach Pilz
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Ce travaifl décrit briévement les mécanis-
mes d‘autooxydation des lipides et pré-
sente les principaux produits d'oxydation
{aldéydes, cétones, alcools, alcanes) qui
peuvent étre frouvés dans les lipides des
produits laitiers. Il passe en revue les prin-
cipales méthodes de dosages des pro-
duits primaires et secondaires de
l'oxydation des lipides ainsi que les tests
de mesure de la stabilité a 'oxydation.

Introduction

L'oxydation des lipides est un processus
chimique complexe qui a fait I‘objet de
nombreux ouvrages et revues (1-32). Les
réactions de |'oxygéne sur les parties in-
saturées des acides gras forment
d‘abord des produits d‘oxydation primai-
res appelés hydroperoxydes. Ces hydro-
peroxydes se décomposent en produits
d‘oxydation secondaires {aldéhydes, cé-
tones, alcools, alcanes etc.) respon-
sables de flaveurs indésirables, Ces fla-
veurs d'oxydation sont communément
appelées flaveurs de carton, de peinture,
métalliques, huileuses, de suif, de pois-
son (16). Les laits provenant de vaches
individuelles peuvent développer ces fla-
veurs si rapidement qu‘on parle d‘une
oxydation spontanée (4, 16). Selon la
Fedération Internationale de Laiterie (FIL)
(4), ce probléme peut devenir endémigque
dans une région, persister pendant quel-
ques années puis régresser sans raisons
apparentes. Une cause majeur des fla-
veurs d‘oxydation du lait est la présence
de catalyseurs métalliques. Cette cause
est si importante qu‘elle a conduit Body-
felt et al. (32} a classifier les laits selon leur
susceptibilité 3 l'oxydation. Ces auteurs
fort une distinction entre les laits qui
s'oxydent spontanément sans la
présence de cuivre et de fer, ceux qui ne
s‘oxydent pas spontanément mais dé-
veloppent des flaveurs d‘oxydation qu'en
présence de ces métaux et ceux qui ne
développent pas de flaveurs doxydation.
Divers autres facteurs peuvent influencer
la stabilité a I'oxydaticn du lait. L'acide
ascorbique a un réle prooxydant aux con-
centrations dans lesquelles il se trouve
dans le lait (10-20 mg / L). A des concen-
trations élevées, il a une action antioxy-
dante (4, 31). L'affouragement peut mo-

difier les concentrations en antioxydants
liposclubles tels que les tocophérols (31,
33) et les caroténes (31, 34).
L‘homogénéisation augmente fa durée
de la stabilité & ‘oxydation probablement
en raison d‘une meilleure protection des
glycérides assurée par les nouvelles
membranes constituées essentiellement
de caséine (4). Il en est de méme pour les
chauffages {pasteurisations, upérisati-
ons) en raison des groupes sulthydryles
antioxydants libérés durant ce processus
(16, 31). Parmi les autres produits laitiers,
le beurre, I'huile de beurre et la créme
peuvent facilement développer des fla-
veurs d‘oxydation en raison de leur te-
neur élevée en matiére grasse (MG). Dans
le beurre, des études intensives ont été
effectuées sur |‘origine de la flaveur de
poisson (35, 48) et sur l'efficacité des
emballages pour prévenir la photooxyda-
tion (24, 31, 36). En pratigue, on améliore
fortement la qualité et la conservabilité du
beurre en transformant des crémes con-
tenant peu de métaux lourds et en les
pasteurisant a haute température afin de
libérer des groupes sulfhydryles antioxy-
dants (31, 37, 38). D'une maniére généra-
le, I'oxydation des lipides est considérée
comme un processus essentiellement
destructif car il conduit & une détériorati-
on des membranes protectrices des glo-
bules gras par oxydation des phospholi-
pides, & la diminution de la valeur nutritive
des aliments (p.ex. par la réduction des
teneurs en acides gras insaturés, en di-
verses vitamines) et a la production de
flaveurs indésirables.

De nombreuses méthodes ont été dé-
veloppées pour le dosage des produits
d‘oxydation primaires et secondaires des
lipides ainsi que pour la détermination de
la stabilité & I‘'oxydation des produits lai-
tiers (2, 3, 5, 39, 40). Le but du présent
travail consiste 4 passer en revue les
principales méthodes de dosage des
produits d‘oxydation des lipides des den-
rées alimentaires et spécialement des
produits laitiers.

Mécanismes des réactions
d'oxydation des lipides
Il s'agit de réactions en chaine autocata-

lysées qui se déroulent sur les parties
insaturées des lipides. Ce processus

peut se dérouler par des mécanismes de
réaction d'autooxydation ou par voie en-
zymatique. Les réactions d‘oxydation par
voie enzymatique sont trés répandues
dans les huiles végétales et les graisses
de dépdt (5, 31). Ces enzymes, appelés
lipoxygénases, réagissent de maniére
stéréospécifique de préférence sur les
acides graslibres insaturés plutdt que sur
les glycérides (26).

Mécanismes d'autooxydation (26)

On distingue le mécanisme de réaction
classique des radicaux libres qui se
déroule méme a I'ombre en trois étapes
bien connues (initiation, propagation et
terminaison) et celui de la photooxydati-
on. Les figures 1 et 2 présentent les mé-
canismes des réactions chimiques par la
voie classique des radicaux libres et par
voie photochimigue.

Les mécanismes de réactions chimiques
par la voie classique des radicaux libres
font appel & des radicaux lipidiques Re
formés par interaction avec I‘cxygéne en
présence de catalyseurs tels que les mé-
taux, la lumiére, des radiations de haute
énergie etc.. Le radical formé dans
I'étape d'initiation peut réagir pour former
un radical peroxyl dans I'étape de propa-
gation qui peut lui-méme former un hy-
droperoxyde. L'étape de propagation
peut se poursuivre de maniére autonome
ou se terminer par les mécanismes de



terminaison, L'oxydation des acides gras
mono- ou polyinsaturés conduit & de
nombreux hydroperoxydes dus aux dif-

Figure 1 Mécanisme d’oxydaticn des lipides par
la vole classique des radicaux libres

Etape d'initiation:
Catalyseur
RH + O - R: + .Q0H
Calalyseur
RH. - R +-H
Elape de propagation:
R- + 02 - ROT
RO» +RH - RO:H + R
Etfape de terminaison
R + R - R—R
ROz + R. - RO;R
Abréviations;

RH- Lipide insaturé
R- Radical d'un lipide
ROz Radical d'un peroxylipide

Figure 2  Mécanisme d'oxydation des lipides par voie
photochimique salon Hamilton (26)
Type !
hy
'Sens —  'Sens® —’Sens*
Sens® + X(accepteur} —  [Intermédiaire 1)
fintermédiaire 1]  + %0, —  'Sens+ X0,
Type if
3gens*  + 0, - 0, o+ 'Sens
0+ RH ROOH

Abréviations

Sens Photosensibiliseur A I'état fondamental
'Sens’ Photosensibiliseur oxcité a I'éiat singulet
Sens” Photosensibiliseur excité a I'atat triplat
‘0,* Oxygéne excité 4 |'état singuiet

*0, Oxygéne & I'état triplet

X0, Peroxyde

RH Lipide

ROOH Hydroperoxyde

Figure 3 Mécanismes de dégradation des hydroperoxydes en
Idshydes, alcools st céty selon Hamilton (26)

. RH! , R.l l

R"T:HR'+ Re R'CR'+ ROH R"tﬂ':R' +RH  R'CHO+R%
I
OH 0

+RO'l

Alcocls Cétores Aldéhydes
Abréviations:
R'R"CHOOH Hydroperoxylipide
R'R"CHO- Radical alcoxylipide
RO Radical alcoxyle
R- Radical alkyle
OM Radical hydroxyle

férents radicaux allyligues mésomeéres et
aux diverses configurations cis-trans
possibles.

La photooxydation se déroule en
présence de lumiére et de photosensibili-
seurs (Sens) tels que la riboflavine, les
métaux lourds etc.. On connait deux ty-
pes de photooxydations. Le photosensi-
biliseur & I‘état fondamental ('Sens) ab-
sorbe de 'énergie provenant de radiati-
ons des domaines visibie ou ultraviolet et
est converti en un état excité singulet
('Sens™) puis passe par un état triplet
(3Sens*) en retournant a [‘état fondamen-
tal (émission de fluorescence). Selon le
mécanime du type |, le photosensibiliseur
a|'état triplet peut réagir avec un substrat
X {accepteur) pour former un radical ocu
un ion radical (Intermédiaire 1) qui réagit
avec de l'oxygéne a l‘état triplet pour
former des produits d‘oxydation (XO,).
Selon le mécanisme du type I, le sensibi-
liseur & ['état triplet réagit avec I‘'oxygéne
triplet pour former un oxygéne singulet
qui réagit avec les lipides (RH) pour for-
mer des hydroperoxydes (ROOH). Certai-
nes molécules peuvent prévenir les réac-
tions du type Il en réagissant plus vite
avec |'oxygéne singulet que les lipides.
Avec l‘acide linoléigue, on sait que
l‘'oxygéne singulet réagit 1500 fois plus
vite que I'oxygéne triplet et directement
sur les double liaisons en les déplagant
{réactions éne) pour former des hydro-
peroxydes allyliques.

Les nombreux hydroperoxydes formés
selon les mécanimes réactionnels préci-
tés sont des produits sans flaveurs, meé-
tastables qui sont décomposés en radi-
caux alcoxyls puis en produlits secondai-
res de l‘oxydation des lipides tels que des
composés carbonylés, des hydrocarbu-
res, des cétones etc. responsables, eux,
de la détérioration des flaveurs des pro-
duits laitiers. La figures 3 présente les
mécanismes simplifiés de la formation
des produits d‘oxydation secondaires
{aldéhydes, alcools et cétones) a partir
des produits d‘oxydation primaires (hy-
droperoxydes).

Période d'induction

Les réactions d‘oxydation dans les ali-
ments passent en général par une pre-
miére phase appelé phase d‘induction
durant laquelle les vitesses des réactions
d'oxydation se déroulent a une vitesse
uniforme et lente puis par une deuxiéme
phase durant laquelle ces vitesses
s'accélérent fortement. Le point
d'inflexion entre les deux phases consti-
tue une mesure de la qualité d*un aliment
(41). Différents facteurs, tels que la
présence d‘antioxydants naturels ou
ajoutés ou certains processus technolo-
giques comme le chauffage ou
I'homogénéisation permettent d‘aug-
menter la durée de la période d'induction.

Provenance des produits
d'oxydation secondaires
des lipides des produits
laitiers

Dans le lait, les phospholipides des mem-
branes des globules gras sont générale-
ment considérés comme les précurseurs
de |'autooxydation {30, 31). Les acides
gras insaturés des glycérides sont oxy-
dés par |a suite. Les produits formés lors
de l‘'oxydation sont dépendant de lacom-
position en acides gras insaturés des lipi-
des {43). Les lipides du lait contiennent
environ 28 - 48 % d*acides gras insaturés
dont plus de 95 % sont représentés par
les acides oléique (21.1 - 30.5 %),
linoléique (2.1 - 7.7 %) et linclénigue (en-
viron 1.3 - 3-4 %) (53). Le nombre, la
position et la configuration des double
liaisons de ces acides gras insaturés in-
fluencent les vitesses d‘autooxydation
(26, 31). Les vitesses d‘oxydation relati-
ves pour les acides arachidonique, linolé-
nique, linoléique et olélque se situent
dans un rapport approximatif de
40:20:10:1 (31). Les double liaisons con-
juguées sont plus réactives que les non-
conjuguées et celles en configuration cis
sont plus réactives que celles en configu-
ration trans (31). Le tableau 1 présenteles
principaux produits d'oxydation secon-
daires des lipides du lait et leurs précur-
seurs selon divers auteurs.

On constate que les produits carbonylés
sont les plus représentatifs de |‘oxydation
et quils appartiennent a quatre classes
de composés, les n-alcanals, les 2-al-
cénals, les 2,4- alcadiénals et les 2-alca-
nones (31). Badings (48) a analysé les
produits obtenus par autooxydation des
acides oléique, linoléique, linolénique et
arachidonigue purs. Aprés analyse d‘un
beurre ayant une flaveur de poisson, cet
auteur note la bonne concordance entre
les produits formés par autocoxydation
des acides purs et du beurre. Selon Forss
{46), les aldéhydes a chaine linéaire con-
stituent les produits d‘oxydation les plus
importants alors que ceux a chaine rami-
fiée sont formés par dégradation des aci-
des aminés.

Quant aux composés 2-cétoniques, ils
peuvent provenir de la décarboxylation
des acides B-cétoniques. Stark et Forss
(44) ont rapporté que le octa-1-éne-3-
one est responsable de la flaveur métalli-
que. Selon Swoboda et Peers (45), cette
flaveur est typiquement due a la présence
de vinyl cétones. Ces derniers auteurs
ont identifié dans I'huile de beurre une
autre vinyl cétone avec une limite de dé-
tection sensorielle de la flaveur métalli-
que encore plus basse, le octa-1-cis-5-
diéne-3-one. Selon Maga (22), les furan-
nes proviennent essertiellement des



réactions de brunissement des aliments
(22). Cependant, Chang et al. (47) ont
démontré qu‘au moins un furanne, le 2-n-
pentylfuranne peut se former par oxydati-
on de Iacide linoléique. Quant aux alca-
nes, I'éthane provient de la dégradation
oxydative de I'acide linolénique (49) et le
pentane de celle de‘acide linoléique (50).
De nombreuses autres flaveurs peuvent
se former lors de processus technolo-
gigues comme par exemple des lactones
qui sont produites lors du chauffage de la
MG laitiere (56).

Tableau 1

Méthodes de dosage des
produits d'oxydation des
lipides

Pour doser des produits d‘oxydation des
lipides, on a a disposition de nombreuses
méthodes, signalées et critiquées dans
des ouvrages (2, 3, 5, 28, 29) et des
revues de littérature {39, 40). On peut
doser le substrat (oxygéne), les produits
d‘oxydation primaires (radicaux, hydro-
peroxydes, etc.) et secondaires {(aldéhy-

des, cétones etc.) des lipides oxydés.
Ces méthodes sont utilisées pour déter-
miner |‘état d‘oxydation des lipides et
pour estimer leurs stabilités a I'oxydation.
Les tests de stabilité a I'oxydation sont
également traités dans ce document.

Dosage des substrats

Les lipides et |'oxygéne constituent les
deux substrats nécessaires a |'oydation.

Provenance des principaux produits d’oxydation secondaires des lipides du lait selon divers auteurs

Précurseurs

Produits d’oxydation secondaires

Références

Acide oléique

Alcanals: heptanal, octanai”, nonanal”, décanal
Alcénals: 2-t-décénal”, 2-t-undécénai”

Badings (48)

Acide linoléique

Alcanals. pentanal”, hexanal”, heptanal, octanal
Alcénals: 2-t-hepténal®, 2-t-octénal”, 2-c-octénal”, 2-t-nonénal®, 2-c-décénal”,

3-+t-nonénal®, 3-c-nonénal”
Alcadiénals: 24, 4-t-nonadiénal, 2-, 4-t-décadiénal”, 24, 4-c-décadiénal”

Autras composés: vinyl amyl cétone

" vinyl amyl carbinol”

Badings {48)

Acide linolénique

Alcanals: éthanal’, propanal”’, hexanal
Alcénals: 2-t-buténal”, 2-1-penténal”, 2-cpenténal”, 2-t-hexénal”, 2-t-hepténal”,

3-t-hexénal™ 3-c-hexénal”
Alcadignals: 2-t, 44-heptadiénal”, 2+, 4-c-heptadiénal”, 2-t, S-c-octadiénal®,
x-¢, y-c-nonadiénal”, 2, 8-c-nonadiénal”

Alcatriénals: 2,4,7-décatriénal (2 isoméres cis-trans)
Autres composeés: vinyl éthyl cétone, 3,5-octadigne-2-one

Badings (48)

Acide
arachidonique

Alcanals. pentanal”, hexanal”
Alcénals: 2--hepténal”, 2-4-octénal”, 2-c-octénal™, 3-c-nonénal”, 4-c-décénal

Alcadiénals: 2-, 4-\-décadiénal”, 2+, 4-c-décadiénal”
Alcatriénais: deux 2,4 x-tridécatriénals” (x>6, possible cis-trans isoméres)
Autres composés: 3-octéne-2-one”, vinyl éthyl cétone”, 3,5-undécadiéne-2-one”,

vinyl amy! carbinol

Badings (48)

Beurre avec flaveur Alcanals: 3-méthyibutanal®, pentanal, hexanal”, heptanal®, octanal®, nonanal?,
décanal, undécanal, dodécanal
Alcénals; 2-t-penténal, 2-t-hexénal, 2-t-hepténal, 2-t-octénal, 2-t-nonénal?,

de poisson

2-t-décénal, 2-t-undécénal, 4-t-hepténal, 4-c-hepténal
Alcadiénals. 2-t, 4-t-heptadiénal, 2-t, 4-c-heptadiénal, 2-t, 4-t- nonadiénal,
2-t, 6-4-nonadiénal, 2-t, 6-c-nonadiénal, 2-t, 4-t-décadiénal,

2-t, 4-c-décadiénal, 2-t, 4-t-undécadiénal, 2,x-octadiénal {x>4)
Alcatriénals: 2-t, 4-t, 6-t-nonatriénal + un isomére cis-trans, deux isoméres cis-trans

du 2,4,7-décatriénal

Alcanones: 2-heptanone®, 2-nonanone?, 2-undécanone

2}

Badings (48)

Cétones insaturées: vinyl éthyl célone®, vinyl amyl cétone, 3,5-octadidne-2-one
(2 isoméres cis-trans), 3,5-undécadiéne-2-one
Autres composés: benzalidéhyde, vinyl amyl carbinol

Suite du tableau 1

Acide linoléique Composés en concentrations > 100 ug/g: Pentane™, hexanal, 2--hepténal, Prior et Loliger (29)
2-c-gcténal, 2-t-octénal, 2-t-4-c-décadiénal, 2-t-4-t-décadiénal
Acide linoléique 2-n-pentylfuranne Chang et al. (47)
Acide polyénique  Octa-1-éne-3-one Stark et Forss (44)
n-3)
Acide polyénique  Octa-1-cis-5-diéne-3-one Swoboda et Peers
(n-6) (45)
Acide linclénique  Ethane Grosch (49), Loliger
(50}, Pitkdnen et al.
(51}
Acide linoléique Pentane Farr et al. (54}, Burri

et al. (55), Léliger
(50), Pitkanen et al.
(51)

TComposés théoriquement possible

3 Composés présents mais en faibles quantités
A Composé non quantifié mais facilement mesurable



La diminution des teneurs en acides gras
insatures  liégs au glycéerol ou
I'augmentation de celles des acides gras
libres mono- ou dicarboxyliques & nom-
bre de carbones pairs ou impairs formés
lors de lautooxydation {(62) pourraient
constituer des critéres de [‘état
d‘oxydation des lipides. Cependant, les
flaveurs d‘oxydation sont détectées a
des concentrations trés  basses
{< 0,00002 %) (29) et les précisions des
méthodes d‘analyse de la composition en
acides gras des lipides et des acides gras
libres sont malheureusement insuffisan-
tes (respectivement 0,1-0,5 % (29) et 5-
10 % (57) pour prouver de maniére sigr. -
ficative de si faibles différences de con-
centrations. Quant au dosage de
l‘'oxygéne, il peut étre effectué par chro-
matographie gaz-solide (colonne de ta-
mis moléculaire} & Iaide d'un détec*eur a
conductibilité thermique (58). Le plus
souvent, toutefois, on mesure le parama-
gnétisme particuliérement éievé de cet
élement, ou I'oxygéne diffusant & travers
une membrane par polarographie, ou le
potentiel de Nernst que génére une élec-
trode & électrolyte solide (58). Léliger (50)
utilise un détecteur paramagnétigue qui
sert simultanément a |‘échantillonnage
pour d'autres constituants de I'espace de
téte. L'oxygéne dissous dans le lait peut
donner des indications sur
l'‘autooxydation du lait durant les pre-
miers temps aprés la traite ou aprés les
processus de traitements technolo-
giques (59-61).

Dosage des produits
d'oxydation primaires

Pour la détermination des produits
d'oxydation primaires, on fait surtout ap-
pel aux déterminations des radicaux
libres par résonance paramagnétique
électronique (RPE), des peroxydes par
iodomeétrie (indice de peroxyde), a des
dosages par spectrophotométrie (indice
de peroxyde, dosage des diénes conju-
gués, mesures de la fluorescence et dela
chimiluminescence) et par chromatogra-
phie (HPLC, GC, GC-MS),

Posage des radicaux par résonance

paramagnétique électronique (RPE)

La technique RPE permet de mesurer les
radicaux de faible durée de vie formés
durant I'oxydation lipidique. On peut ainsi
&lucider les structures chimiques des ra-
dicaux dans le but de comprendre les
meécanismes des réactions d'oxydation
et d'antioxydation. Cette technique est
habituellement utilisée pour suivre la dé-
térioration oxydative et déterminer la sta-
bilité a I'oxydation des lipides. Prior et
Léliger (29) ont corrélé la progression du

signal RPE mesuré semi-quantitative-
ment durant I'entreposage de farine
d‘avoine {non traitée, chauffée sous pres-
sion et rotie) en relation avec les teneurs
en pentane mesurés dans |‘espace de
téte des emballages. L'intensité du signal
RPE de la farine rdtie augmente forte-
ment aprés une certaine durée
d‘entreposage et plus ou moins paralléle-
ment & la concentration en pentane. Pour
I'étude des antioxydants, on les ajoute
habitueliement en concentrations relati-
vement élevées (63, 64, 65) et on mesure
les radicaux des antioxydants formés
aprés réaction avec les alkylperoxyls.
Sascetta et al. (64) ont employé cette
technigque pour |'étude du réle des vitarni-
nes E et C dans le processus d‘oxydation
dans une membrane modele. Le signal
RPE du radical tocophéroxyl disparait
complétement en présence de vitamine
C. Lambelet et Léliger (65) ont mesuré la
stabilité a I'oxydation de graisses de pou-
lets additionnées de a-, -, y- et 8- toco-
phérols. Les radicaux o- tocophéroxyls
sont formés en concentrations relative-
ment élevées mais ont une durée de vie
plus courte que les autres isoméres qui
sont formés en concentrations plus fai-
bles. Le pouveir antioxydant des toco-
phérols se situe dans le rapport relatif o <
B =y < 8. Récemment, Prior et Lambelet
(66, communication personnelle) ont sui-
vidurant plus d‘une annnée I'évolution de
I'oxydation sous conditions accélérées
(réduction de I'activité de I'eau, augmen-
tation de la teneur en oxygéne dans
l‘'espace de téte, exposition au rayonne-
ment UV) dans des poudres de lait enri-
chis en MG conservés dans des emballa-
ges en fer blanc ou en verre. L'oxydation
a été suivie par analyse de l'‘oxygéne
résiduel, des alcanes (éthane et pentane)
et des radicaux. Selon ces auteurs, la
radiation UV accélére le plus fortement
l'oxydation (Période d'étude: 2-3 mois)
mais n‘est cependant pas applicable & la
détermination de la stabilité & I'oxydation
en raison d‘un mécanisme réactionnel
différent. Dans tous les cas, I‘analyse des
radicaux a permis une détermination plus
précoce de l'‘oxydation que celle des
constituants de I'espace de téte,

Détermination

de l'indice de peroxyde (IP)

L'IP? est la méthode la plus frequemment
employée pour le dosage des produits
d‘oxydation primaires contenus dans les
huiles et les graisses. Dans les produits
laitiers, les dosages sont généralement
effectués sur la graisse anhydre extraite
(68, 69} mais rarement directement sur
les produits bruts {70, 84). Les solvants
d‘extraction doivent étre exempts de per-
oxydes, I'extraction doit étre effectuée
sous lumiére réduite {'extraction a la lu-
miére naturelle peut doubler les valeurs

de I'IP (68)) et on utilise parfois des
mélanges désémulsifiants (67, 68, 69)
pour obtenir un meilleur taux d*extraction
des lipides dans des produits tels que les
laits, poudres de lait, crémes, etc. Il faut
savoir que les diverses méthodes réper-
toriées sont hautement empiriques et
toute modification de la procédure peut
donner des résultats analytiques dif-
férents. Pour obtenir des valeurs répéta-
bles, des facteurs tels que la pesée de
MG, les concentrations en réactifs ainsi
que la température et les temps de réac-
tion doivent étre optimisés. Dés lors, la
méthode appliguée doit toujours étre in-
diguée. Les résultats d‘analyse sont ha-
bituellement exprirnés en milliéquivalents
d‘oxygéne ou de peroxyde par kg de MG.
On distingue trois groupes de méthodes
basées sur 'oxydation par les peroxydes
du iodure, du fer [l ou du 1,5-diphénylhy-
drazide. Le tableau 2 présente les princi-
pales méthodes de dosage de ['IP.

Pour le dosage des peroxydes par iodo-
métrie, la MG est le plus souvent dissoute
dans un mélange d‘acide acétique glacial
et de chloroforme auquel on a additionné
du iodure de potassium. Le iode libéré
par les peroxydes des lipides est titré par
du thiosulfate de sodium. La consomma-
tion du iodure par les doubles lizisons et
le iode libéré par |'oxygéne dissous con-
stituent les deux principales sources
d‘erreur de cette méthode. La méthode
proposée en 1931 par Lea (72) est & la
base du mode opératoire iodométrique.
Cet auteur propose de chauffer les lipides
dans un mélange de chloroforme et
d‘acide acétique glacial 1 + 2 (V/V) en
présence de iodure de potassium solide.
L*‘oxydation du iodure et des lipides par
I‘'oxygéne de I‘air avant le chauffage est
prévenue par ringage préalable du tube

.d'essai avec de |'azote et celle durant le

chauffage par la pression de vapeur des
solvants dans |'espace de téte. Aprés
refroidissement, le mélange est versé
dans une solution aqueuse de iodure de
potassium et titré. Selon Wheeler (73), le
iodure solide reste non dissous et ce
mode opératoire demande donc des agi-
tations et chauffages répétés. Cet auteur
propose d‘employer un mélange de chlo-
roforme et d'acide acétique glacial 2 + 3
(VAV} qui permet une dissolution homogé-
ne des lipides et du iodure de potassium.
L'Association of Official Analytical Che-
mists (AQAC) (74} et I'American Oil Che-
mists* Society (AOCS) (75) ont standardi-
sé cette procédure qui est applicable a
toutes les graisses et huiles. D'autres au-
teurs ont proposé des modifications de
cette méthode. Timmen (76) effectue un
titrage a lumiére indirecte sous azote ou
gaz carbonique. Sully (¥7) propose une
procédure modifiée. Le mélange de sol-
vants {chloroforme et acide acétique gla-
cial 1 + 1 (V/V)) est d'abord désaéré par



chauffage a la température d'ébullition en
présence de iodure de potassium comme
précontréle d‘une oxydation éventuelle.
Aprés addition de la MG a chaud, on
effectue la réaction a |‘ébullition et le titra-
ge a froid aprés addition d'eau et refroi-
dissement. La Deutsche Gesellschaft fiir
Fettwissenschaft (DGF) (78) a standardi-
sé le dosage des peroxydes selon les
procédures de Wheeler (73) et de Sully
(77). Swoboda et Lea (79) effectuent une
détermination colorimétriqgue des com-
plexes de iodure de cadmium et de iode-
amidon obtenus par réaction du iode li-
béré avec de I'acétate de cadmium ou de
I‘amidon. Pour abaisser la limite de dé-
tection du dosage des peroxydes, Fiedler
(80) détermine le iode libéré par réduction
sur une électrode de platine maintenue a
un potentiel constant. Cette modification
permet de mesurer des valeurs d'IP se
situant entre 0,06 et 20 méguivalents de
peroxydes par kg de MG. Récemment,
Hara et Totani (81) ont mis au point un
titrage potentiométrique qui permet de
mesurer I'IP a partir de faibles quantités
de lipides (210 mg). La limite de détection
de cette méthode est d'environ 20 na-
noéquivalents de peroxydes par kg de
MG.

Le deuxiéme groupe de méthodes est
basé sur I‘oxydation du fer (I} en fer {Ill)
par les peroxydes suivie d'un dosage
photométrigque du Fe (lIl) sous forme du
complexe rouge de thiocyanate de fer
(). Chapman et Mc Farlane (82) ont pré-
senté en 1943 une méthode de dosage
des peroxydes dans la MG de poudres de
lait entier. Cette méthode a été largement
utilisée dans les produits laitiers enraison
de la sensibilité insuffisante du mode
opératoire icdométrique pour la MG lai-
tiere (71, 84, 87). Lips et al (83) ont adapté
cette méthode pour son application a
toutes les huiles et graisses. Le dosage
est effectué dans l'acétone a env. 96 % et
sous lumiére rouge en raison de
{‘intensification de la coloration provo-
quée par la lumiére naturelle. Hills et Thiel
(84) proposent un mélange de benzéne /
CH,OH 7 + 3 (V/V) en raison de la faible
solubilité de la MG laitiére dans |'acétone
a 96 %. Ces auteurs ont appliquée leur
méthode au lait, 4 la créme, au beurre et
aux poudres de lait. Holloway (85} a testé
cette méthode et suggére de déterminer
en plus une valeur & blanc avec de la MG
pour compenser une coloration rouge
formée par des composants de I'huile de
beurre. La Fédération Internationale de

Laiterie (FIL) (86) décrit une méthode ap-
plicable & la MG déshydratée ayant un
indice de peroxyde inférieur ou égala 1,0
milliéquivalent d'oxygéne par kg de MG.
La MG anhydre est dissoute dans un
mélange de chloroforme/méthancl 7+3
V/V. La différence absolue entre les résul-
tats d'une détermination a double ne doit
pas excéder 0,05 unité.

Hamm et al. (87) ont mis au point un test
trés sensible pour la détermination de I'lP
des lipides. La MG est dissoute dans du
1,1,2,2-tétrachloréthane auquel on ajou-
te une solution de 1,5-diphénylcarbazide
{C,H,NHNHCONHNHC H ) dans l'acide
acétique. Les peroxydes et |‘oxygéne
peuvent oxyder le carbazide en 1,5-
diphényicarbazone  (C,H,N=NCONH-
NHC_H,) de couleur rouge. On mesure
Iintensité du colorant 4 565 nm. Selon
Hamm et Hammond (88), cette méthode
est plus sensible que les méthodes iod-
métrique et au thiocyanate de fer et est
appropriée au dosage des peroxydes lors
des premiéres étapes de l‘autooxydation
des graisses. Selon Gray (39), cette mé-
thode est trés empirique. Des change-
ments de I‘ordre d‘addition des réactifs,
de la température et de la durée de chauf-

Tableau 2 Principes de base des méthodes de dosage de l'indice de peroxyde selon divers auteurs

Principes de bases

Déterminations

Références

Dissolution de la MG dans un mélange de CHCIy/CH,COOH glacial 1 + 2
(V/V). Addition de Kl solide. Agitations et chauffages répétés. Le mélange
est versé dans une solution aqueuse de K| (5g/L).

lodométrique.
Indicateur: aucun

Lea (72)

Dissolution de la MG dans un mélange de CHCIly/CH;COOH glacial 2 + 3
(VIV). Addition d'une solution de Kl saturée dans I'eau.

lodométrique.
Indicateur: amidon

Wheeler (73), AQAC (74),
AOCS (75), Timmen (76),
DGF (78)

Chauffage & ébullition d’un mélange de CHCI/CH,COOH glacial 1 + 1
(VV). Addition, en maintenant I'ébullition, d'une solution aqueuse de Ki,
puis de la MG.

lodométrique.
Indicateur: amidon

Sully (77), DGF (78)

Dissolution de la MG dans un mélange de CHCI/CH,COOH glacial 2 + 3 Colorimétrique Swoboda et Lea {79)
{V/V). Désaération par un courant de CO,. Additions d'une solution du Cd(i*).

aqueuse de Kl puis d'une solution d'acétate de cadmium et centrifugation.

Alternative: Addition supplémentaire d'une solution aqueuse d'uréefamidon  du complexe l./amidon

Dissolution de la MG dans un mélange de CHCIyCH,COOH glacial 2 + 3 Potentiométrique Fiedler (80}

{(V/V). Addition d'une solution de Kl saturée dans I'eau.

Dissolution de la MG dans un mélange de CHCI/CH;COOH glacial 2 + 3 Potentiométrique Hara et Totani (81)

(V/V). Désaération par un courant d'azote ou par du CO.. Addition d'une
solution de Kl saturée dans I'eau.

Extraction & chaud de poudres de lait dans 'acétone anhydre, fitration.
Addition de [Fe{NH,).] (S0.), et de NH,SCN dans un mélange d'acétone
4 96 %. Réaction a chaud.

Colorimétrique du
Fe[(SCN))*

Chapman et Mc Farlane
(82)

Dissolution & chaud de ia MG dans I'acétone anhydre. Addition d'une

solution de [Fe(NH,):] (S0.); et de NH;SCN dans un mélange d'acétone & 96

%. Réaction & chaud.

Colorimétrique du
Fe[(SCN)s)*

Lips et al. (83)

Dissolution de la MG dans un méiange de benzéne/CH;0H 7 + 3 (VIV).
Additions de solutions agueuses de NH,SCN puis de FeCl,. Réaction &
chaud.

Colorimétrique du
Fe[(SCN)s}*

Hills ot Thiel (84)
Holloway (85)

Dissolution de la MG dans un mélange de CHCI/CH,0H anhydre 7 + 3

Colorimétrique du

FIL (86)

(VIV). Additions de solutions agueuses de NH,SCN puis de FeCl,. Fe[{SCN)]*
Dissolution de ta MG dans du 1,1,2,2-tétrachloréthane. Addition de 1,5- Colorimétrique de la Hamm et al. (87), Hamm et
diphénylcarbazide dang CH,COOH. diphénylcarbazone Hammond (88)

Abréviations: AOAC: Association of Official Analytical Chemists;

DGF:. Deutsche Gesellschaft fir Fettwissenschaft

AQCS: American Qil Chemists’ Society



fage, de la concentration en acide acé-
tique et de la polarité des solvants modi-
fient les résultats analytiques.

D'une maniére générale, I'lP peut étre
considéré comme un bon indicateur de
I‘'oxydation des lipides, surtout durant la
période d'induction de l'autooxydation.
La corrélation entre les valeurs de I'IP et
les flaveurs d'oxydation ne sont toutefois
pas toujours significatives en raison de la
formation et décomposition simultanées
des peroxydes (40, 71).

Dosages spectrophotométriques
Dosage des diénes conjugués
L‘oxydation des acides gras polyinsatu-
rés des glycérides conduit a la formation
d‘hydroperoxydes constitués de groupes
diéniques conjugués (-CH=CH-CH2-
CH=CH- — -CH{OOH)CH=CHCH=CH-)
qui ont une forte absorption 4234 nm (e =
26000). Cette méthode est trés répandue
pour contrdler la qualité des lipides lors
du blanchiment d‘huiles végétales,
procédé qui conduit a la formation de
diénes, trienes et tétraénes absorbant
respectivement 8 234, 274 et 392 nm, Les
diénes conjugués sont habituellement
mesurés en dissolvant ies lipides dans
des solvants apolaires par rapport 4 une
solution d'ester méthyligue de I'acide
palmitique pour éliminer les interférences
de divers groupes fonctionnels {carboxy-
liques, ester et éthyléne} qui se présen-
tent sous forme d‘épaule et réduisent la
sensibilité de [a méthode (29), Cette mé-
thode a été appréciée par divers auteurs.
Farmer et Sutton (89) indigquent que
I‘absorption UV augmente proportionnel-
lement & la consommation d'oxygéne et a
la formation de peroxydes dans les pre-
miéres étapes d‘oxydation. Privett et
Blank (90) ont démontré que le plateau de
la courbe UV (Absorption UV en fonction
du temps d'oxydation) se situe toujours
juste avant la fin de la période
d‘induction. St Angelo et al. (91) ont em-
ployé cette méthode pour déterminer la
stabilité a I'oxydation de beurres
d'arachide. Selon ces auteurs, la métho-
de des dienes conjugués est plus préci-
se, plus rapide et plus simple que I‘IP,
Yanishlieva et Popov (92) proposent des
valeurs d'extinction limites & 232 nm pour
caractériser la qualité d'huiles végétales
en fonction du degré d'insaturation. Sion
veut utiliser ces valeurs tabulaires, on doit
cependant tenir compte de [a compositi-
on en acides gras insaturés des lipides.
Brown et Snyder (23) ont tenté d‘identifier
diverses fractions de dieénes conjugués
d'huiles de soja séparées par HPLC.
Atramentova (94) affirme que I‘analyse
des diénes est rapide et précise pour la
détermination de la stabilité a I‘oxydation
des lipides du lait. Parr et Swoboda (95}
ont décrit une procédure pour déterminer
I'oxydation dans les aliments entreposés.

Les hydroperoxydes des acides gras po-
lyéniques et leurs dérivés hydroxylés et
carbonylés sont convertis en chromo-
phores pluriconjugués par réduction
avec du borhydrure de sodium et déshy-
dratation. Les résultats de ces «Conju-
gable Oxidation Products (COP)» sont
exprimés sous la forme d'indices de
COP. Laréduction avec du borhydrure de
sodium fait disparaitre I'absorption UV &
275 nm due aux composés carbonylés
des acides gras polyéniques oxydés
{oxodiénes). La disparition de cette ab-
sorption est appelée la valeur oxodiéne.
Cette méthode permet de distinguer en-
tre les produits d'oxydation provenant
des acides diéniques de ceux provenant
des acides polyéniques plus insaturés
(Rapport COP). Divers auteurs concluent
que la quantification des diénes conju-
gués ne peut étre utilisée comme une
mesure absolue de I'oxydation des lipi-
des. Selon Nawar (13), l‘ampleur de
l‘augmentation de I'absorption UV n‘est
pas toujours liée au degré d‘oxydation
sauf dans les premiéres étapes du pro-
cessus d‘oxydation. Holman et Burr {96)
et Cerny (12) estiment que cette méthode
ne peut étre employée que si la composi-
tion en acides gras des lipides mesurés
est connue. Selon Prior et Liliger (29),
tous les hydroperoxydes n‘ont pas des
diénes conjugués (par exemple les hy-
droperoxydes de l'acide oléique). On
trouve également des diénes dans des
alcools lipidiques et des acides grasinsa-
turés. Bien que cette méthode soit simple
et donne rapidement une indication sur
I'étendue de [‘oxydation, ces auteurs re-
commandent des méthodes plus spéci-
fiques et plus sensibles.

Dosage par mesure de Ia

fluorescence

Récemment, on a mis au point des mé-
thodes de mesure de la filuorescence
émise aprés oxydation de substances
chimiques par les hydroperoxydes. Aka-
saka et al. (97) proposent d‘utiliser la
diphényl-1-pyrénylphosphine (DPP) qui
est oxydé par les peroxydes en DPP-
oxyde fortement fluorescent. Cette mé-
thode est environ 10°000 fois plus sensi-
ble que celle du dosage de |'|P par icdo-
métrie. Ces auteurs ont déterminé une
bonne corrélation entre les résultats ob-

tenus avec cette méthode et ceux obte-
nus par iodométrie (r = 0.9995, n = 41).
Pérez-Ruiz et al. (98) proposent une oxy-
dation de la leucophloxine en phloxine
fluorescente. Ces auteurs ont démontré
i‘applicabilité de leur méthode au dosage
des peroxydes dans des huiles et dans
des laits. Les méthodes de dosage des
peroxydes par mesure de |a fluorescence
sont connues comme étant trés sensi-
bles. Cependant, la présence
d'antioxydants peut diminuer l'intensité
de la fluorescence.

Dosage par mesure de fa
chimilurninescence (CL)

L‘oxydation des lipides est accompagné
par une émission spontanée de photons
due a une décomposition des radicaux
peroxyls et des dioxétanes (40, 99, 100).
Cette émission est une propriété pra-
tiguement universelle des substances or-
ganiques oxydées. Elle est générée par
des substances activées, engendrées
par les réactions radicalaires, qui émet-
tent des photons en retournant a I'état
fondamental. La figure 4 présente le mé-
canisme  réactionnel de [‘étape
d‘émission lumineuse proposée par
Vassil'ev (100).

Ces photons peuvent étre dénombrés 4
‘aide de photomultiplicateurs (101-103)
ou de compteurs & scintillations (104,
105). Klebanov et al. (101) ont étudié
I'oxydation des lipides des membranes
des globules gras du lait. Le flash de
luminescence a été reporté graphique-
ment et les résultats interprétés mathé-
matiqguement. Divers auteurs rapportent
des corrélations étroites entre le degré
d‘oxydation etla CL. Ces mesures ont été
effectuées dans des membranes de glo-
bules gras du lait {101), des huiles de soja
(102}, des poissons (103) et du lait et des
poudres de lait (104, 105). Dans les pou-
dres de lait, Timms et al. (104) n‘ont ce-
pendant pu détecter qu‘une trés faible
CL, juste en dessus du bruit de fond. Par
contre, les laits reconstitués émettaient
des CL facilement mesurables. Selon Pri-
or et Léliger (29), les poudres de lait de-
vraient encore étre chauffées au moins a
50° C pour obtenir un signal détectable.
Timms et Roupas {105) ont mesuré la CL
eémise par les lipides du fait entreposés a
différentes températures. La CL augmen-

Mécanisme de réaction de I'étape d’émission par

chimiluminescence selon Vassil’ev (100)

Figure 4
ROz + RO~
Cétone activé
Abréviation:
ROz : Radical d'un peroxylipide

— Cétone activé + O, + alcool

—  Cétone + lumiére (photons)



te aprés une faible diminution initiale et
est étroitement corrélé a I'oxydation dé-
terminée par des méthodes chimiques et
sensorielles. Miyazawa et al. (106) ont
développé un systéme couplé CL-HPLC
pour la détection spécifique
d'hydroperoxydes de la phosphatidyl-
choline. Ces auteurs ont employé une
solution de luminol-cytochrome ¢ com-
me réactif luminescent spécifique pour
les hydroperoxydes. La limite de détec-
tion de leur méthode est de 7 nmol
d'hydroperoxydes de phosphatidylcholi-
ne. Selon Prior et Ldliger (29), le grand
avantage de [a séparation par HPLC rési-
de dans [‘élimination de substances in-
terférentes, tels des antioxydants, qui ré-
duisent la CL. Selon divers auteurs (28,
107), le dosage de I‘oxydation par CL
constitue une méthode rapide, sensible,
qui ne demande aucun prétraitement des
échantillons mais qui comporte encore
des points faibles résidant dans la faible
émission de CL et le besoin dun ap-
pareillage sophistiqué.

Dosage des hydroperoxydes par
chromatographie

Des techniques de chromatographie li-
quide-liquide (HPLC} et gaz-liquide (GC)
ont été employées pour la séparation et le
dosage des peroxydes. Ces méthodes
ont été essentiellement utilisées dans les
tissus biclogiques et on ne connait que
peu d'applications aux lipides des den-
rées alimentaires.

Dosage par chromatographie
liguide-liquide (HPLC)

Prior et Loliger (29) décrivent deux tech-
niques HPLC développées dans leurs la-
boratoires. La technique la plus simple
est une microméthode (Quantité injectée;
ca. 4 mg de lipides) qui permet un dosage
giobal des hydroperoxydes les plus im-
portants. On dissout ies lipides dans
I'hexane et on sépare les triglycérides
oxydés des non oxydés sur une phase
normale de Nucléosil 100-3. La séparati-
on dure 10 minutes. Les hydroperoxydes
plus polaires tels que ceux des phos-
pholipides restent adsorbés sur la colon-
ne. La détection est effectuée par un dé-
tecteur UV-Vis a 234 nm. L'utilisation
d'un telle longueur d‘ondes implique
qu'on ne mesure que les diénes conju-
gués des hydroperoxydes des acides
linoléique et finolénique. Selon ces au-
teurs, cette analyse est en général suffi-
sante car on dose les hydroperoxydes les
plus représentatifs formés dans les ali-
ments oxydés. La corrélation entre les
hydroperoxydes (y) et I'IP (x) {y = 0,595x +
0; r =0,969; n = 50) dans diverses variétés
d'huiles végétales est lindaire jusqu‘a une
certaine concentration en hydroperoxy-
des. En dessus de cette concentration,
l‘augmentation de I'IP est plus forte que

celle des hydroperoxydes en raison de la
formation d'autres peroxydes. Selon ces
auteurs, cette méthode est simple, rapide
et devient de plus en plus une méthode
de routine. Pour déterminer les compo-
sés individuels, ces auteurs (29} ont dé-
veloppé une méthode HPLC pour le do-
sage des hydroperoxydes des acides
gras, des triglycérides et des phospholi-
pides sous forme d'esters éthylés
d‘acides gras hydroxylés. Les lipides
oxydés, dissous dans un mélange
d‘éthanol et d*isooctane, sont hydrolysés
en acides gras et réduits en composés
hydroxylés a 60° G (60 min) par une solu-
tion de borhydrure de scdium dans
l'isopropanol. Aprés évaporation des sol-
vants sous vide, le résidu est repris dans
I'hexane, centrifugé et le supernageant
est analysé sur phase normale selon les
conditions de laméthode précédemment
citée. Grosch signale des méthodes sem-
blables (49). Ces méthodes permettent
de séparer les isoméres géométriques
des acides gras hydroxylés. Comme pour
le dosage global, la corrélation entre les
acides gras hydroxylés (y) et I'IP (x) (y =
0,606x + 0; r = 0,997; n = 59) dans diver-
ses variétés d‘huiles végétales est linéai-
re jusqu'a une certaine concentration
d‘acides gras hydroxylés (29). La sensibi-
lité de ces méthodes peut étre améliorée
dun facteur 10-20 par purification des
acides gras hydroxylés sur colonne (29).
Cette technique de concentration est
particuliérement utile pour des aliments a
faibles teneurs en hydroperoxydes com-
me les poudres de lait. Récemment, Bor-
tolomeazzi et al. (112} ont présenté un
procédé de séparation rapide sur couche
mince des isoméres cis-trans des hydro-
xydes de l'ester méthylique de l'acide
oléique et de fractionnement sur phase
solide des isomeéres séparés. La détermi-
nation des hydroxydes des diverses frac-
tions est effectuée par HPLC et I' identifi-
cation par GC-MS. Selon Prior et Lbliger
(29), ces techniques n‘ont pas pour but
de remplacer I'IP. Les valeurs obtenues
dépendent de la composition en acides
gras des graisses. |l s‘agit plutét de me-
thodes complémentaires (peu de lipides
a disposition, intérét de connaitre les
isoméres géométriques, présence de
pigments interférant sur le dosage de
IIP). La sensibilité des analyses HPLC
peut étre améliorée par [‘utilisation de
détecteurs électrochimiques plus spéci-
fiques (29). On peut doser sélectivement
les hydroperoxydes, les dérivés hydro-
xylés et les lipides non oxydés ne don-
nant pas de signaux (108). Des détec-
tions par chimiluminescence (106) ou
fluorométriques {109} aprés réaction
avec de la diphényl-1-pyrénylphosphine
ont été publiées. Selon Prior et Léliger
{29), ces technigques HPLC sont promet-
teuses pour le dosage des produits

d‘oxydation, spécialement aux faibles te-
neurs dans lesquelles ils sont contenus
dans les aliments.

Dosage par chromatographie gas-liquide
/ spectroméirie de masse (GC/GC-MS)
Les hydroperoxydes peuvent également
étre mesurés par GC, mais cette tech-
nique demande une dérivatisation. Prior
et Léliger (29) ont développé une métho-
de de dosage des esters méthyliques des
alcools des hydroperoxydes obtenus par
réduction des hydroperoxydes en alcools
avec du borhydrure de sodium, d'une
méthylation par du chlorure d‘acétyle et
d‘une silylation de la fonction alcool. La
sensibilité peut étre améliorée par purifi-
cation des acides hydroxylés sur colonne
(29) ou en formant des pentaflucrobenzy-
lesters {110) permettant une détection
par capture d‘électrons (ECD) dans le
domaine des picogrammes. Jarvi et al.
{111) mentionnent que de faibles teneurs
en hydroperoxydes, non détectables par
des analyses d'IP, peuvent étre détermi-
nés par GC. Récemment, van Zoeren-
Grobben et al. (113} ont déterminé par
GC-MS les concentrations en acide
linoléique et en hydroperoxydes dans le
lait humain et dans des aliments pour
enfants prématurés. Ces auteurs ont uti-
lisé la concentration en hydroperoxydes
et le rapport hydroperoxydes / acide
linoléique comme indice de peroxydati-
on.

Dosage par polarographie

Des méthodes polarographiques ont été
développeés pour guantifier les peroxydes
des lipides (114). Ces méthodes
permettent de différencier entre les
structures -O-0O- et -OOH et donnent des
résultats plus précis que les méthodes
chimigues, en particulier dans des
solutions d‘hydroperoxydes impures en
raison de leur plus grande spécificité
pour les peroxydes (115). La précision de
cette technique est d'environ 5 %
(coefficient de variation) pour des lipides
ayant un IP égal ou supérieur a 5. On
obtient en général une corrélation linéaire
entre les résultats polarographiques et de
IIP durant les premiéres étapes de
I‘'oxydation. Selon Gray (39), ces
méthodes paraissent étre trés utiles pour
I'étude de la formation des peroxydss
durant les premiéres étapes de
I'oxydation mais ne sont que peu utilisées
dans l'industrie pour les contrbles de
qualité.

Dosage des oxiranes

Les oxiranes contenant une fonction
époxyde en position o sont formés durant
le processus d‘autocxydation des lipi-
des. Ces oa-époxydes sont le plus sou-
vent dosés par titrage en retour d‘un ajout
en excés d‘acide halogéné et la teneur en



oxiranes est calculée en fonction de
I'acide consommaé. La figure 5 présentele
mécanisme réactionnel.

La méthode de titrage des oxiranes par
I'acide bromhydrique a été adoptée par
I'American Qif Chemists' Society (116}
aprés un essai collaboraiif effectué au-
prés de 5 laboratoires (117}. Selon Gray
(39),cette méthode est considérée com-
me particuliérement utile pour la détermi-
nation des époxydes dans les graisses
chauffées contenant environ 0.1 g
d‘oxiranes / 100 g. Selon Nawar {13), ce
dosage est peu sensible et mangue de
spécificité. Les acides halogénés peu-
vent aussi réagir avec des produits car-
bonylés «, B- insaturés et des diénols
conjugueés et les époxydes en configura-
tion trans ne réagissent pas quantitative-
ment. Une méthode colorimétrique, ba-
sée sur la réaction des oxiranes avec de
I‘acide picrigue semble étre plus sensible
et moins sujette a ces interférences (118,
119). ’

Autres types de dosage

Les peroxydes des lipides peuvent étre
mesurés par des méthodes indirectes en
dosant leurs produits de décomposition.
Ulberth et Rubicek (120) proposent de
décomposer les peroxydes par chauffa-
ge des lipides sous gazinerte (N,) dans un
tube fermé a 130° C pendant 30 min. Les
composeés volatils générés {pentane, he-
xanal et trans-2-hepténal) sont quantifiés
par GC dans ‘'espace de téte. La répéta-
bilité (coefficient de variation) de cette
méthode est <7%. Frankel et al. (168)
rapportent des essais de décompasition
thermique des hydroperoxydes placés
directement dans l‘injecteur du GC-MS.
D autres méthodes de dosage des pro-
duits d‘oxydation primaires ont été appli-
quées, telles la spectrophotornétrie infra-
rouge basée sur I'apparition,
l'augmentation et la disparition de ban-
des dues aux peroxydes, aux radicaux, a
des polymérisations et a des groupes
C=0 (121, 122) ou de l'indice de réfrac-
tion (123}. Cependant, ces méthodes ne
donnent que des indications qualitatives
sur la formation des peroxydes et ne sont
par conséquent que peu appliquées pour
le contréle de qualité des lipides.

Dosage des produits
d'oxydation secondaires

Pour le dosage des produits secondaires,
on fait surtout appe! a des dosages spec-
trophotométriques de dérivés colorés ou
a des dosages plus spécifiques par chro-
matographie.

Dosages spectrophotométriques
Dosage par le test de Kreis

Le test de Kreis {124) a été un des pre-
miers tests développé pour |'évaluation
de lI'oxydation des lipides (13, 28, 39, 40).
Le principe de la méthode repose sur la
réaction des lipides oxydés avec du phlo-
roglucinol dans |'éther diéthylique en mi-
lieu acide chlorhydrique. |l se forme un
colorant de couleur rouge qui est un pro-
duit de condensation du phloroglucinol
avec divers produits d'oxydation tels que
I'épihydrinealdéhyde  (2,3-époxypropa-
nal), I'acide malonigue et divers acétals
(125). L'intensité de la coloration peut
étre mesurée par comparaison visuelle
avec des standards de permanganate
(72). Une détermination spectrophoto-
métrique est cependant généralement
employée car elle permet de misux dif-
férencier la coloration formée par des
produits d‘oxydation de celle provenant
de certains constituants naturels des hui-
les et graisses (73). Des additifs alimen-
taires, comme la vanilline, peuvent égale-
ment interférer sur les dosages (28). En
raison du manque de spécificité de la
réaction, une faible coloration rose ne
constitue pas necessairement une preu-
ve de la présence de produits
d‘oxydation. Cette méthode a été stan-
dardisée comme Standard britanique
(1286). Selon Brown et Thurston (127), ce
test présente les avantages d'étre rapide
et de donner des indications sur une oxy-
dation naissante. Selon Gray (39), il est
difficilement reproductible et ne consti-
tue pas toujours la preuve d‘une oxydati-
on.

Dosage par le test a I'anisidine (TA)

La premigre méthode a été développée
par Holm et al. (128) pour le dosage des
aldéhydes produits par oxydation des li-
pides. Le principe de cette méthode re-

Figure 5 Mécanisme de réaction des oxiranes avec l'acide
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pose sur la réaction des aidéhydes avec
de l‘acétate de benzidine (128). Cette
rméthode a été critiquée en raison du ca-
ractére cancérigéne de la benzidine. Ce
réactif a été remplaceé par de |a p-anisidi-
ne (129, 130). Pour le dosage, on dissout
habituellement la MG dans |'isooctane cu
I'hexane et on y additionne une solution
de p-anisidine dans |'acide acétigue gla-
cial (132). Lintensité du colorant jaunétre
formé est mesurée photométriquement a
350 nm. Il est important que les échantil-
lons et les réactifs scient anhydres. Des
traces d'eau éventuellement présentes
dans |‘acide acétique glacial peuvent étre
éliminées par addition d‘anhydride acé-
tique. Ce test mesure lateneur en aldéhy-
des présents dans une graisse, principa-
lement des 2-alcénals. Le maximum
d‘absorption et I'intensité de la coloration
peuvent varier en fonction de la structure
des aldéhydes. Le maximum
d‘absorption se déplace vers des lon-
gueurs d'ondes plus élevées & mesure
que le degré dinsaturation des aldéhy-
des augmente et le coefficient
d‘extinction molaire est pius élevé si les
aldéhydes sont constitués d‘une double
liaison conjuguée & la liaison carbonyle
(diénals) (13). Ce test a été standardisé
par |' International Union of Pure and Ap-
plied Chemistry ((UPAC) (131). Pour les
lipides du lait, Sattar et al. {133) ont trouvé
le TA insatisfaisant pour suivre la détério-
ration oxydative alors que Timms et
Roupas (105) l‘'ont utilisé avec succés
pour évaluer |a stabilité a I"oxydation du-
rant 'entreposage. Selon Rossell (28), le
TA est particulierement utile pour des
huiles fortement endommagées comme
des huiles de friture ou pour la détermina-
tion de la valeur totox {IP + 2 TA) (28).

Dosage par le test a lacide
thiobarbiturique (TATB})

En 1944, Kohn et Liversedge (134) ont
observé qu‘il se développait une colorati-
on rose lors de lincubation aérobique de
tissus d‘animaux en présence d‘ATB.
Bernheim et al. (135) ont trouvé que cette
coloration provenait d'un complexe for-
mé entre des produits d‘oxydation des
lipides insaturés et I'ATB. Dés lors, cette
réaction a fait I'‘objet de nombreuses étu-
des. Selon divers auteurs (136-138), il
apparait que |'aldéhyde malonique, un
produit de I'oxydation des lipides, soit le
réactif principal de la réaction avec I'ATB.
Selon Gray (39), rien ne permet d‘affirmer
que l‘aldéhyde malonique soit présent
dans tous les systémes oxydés. Dahle et
al. (139) ont proposé un mécanisme hy-
pothétigue suivant lequel seuls les acides
gras comportant au moins trois double
liaisons pourraient former de |'aldéhyde
malonique. Selon d‘autres auteurs (140-
142), d'autres substances telles que des
aldéhydes o, - insaturés {p. ex. des 4-



hydroxyalcénals) et divers précurseurs
non volatils non identifiés de ces sub-
stances peuvent également développer
des colorations avec I'ATB. Les aldéhy-
des o, - insaturés ont toutefois un coef-
ficient d'extinction molaire environ 1000
fois plus petit que celui du colorant formé
avec l‘aldéhyde malonique (143). Selon
Sinnhuber et al. {136), le cclorant est un
produit de condensation constitué de
deux melécules d‘ATB et d*une molécule
d‘aldéhyde malonigue. Yu et al. (144) ont
récemment confirmé cette structure chi-
migue en utilisant un équipement moder-
ne (spectrométrie de masse, spectromé-
trie infrarouge avec transformation de
Fourrier et chomatographie liquide-liqui-
de). Lafigure 6 présente le mécanisme de
réaction de I'ATB avec I‘aidéhyde malo-
nigue selon Sinnhuber et al. (136).

De nombreuses méthodes ont été pu-
bliées en raison surtout de la corrélation
incertaine entre les résultats analytiques
et les flaveurs d‘oxydation. Hoyland and
Taylor {145) et Ward (146) ont publié res-
pectivernent en 1985 et 1991 des revues
bibliographiques sur ce test. Selon Hoy-
land et Taylor (145), les méthodes pu-
bliées peuvent étre subdivisés en quatre
groupes suivant la matrice sur laquelle le
dosage est effectué. Les analyses peu-
vent étre effectuées sur I'échantillon
entier (147, 148}, sur un extrait aqueux ou
acide (140, 149), sur un distillat a la va-
peur d'eau (132, 150) ou sur un extrait
lipidique (151, 152). Les méthodes de
dosage sur I'échantillon entier présentent
l'avantage de pouvoir déterminer des
produits d‘oxydation qu‘on ne peut pas
doser avec les autres méthodes. Cette
technique demande cependant plus de
temps car on doit le plus souvent effectu-
er plusieurs extractions du pigment. (28,
145). Dunkley et Jennings (149) ont publié
en 1951 une méthode adaptée au lait.
Aprés chauffage d‘un mélange de lait et
d'ATB, on extrait le colorant par un
mélange d‘alcool isoamylique / pyridine
2 + 1 (V/V). L'intensité de la coloration est
mesurée a 535 nm. Sidwell et al. (153)
effectuent une détermination en milieu
acide. King {154) élimine I‘alcool isoamy-
lique et la pyridine en effectuant le TATB
sur un extrait aqueux et acidifié. Ces au-
teurs proposent une précipitation des
protéines et des lipides du lait avec de
l‘acide trichloracétique en présence
d‘alcool suivi d*une filtration. Le TATB est
effectué sur le filtrat. Les méthodes de
Dunkley et Jennings {149) et King (154)
ont été intensivement utilisées pour
I'étude de l'oxydation des lipides des
produits laitiers. (71, 155, 156). Quant aux
méthodes de distillation, elles présentent
I'avantage de réduire les interférences,
d‘étre rapide, de donner des résultats
répétables et d'étre applicables atous les
aliments (145). Rossell {28) préfére la mé-

thode publiée dans le «Pearson’s Chemi-
cal Analysis of Foods» (132). L'aliment est
d‘abord macéré dans l'‘eau. Aprés ad-
jonction d‘acide chlorhydrique et d‘un
antimousse, le mélange est distillé. Une
partie aliquote du distillat est mise en
réaction avec de [‘acide thiobarbiturique
dans l‘acide acétique glacial. Il se forme
un colorant rouge qui est mesuré a 538
nm. Les résultats sont exprimés en mg
d‘aldéhyde malonigue par kg
déchantillon. Hoyland et Taylor (150)
propose une méthode de distillation rapi-
de permettant une réduction significative
de la durée d‘analyse par rapport aux
autres méthodes de distillation existan-
tes. En ce qui concerne les analyses ef-
fectuées sur les lipides extraits, Pikul et
al. {152} recommandent particuliérement
cette technique pour I'étude de lipides de
compositions différentes. Divers auteurs
{157, 158) ont développé des méthodes
de dosage spécifique de l'aldéhyde ma-
lonique par chromatographie liquide-li-
quide. Cependant, ces méthodes don-
nent de mauvaises corrélations avec les
flaveurs d‘oxydation en raison d'un seul
composé déterminé {145).

La détermination des colorants par spec-
trophotométrie permet de réduire diver-
ses interférences et de distinguer entre
différents groupes d‘aldéhydes en choi-
sissant  correctement la  longueur
d'ondes. On mesure généralement la co-
ioration rose entre 530-537 nm (145).
Cependant, les réactions avec 'ATB peu-
vent produire des colorations jaunes {en-
viron 450 nm), oranges (environ 490 nm)

et roses (environ 530 nm) selon les réac-
tants et les conditions de réaction (142,
145, 159). La couleur jaune est attribuée &
la dégradation acide de I'ATB, a divers
aldéhydes aliphatiques saturés et mo-
noinsaturés ou aromatiques alors que la
couleur rose est principalement due a
des 2,4-alcadiénals et 2-alcénals (28,
145, 160). Quant aux aldéhydes o, B-
insaturés, ils donnent des colorants qui
absorbent a 535 nm (143).

Différents auteurs (145, 146) ont critiqué
le TATB en raison de nombreuses inter-
férences. La présence de cuivre et de fer
augmente de maniére marquante
l'intensité de la coloration dans la phase
organigue {141, 145, 149). L'aldéhyde
malonique peut réagir avec des protéines
et conduire & des valeurs anormalement
faibles (13). Le réactif 4 |'ATB est sensible
4 la chaleur, & l'acidité et & des agents
d‘oxydation (138, 149). Enfin, diverses
autres substances comme des lipides in-
solubles, I'urée, des sucres et des protéi-
nes oxydées peuvent également dé-
velopper des colorations (28, 134, 135,
145, 146, 161). Lillard et Day (162) ont
cependant mis en évidence des corrélati-
ons significatives entre les résultats du
TATB et les flaveurs d‘oxydation des lipi-
des du beurre. Selon Hegenauer et al.
(163), cette méthode constitue un test de
présélection rapide et bon marché mais il
ne remplace pas les méthodes sensoriel-
les. Selon la FIL (4}, le TATB a été fré-
quemment utilisé pour mesurer |'étendue
de l'oxydation des lipides du lait mais les
résultats obtenus sont parfois faiblement

Figure 6 Mécanisme de réaction de I’aldéhyde malonique avec I’acide
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corrélés avec les données organolep-
tiques. Hoyland et Taylor (145) concluent
que le TATB n'est pas applicable pour
suivre la détérioration oxydative des lipi-
des en raison de |'augmentation puis de
la diminution des wvaleurs durant
I‘entreposage alors que les tests orga-
noleptiques montrent une augmentation
continue du processus d'oxydation. Par
contre, ces auteurs estiment que ce test
est applicable comme indice d‘oxydation
et que les méthodes par distillation de-
vraient étre préférées en raison de la di-
minution des substances interférentes
gue ce processus provaque.

Détermination de

'indice de carbonyle

La détermination des composés carbo-
nylés totaux produits par dégradation
des hydroperoxydes constitue une autre
fagon de doser des produits d‘oxydation
secondaires des lipides. La méthode la
plus précise et la plus répandue est celle
proposée par Henick et al. (164). Son
principe est basé sur la formation des
2, 4-dinitrophénylhydrazones des com-
posés carbonylés en présence d‘acide
trichloracétique comme catalyseur. La
détection colorimétrique est effectuée
entre 430 et 460 nm. Cette procédure a
été cependant critiquée (13, 39, 40, 170)
en raison de la formation de nouveaux
composés carbonylés par décompositi-
on des hydroperoxydes selon les conditi-
ons expérimentales proposées. Différen-
tes procédures alternatives ont alors été
testées comme celle de Fioriti (166) qui
propecse une diminution des inter-
férences des hydroperoxydes en effectu-
ant la réaction a froid (5° C), celles de
Mizuno et Chipault (165} et Chiba et al.
(171) qui proposent des réductions des
hydroperoxydes respectivement en com-
posés non carbonylés avec du chiorure
d'étain (ll) et en alcools avec de la triphé-
nylphosphine. Cependant, la réaction &
froid est longue (20 heures) et la réduction
avec de I'étain peut provogquer la formati-
on de nouveaux composés carbonylés
(171). Quant a la réduction avec de la
triphénylphosphine, ces auteurs affir-
ment que ce réducteur et ses produits
d‘oxydation ne provoquent aucune inter-
férence et que leur technique est applica-
ble a I'étude de toutes les étapes de
I'oxydation des lipides. On a aussi propo-
sé d‘isoler les composés carbonylés par
distillation sous vide {170) ou a I'aide du
réactif de Girard (chlorhydrate de trimé-
thylaminoacétylhydrazide) qui forme des
imines solubles dans I'eau. L'isolation par
le réactif de Girard a été recommandée
(169} mais pas celle par distillation en
raison de la décomposition des hydro-
peroxydes que ce processus provogue.
Dans le fromage, Day et al. (167) propo-
sent une extraction des composés car-
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bonylés du fromage par distillation sous
pression réduite. Les 2,4-dinitrophényl-
hydrazones sont isolés par chromatogra-
phie de partition sur colonne et quantifiés
par spectrophotométrie & la longueur
d'ondes d‘absorption maximale des di-
vers hydrazones.

Selon Gray (39), l'indice de carbonyle
donne essentiellement des indications
sur le degré d'oxydation des fipides car
les résultats analytiques sont peu cor-
rélables avec les flaveurs d‘oxydation en
raison de la présence majoritaire de com-
posés carbonylés non volatils pratique-
ment sans flaveurs. Certaines méthodes
sont trés sensibles et leur emploi n'est
pas limité aux premiéres étapes de
Foxydation comme l'indice de peroxyde
par exemple. Du point de vue analytique,
il est cependant nécessaire d'établir les
conditions expérimentales de fagon a ne
pas provoquer une décomposition des
peroxydes afin que les résultats analy-
tiqgues correspondent & I'état sensoriel
réel du produit au moment de I'analyse.

Dosage par

mesure de la fluorescence

Des composés fluorescents 1 amino-3-
iminopropéne  N,N-disubstitués (R-
N=CH-CH=CH-NH-R) peuvent se former
par interaction entre des composés car-
bonylés et certains constituants celluiai-
res tels que des groupes fonctionnels
aminés libres (172, 175), des phospholi-
pides (173) etc.. Les différents produits
fluorescents formés durant I‘oxydation
des lipides dépendent de la nature des
composés carbonylés et de celle des
substituants des groupes aminés des
bases de Schiff conjuguées (172, 174).
Ces méthodes on été principalerment ap-
pliquées a la détermination des produits
d'oxydation dans les tissus biologiques.
La fluoresence se développe paralléie-
ment a l‘absorption d‘oxygéne, méme
dans les premiéres étapes de I'oxydation
et cette technique peut étre employée
pour quantifier des domages accumulés
dans les tissus biologigues. On ne trouve
que peu d'applications dans les denrées
alimentaires et en particulier dans les pro-
duits laitiers. Bouza et al. (177) ont dé-
veloppé une technique d'extraction des
composés fluorescents du lait a I‘aide
d‘un mélange de chlioroforme / méthanol
2 +1(V/V). Selon ces auteurs, leur métho-
de donne des résultats répétables et per-
met de suivre la progression de
l‘oxydation. Bien que ces technigues
d'extraction soient simples et rapides,
elles comportent toutefois le désavan-
tage d‘extraire des composés fluo-
rescents inconnus. Des séparations sur
couche mince, colonne ou par HPLC et
des identifications par GC-MS seraient
appropriées (29, 175). Récemment, on a
mesuré la fluorescence sur des produits

solides. Weist et Karel (178) ont exposé
une poudre de chitosane (un biopoymére
formé de glucosamine et de N-acétyl glu-
cosamine) aux composés volatils des lipi-
des oxydés. Selon ces auteurs, la fluo-
rescence formé est due a I‘aldéhyde ma-
lonigue volatil. Le dosage des produits
d‘oxydation par fluorescence n'est pas
exempt dinterférences. Sefon Hitchcock
et Hammond (176), la vitamine A et les
bases de Schiff conjuguées formées lors
des réactions de Maillard peuvent interfé-
rer sur [es dosages. Selon divers auteurs
(13, 29, 39, 40, 176), ces méthodes sont
trés sensibles (elles permettent de détec-
ter des composés fluorescents dans le
domaine du mg par kg, 10-100 fois plus
sensible que le TATB) et trés appropriées
a I'étude de ‘oxydation. Cependant, les
produits fluorescents devraient d‘abord
étre séparés et identifés afin d‘optimiser
cette technigue prometteuse.

Méthodes chromatographiques

l.es principales méthodes utilisées pour
le dosage des produits d‘oxydation se-
condaires des lipides font essentielle-
ment appel a des techniques de dosage
des composés carbonylés totaux sur
couche mince, de dérivés des composés
carbonylés par chromatographie liguide-
liquide et des produits volatils par chro-
matographie gaz-liquide ou gaz-solide.

Dosage des composés monocarbonylés
aliphatiques totaux par chromatographie
sur couche mince

La majorité des composés carbonylés
formés durant |'oxydation des lipides du
lait sont peu volatils (162, 170). Des tech-
niques ont donc été développées par di-
vers auteurs pour déterminer les compo-
sés monocarbonylés aliphatiques volatils
et non volatils le plus souvent sous forme
de 2,4-dinitrophénylhydrazones. Keen et
al. (179) ont mis au point une méthode de
dosage dans les poudres de lait. Cette
procédure comprend une extraction des
composés carbonylés a l'aide de tétra-
chlorure de carbone, la formation de 2,4-
dinitrophénylhydrazones, une purificati-
on des monocarbonylhydrazones (&limi-
nation des lipides et des cétoglycérid-
hydrazones} sur deux types de colonnes
préparatives et une séparation des mo-
nocarbonylhydrazones en différentes
classes {n-alcanals, 2-alcénals, 2-alca-
nones et 24-alcadiénals) sur couche
mince constituée de gel de silice enduit
de Seasorb 43 + célite. Boon et al. (180}
ont introduit une opération supplémen-
taire pemettant d'identifier les composés
individuels par chromatographie de parti-
ticn sur couche mince de gel de silice
imprégné de phénoxyéthanol et de poly-
éthyléeneglycol 400 ocu de polyéthyle-
neglycol 600. Ces auteurs ont ainsi iden-
tifié quantitativement les composés ali-



phatiques monocarbonylés de différen-
tes longueurs de chaine dans les poudres
de laits fraiches et entreposées (les al-
canals C1-C10, les 2-alcanones C3, C4-
C10, C13 et C15, les 2-alcénals C5-C12
et les 2,4-alcadiénals C5-C7 et C9-C15).
Badings et Wassink {181) proposent une
séparation des hyrazones des n-al-
canals, n-alcancnes, 2,4-n-alcénones,
2,4-n-alcénals et 2,4-n-alcadiénals par
chromatographie d'adsorption sur cou-
che mince constituée de carbonate de
zinc basique. Chaque classe de compo-
$és donne une couleur caractéristique
qui permet la reconnaissance visuelle
des composants d‘une classe. Cette sé-
paration peut également étre effectuée
sur gel de silice imprégné de nitrate
d‘argent. L'isolation et I'identification des
composés monocarbonylés selon les
longueurs de chaines est effectuée par
chromatographie de partition sur plaques
de gel de silice imprégnée de carbowax.
Cette derniére étape a été également
employée par Mc Carty et Hansen {182)
pour l'isolation finale des composés car-
bonylés individuels des lipides du lait.
Badings (35} a séparé les composés car-
bonylés du beurre selon ces procédés.
Gaba et Jain (183, 184) ont identifié plus
de 20 composés carbonylés dans des
beurres a I'aide de technigues similaires.
Johnson et Hammeond (185) propose de
doser les composés carbonylés sous for-
me de 2,4,6-trichlorophénylhydrazones.
Les 2-alcancnes sont séparés des aldé-
hydes sur plaques d‘oxyde d‘aluminium
et les alcanals des alcénals et des 2,4-
alcadiénals sur plagues de silice ou de
silice imprégnée de nitrate d*argent. La
séparation seion les longueurs de chai-
nes est effectuée par chromatographie
de partition sur plaques imprégnées de
phénoxyéthanol. Ces dérivés chlorés ont
permis & ces auteurs d‘analyser des ex-
traits élués des couches minces par chro-
matographie gaz-liquide a I'aide d‘un dé-
tecteur a capture d'électrons (ECD).
Bien que ces méthodes permettent de
doser quantitativerment aussi bien les
composés carbonylés volatils que les
non volatils dans le domaine du ng, elles
sont longues, fastidieuses et donc peu
adaptées aux dosages de routine.

Dosage des composés

carbonylés par HPLC

Les méthodes HPLC les plus courantes
sont basées sur le dosage des aldéhydes
en tant que 2,4-dinitrophénylhydrazones.
Ces techniques sont essentiellement utili-
sées pour les systémes biologiques. On
ne connait que peu d'applications dans le
domaine alimentaire (29}). van Schalm
{186) a employé cette méthede pour le
dosage de la formaldéhyde dans le lait.
Cet aldéhyde est extrait par distillation a la
vapeur d'eau du lait acidifié, converti en
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hydrazone et dosé par HPLC sur phase
inversée C18-RP a 350 nm. Reindl et Stan
(187} proposent une extraction et une déri-
vatisation simultanée des aldéhydes des
aliments par distillation sous vide & travers
une trappe contenant du 2,4-dinitrophé-
nylhydrazine. La séparation des hydrazo-
nes est effectuée sur une phase inversée
C18-RP alatempérature de 50° C a ‘aide
du mélange d'élution acétonitril / eau /
tétrahydrofuranne dans le rapport 75 + 24
+ 1 (VNV} La détection est effectuée
photométriqguement & 360 nm. Le taux de
récupération (domaine du mg par g) des
aldéhydes constitués de plus de 5 C est
supérieure a 80 % et la limite de détection
de cette méthode est de 5 pmol. Lane
(188) emploie une méthode semblable
pour le dosage des aldéhydes dans des
poissons et patisseries. Récemment, Koi-
zurmi et Suzuki (189) ont proposé des con-
ditions de détection spécifique des aldé-
hydes (réaction «post» colonne avec du 7-
hydrazinc-4-nitrobenzo-2,1,3-oxadiazole)
dans lesquelles les cétones n‘émettent
pas de fluorescence.

Dosage des produits secondaires
volatils de I'oxydation des lipides
(PSVOL) par GC / GC-MS

Les PSVOL peuvent étre dosés aprés
élution des lipides déposés directement
dans le « glass liner » de linjecteur GC ou
dans un dispositif spécial monté en avant
de celui-ci. Durant ce processus, la téte
de colonne est refroidie a basse tempéra-
ture pour piéger et concentrer les pro-
duits volatils (Dosage par injection direc-
te). Toutefois, on mesure le plus souvent
les PSVOL dans l‘espace de téte des
emballages. On connait également des
méthodes d‘extraction a l‘aide de sol-
vants, mais cette technique demande
une étape de concentration pour per-
metire fa détection des composants mi-
neurs qui peut conduire a des pertes des
substances les plus volatiles et a la for-
mation de nombreux artéfacts dus aux
impuretés contenus dans les solvants
(195). Quant aux constituants de I‘espace
de téte, ils peuvent é&tre mesurés a
I'équilibre statique (Static Head Space
Gas Chromatography (SHS-GC)) ou
aprés extraction par entrainement dyna-
mique a I‘aide d'un gaz inerte, rétention
sur des adsorbants (charbon actif, Tenax,
chromosorb etc.) et injection par désorp-
tion thermique (Dynamic Head Space
Gas Chromatography (DHS-GC)).

Dosage par injection directe

Le tableau 3 présente quelques ex-
emples de tels dosages. Snyder et al.
{190} dispersent les lipides {env. 2ml) sur la
laine de verre du «glass liner» de
l‘injecteur, L*élution des PSVOL est effec-
tuée a une température de 180° C durant 5
min. Durant ce processus, l'injecteur est

en mode «splitless» et le four du GC est
maintenu a -65° C, Dupuy et al. (191)
effectuent I'élution d‘env. 600 mg de lipi-
des a une température de 170° C durant
40 min 4 |'aide d'un flux d‘azote de 60 ml/
min. Durant ce processus, la colonne de
remplissage est maintenue a 30° C. Ces
auteurs ont prouvé la validité de leur mé-
thode en analysant par GC et par voie
sensorielle des huiles de soja différem-
ment oxydées en fonction de diverses du-
rées d‘exposition & la lumiére. Les droites
de regression (indices sensoriels
d‘oxydation / log des teneurs en PSVOL)
ont été calculées pour les substances vo-
latiles totales et pour deux produits en
concentrations majeures (pentane et t-2,
t-4-décadiénal). Selon ces auteurs, les
coefficients de corrélation obtenus
(> 0.95) prouvent que les résultats analy-
tiques sont aussi bons, sinon meilleurs,
que ceux obtenus par voie sensorielle.
Warner et al. (193) ont appliqué cette mé-
thode au dosage des PSVOL de diverses
huiles végétales oxydées. Ces auteurs ont
établi une équation modéle pour prédire
les taux de flaveurs. Cette équation prend
en compte l‘indice de peroxyde et le log-
arithme des concentrations en pentanal et
hexanal. Dupuy et al. (192) ont remplacé la
colonne de remplissage précitée par une
colonne capillaire. lls employent un systé-
me spécial constitué d'une valve
d'injection & 6 voies qui permet d‘éluer les
PSVOL en faissant passer le flux du gaz
porteur sur les lipides pour les concentrer
en téte de colonne puis de le diriger a
travers la colonne pour la séparation. Ces
auteurs effectuent I‘élution d‘environ 300
mg de lipides disposés sur lalaine de verre
du «glass liner» du systéme spécial (tem-
pérature de ce systéme: 200° C; tempéra-
ture de la valve: 180° C) durant 3 min a
I‘aide d'un flux d‘azote de 1.2 ml / min.
Durant ce processus, la colonne est
maintenue a -30° C. Prior et Loliger (29)
dosent le pentane a partir de pesées équi-
valentes de lipides et de billes de verre.
Min (194) introduit *échantillon de lipides
dans un tube en U connecté a la colonne
de séparation. Les iipides sont élués a
160° C durant 15 min & |‘aide d‘un courant
d*hélium de 50 ml/min.

Les technigues d'injection directe don-
nent en général de bonnes indications sur
le degré d‘oxydation des lipides et per-
mettent de calculer de bonnes corrélati-
ons entre des PSVOL et les données sen-
sorielles. Cependant, ces méthodes sont
peu applicables a I'étude de |a progressi-
on de {‘oxydation en raison de la décom-
position des peroxydes aux températures
d'élution.

Dosage dans I'espace

de téte a I'équilibre statique (SHS)

Ces dosages peuvent étre effectués dans
I'espace de téte d'un extrait aqueux ob-



tenu par distillation a la vapeur d‘eau ou
directement dans celui des embaliages
des aliments. Le probléme principal lié a
cette technique est celui de ia sensibilité.
On doit injecter < 5 ml du volume de
I‘espace de téte si on veut obtenir une
résolution acceptable des chromato-
grammes, spécialement avec des co-
lonnes capillaires. Les quantités minima-
les mesurables sont d'env. 0,1 mg / kg
avec le détecteur a icnisation de flamme
etd'env. 10 mg / kg avec le spectrometre
de masse. Comme les concentration en
PSVOL dans l'espace de téte des ali-
ments se situent entre 0.01 ng / kg et 100
mg / kg, cette technigue n'est donc pas
applicable au dosage des composés en
traces (29). Le tableau 4 présente quel-
ques exemples de dosages par SHS.

L‘extraction des PSVOL par distillation a
la vapeur d'eau est généralement effec-
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tuée en présence d‘un agent antimous-
sant. Le distillat est introduit dans un
récipient muni d'une fermeture hermé-
tique et thermostatisé 4 une température
d‘env. 80° C pour enrichir I'espace de
téte en PSVOL. Bassette et Ward (195)
ont mis au point une procédure simple.
La distillation du lait est effectuée a I‘aide
d'une unité de distillation de Kemmerer-
Hallett, type micro-Kjeldahl, en présence
d'antimoussant GE 66. Une fraction du
distillat obtenu est mélangée a du sulfate
de sodium anhydre dans des fioles de
sérum munies d‘un septum et thermosta-
tisées a 60° C. Les constituants de
I'espace de téte sont injectés dans le GC
a l'aide de seringues étanches aux gaz.
Cette technigue permet de doser les sub-
stances volatiles dans le domaine du mg
par kg. Récemment, Ulberth et Roubicek
(1986) proposent un appareil de distillation

constitué d‘un ballon de 500 mi & deux
cols relié a un tube doté d'une iéte antiéc-
laboussures et d‘un réfrigérant du type
Allhin. Ces auteurs ont distillé des émulsi-
ons agueuses de poudres de lait en
présence de silicone comme antimous-
sant. Une fraction du distillat est mélan-
gée a du chlorure de sodium dans des
fioles munies de septum en téflon et ther-
mostatisée durant 60 min a 60° C. Selon
ces auteurs, I'hexanal est le meilleur indi-
cateur du processus d'oxydation. Les
poudres de lait fraiches contiennent <10
mg kg d'hexanal alors que des poudres
entreposées peuvent en contenir > de 28
mg kg, Les extraits aqueux doivent par-
fois étre concentrés pour améliorer fa ré-
solution des composants mineurs, Forss
et al. (197) ont décrit deux méthodes de
concentration des composés volatils a
partir de solutions aqueuses diluées. La

Tableau 3 Méthodes de dosage des composés volatils mesurés sur des huiles végétales oxydées
placés directement dans I'injecteur du GC

Colonnes de séparation Composés pricipaux déterminés Références

Durabond 5 Pentane, hexanal, 2-hepténal, 2,4-heptadiénal, Snyder et al.
2,4-décadiénal (190)

Tenax ( 10 % polyméta- Pentane, hexane, pentanal, hexanal, t-2, c-4-heptadiénal, Dupuy et al.

phénoxyléne) t-2, t-4-heptadiénal, t-2, c-4-décadiénal, t-2, t-4-décadiénal  (191)

HP (5 % phénylméthyl-  Acétone + pentane, pentanal + heptane, hexanal + octane, t- Dupuy et al.

silicone) 2-hepténal, 2,3-octadione, t-2, c-4-heptadiénal, 2-décénal, t- (192)

2, c-4-décadiénal, t-2, t-4-décadiénal, téiradécane

Abréviations: HP: Hewlett Packard

GC: Gaschromatograph

Tableau4  Méthodes de dosage des composés volatils mesurés par « Static Headspace Gaschromatography » (SHS-GC)
Produits Conditions de ’essai Techniques Phases Composés déterminés Références
analysés d'échantillonnage _stationnaires
Beurre Entreposage a -20, SHS-GC direct 10 % PEG 1540 Acetaldéhyde, acide butyrique, Tanimura et al. {198)
& et 15 *C durant 12 sur Diasolid L diacétyl, aldéhyde propionique
mois
Poudre de lait Entreposage durant  SHS-GC Oxyde Ethane, propane, butane, pentane | 6liger (50)
2 mois & 20 °C d'aluminium
Lait Développement de Distillation & la Carbowax 20 M Acstaldéhyde, propanal, 2- Bassette et Ward
méthode vapeur d'eau + pentanone, 2-hexanone, sulfure {195)
8HS-GC de méthyle
Poudre de lait Entreposage durant  Distillation 4 la SE-54 Pentanal, hexanal, heptanal, Ulberth et Rubicek
130 jours a diverses  vapeur d'eau + octanal, nonanal + composés (196)
températures SHS-GC 2-cétoniques non quantifiés
Lait Addition de cuivre et  Distillation & fa Carbowax 20M  Acetal”, propanal, n-pentanal”, Jeng et al. (200)
exposition & la lumiére vapeur d'eau + n-hexanal®
SHS-GC
Lait UHT Entreposage pandant Distillation & la Supelcowax 10  Acetaldéhyde”, propanal, n- Rerkrai et al. (59)
24 semainesa2et  vapeur d'eau + butanal, n hexanal, acétone®,
25°C SHS-GC 2-butanone, 2-pentanone?,
2-hexanone, 2-heptanone”
Lait UHT Entreposage durant 3 Distillation & la Carbowax 20 M Acetaldéhyde™, n-pentanal”, Bassette et Jeon
mois 42-5°C et vapeur d'eau + n-hexanal® (201)
25°C SHS-GC

" Composés dont les teneurs augmentent le plus sous Finfluence de la lumiére
# Composé dont la teneur augmente le plus aprés addition de cuivre
? Composés pouvant ensemble correspondre au mieux 3 la flaveur d'oxydation

Abréviation: PEG: Polyéthyléne glycol



premiére méthcde est une distillation
sous pression réduite (< 20 Torr) applica-
ble & un large domaine de volumes {env.
5-5000 ml). La seconde met en jeu une
sublimation des composés volatils sous
haut vide et est appropriée pour
|‘obtention de faibles volumes concent-
rés de composés & bas points
d‘ébullition.

D'autres auteurs ont mis au point des
dosages des PSVOL directement dans
I'espace de téte des emballages des den-
rées alimentaires. Loliger (50) propose un
dosage des hydrocabures volatits (étha-
ne et pentane) dans divers aliments, dont
des poudres de lait. La prise d‘échantillon
est effectuée directement dans l'espace
de téte d'emballages scellés al‘aide d‘un
systéme de pergage relié & un anneau de
stockage d‘une valve d‘injection GC. Se-
lon ces auteurs, il semble gue les hydro-
carbures des produits laitiers ne se for-
ment qu'aprés une longue période
d'entreposage. Tanimura et al. (198) ont
déterminé |‘acetaldéhyde, le diacétyl et
l‘aldéhyde propionique dans des beur-
res. Le beurre est thermostatisé durant
20 min &4 60° C en présence de chlorofor-
me comme standard interne dans une
fiole de 20 ml munie d*une fermeture con-
stituée d'un septum. Les constituants de
Fespace de téte sont injectés a l‘aide
d'une seringue. Selon ces auteurs,
I‘aldéhyde propionique peut étre consi-
déré comme un bon indicateur des fla-
veurs d'oxydation dans les beurres de
culture. Fritsch et Gale (199) proposent
une meéthode rapide (10 min) de dosage
de I'hexanal (standard interne: 4-hepta-
none) dans une suspension aqueuse
chaude de farine de céréales. La prise
d‘échantillons des constituants de
l'espace de téte est effectuée a l'aide
d'une seringue. Snyder et al, (190) déter-
minent les composés volatils d*huiles de
soja a l'aide du sytéeme d‘échantillonnage
HS-6 de Perkin Elmer. La thermostatisati-
on de 0.5 g d'huile disposée dans une
fiole hermétique de 10 ml est effectuée a
180° C durant 20 min et est suivie d‘une
pressurisation d‘une minute. Prior et L&li-
ger (29) employent le systéme HS-40 de
Perkin Elmer pour les dosage des aldéhy-
des et cétones. Ces auteurs séparent
environ 50 PSVOL et appliquent leur mé-
thode aussi bien a la détermination de la
stabilité a I'oxydation qu‘a celle de I'état
d'oxydation & un moment particulier.
Dans le lait et les produits laitiers, divers
auteurs ont appliqué la procédure de
Bassette et Ward (195) & I'étude des pro-
cessus d'oxydation. Jeng et al. (200) ont
étudie les influences de la lumiére et des
ions cuivre sur le processus d'oxydation
du lait. Les concentrations en hexanal
sont fortement dépendantes de la
présence de cuivre et I'acetaldéhyde et le
n-pentanal présentent I‘augmentation la
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plus forte lors de I'exposition & la lumiére.
Rerkrai et al. {59) estiment que la corréla-
tion entre les PSVOL et la flaveur
d‘oxydation dépend d‘une combinaison
de divers composés (acetaldéhyde, acé-
tone, 2-pentanone et 2-heptanone). Bas-
sette et Jeon {201) ont étudié I'influence
des températures et durées de chauffage
sur la concentration de composés volatils
de aits UHT durant I'entreposage. Durant
I'entreposage a 2° C, ces auteurs n‘ont
pas constaté une modification significati-
ve des teneurs en PSVOL alors gue du-
rant 'entreposage a température ambi-
ante, ils ont observé des augmentations
sensibles des teneurs en acetaldéhyde,
n-pentanal et n-hexanal. Hall et al. (41)
ont mesuré les composés volatils de
I'espace de téte de poudres de lait recon-
stituées selon la technigue
d‘échantillonnage utilisée par von Sydow
et al. (202). Le flacon contenant le produit
& analyser est relié d'une part 4 un récipi-
ent contenant une solution de sulfate
d'ammonium saturée et d'autre part 4
une cartouche de Chromosorb 105 relié
elle-méme a une valve d'injection GC a
huit voies comprenant une trappe refroi-
dissable. Aprés équilibrage des compo-
sants volatils du lait reconstitué a 25°C,
les constituants de I'espace de téte sont
déplacés vers la cartouche adsorbante
par remplissage du récipient contenant
I'échantillon a I‘aide d‘une solution de
sulfate d‘ammonium saturée. Les com-
posés adsorbés sont désorbés 4 140° C
et cryoconcentrés dans la trappe refroi-
die par de I'azote liquide avant l'injection.

Dosage aprés entrainerment

dynamique des constituants

de I‘espace de téte (DHS)

lLes sensibilités parfois insuffisantes ren-
contrées avec les techniques SHS peu-
vent étre surmontés si on utilise les tech-
niques «purge and trap» {DHS). Cepen-
dant, les conditions d‘extraction,
d'adsorption et de désorption modifient
fortement les résultats analytiques et
doivent étre par conséquent rigoureuse-
ment contrdlées (2, 29, 190). Cette tech-
nique peut comporter des désavantages.
On peut avoir une décomposition des
PSVOL lors de la désorption thermique,
un faible taux de récupération des PSVOL
a haut point d‘ébullition et un transfert
d'eau vers la colonne analytique provo-
quant des interférences sur la coionne
(29). Le tableau 5 présente quelques ex-
emples de dosage par DHS.

Divers auteurs utilisent le concentrateur
«purge and trap» bien connu de la maison
Tekmar. Selke et Frankel (203) ont em-
ployé ce systéme pour I‘analyse des PS-
VOL dans des huiles de soja. lls ont opti-
misé leurs conditions de dosage en
mairntenant I'échantillon a différentes
températures d'extraction. Les PSVOL

sont extraits par entrainement & l‘aide
d‘un flux d*hélium et piégés sur du Tenax.
Selon ces auteurs, le profil des composés
volatils est significativement affecté parla
température d‘échantillonnage. La com-
position relative des produits de décom-
position thermique des hydroperoxydes
du linoléate et du linolénate tels que les
2,4-heptadiénal et 2,4-décadiénal aug-
mente de maniére significative si les
echantillons sont chauffés en dessus de
90° C. Park et Goins (204) ont optimisé
leurs conditions d'analyse avec ce méme
systéme & |‘aide de solutions standards
st 'ont appliqué a des produits alimentai-
res a base de lait. Le composant principal
déterminé est I'hexanal. Les PSVOL sont
quantifiés par rapport & la 4-méthyl-2-
pentanone utilisée comme standard in-
terne. Les 2,4-alcadiénals et sutout le
2,4-décadiénal, un des composés ma-
jeurs des produits d‘oxydation volatils
des huiles végétales n'ont pas été déce-
lés. Mills {205) a décrit une méthode ap-
plicable a des produits contenant des
protéines de petit-lait caractéristiques
par leurs faibles concentrations en PS-
VOL dans |'espace de téte. Les PSVOL
sont extraits &4 env. 30° C par entraine-
ment & l‘aide d‘un flux d‘azote d‘env. 30
ml/ min. La désorption est effectuée 4 la
température de 200° C durant 10 min et
les PSVOL sont cryoconcentrés en téte
de colonne par immersion de 5 cm de
colonne dans de la neige carbonique
avant l'injection. Cet auteur a comparé 3
différents adsorbants (Tenax GC, Pora-
pak Q et Chromosorb 105) & différents
flux d'azote, températures et durées
d‘extraction. Selon ces auteurs, le Chro-
mosorb 105 a les meilleures caractéri-
stiques d'adsorption. Le Tenax GC est
par contre insatisfaisant pour I'étude des
produits fermentés car les composés a
bas paint d*ébullition comme
l‘acetaldéhyde, ['éthanol, I'acétone et le
diacétyl n'y sont pas retenus. Quant au
Porapak Q, il est meilleur que le Tenax
mais |la désorption provoque la formation
de composés interférents. Snyder et al.
{190} proposent également une extrac-
tion des PSOVL d'huiles de soja avec le
systeme Tekmar. L'huile est chauffé a
180° C et le piégeage est effectué sur du
Te Jurant 15 min. Durant la désorpti-
on in & 220° C), linjecteur est en
mo  splitless et la tempéraure du four
du G est maintenue & -65° C. Leland et
al. (206) ont analysé des laits avec le
systéme «purge and trap» de Hewlett
Packard. Le lait est maintenu & 40° C et
les PSVOL sont déplacés a l'aide d‘un
flux d'helium de 150 ml /min durant 10
min et piégés sur du Tenax GC. La
désorption thermique a 180° C dure 3 min
durant lesquelles la température du four
du GC est maintenue a -45” C. Ces au-
teurs ont trouvé une corrélation significa-



tive entre les teneurs en divers PSVOL et
les données sensorielles et ont pu classer
les laits en 4 groupes d'intensités de fla-
veurs d‘oxydation sur la base
d‘informations combinées provenant de
7 PSVOL. Badings et de Jong (209) pré-
sentent un systeme appliqué au lait. Les
composés volatils du lait (antimoussant:
1-tétradécanol) maintenu a 30° C sont
extrait par un flux d'hélium de 9 mi / min
durant 20 min. L'excés d'eau est piégé
dans une premiére trappe refroidie a -10°
C et les composés volatils dans un tube
capillaire refroidi a Fazote liquide. La
désorption est effectué a env. 250" C.
Ces auteurs ont déterminé les flaveurs de
laits détériorés par chauffage, exposition
a la lumiere etc. a l'aide de détecteurs a
ionisation et a4 photométrie de flamme,
Hall et al. (41) et Hall et Lingnert {207) ont
mesuré les composés volatils de I'espace
de téte de poudres de lait et de créme
reconstituées  selon la  technique
d'échantillonnage utilisée par Murray
(208). Les PSVOL d'une suspension
aqueuse de poudres de lait ou de créme
maintenue a une température se situant
entre 25-35° C sont piégés sur du Chro-
mosob 105 ou 102, déseorbés a 140° C et
cryoconcentrés avant l'injection. Ces au-
teurs ont établi des équations pour évalu-
er la stabilité a ‘oxydation. lls détermi-
nent les constantes de vitesse de forma-
tion des PSVOL dans des conditions
d'oxydation accélérées, ce qui permet de
calculer leurs énergies d‘activation et
d'estimer ainsi I'influence sur |'oxydation
de modifications de certains paramétres
{p. ex. de la température) d'un procédeé
technologique. Hall et Lingnert (207) ont
également établi des équations pour la
prédiction des flaveurs de carton (card-
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beard like). Les PSVOL les plus spéci-
fiques pour ce défaut semblent étre le
butanal et |'heptanal. Pour le dosage de
I'éthane et du pentane, Pitkdnen et al. (51)
ont mis au point une méthode qu‘ils ont
appliqué aux tissus biologiques. Les al-
canes de |'espace de téte sont adsobés
sur une colonne refroidie de Porasil,
désorbés a 120° C et cryoconcentrés sur
une portion de la colonne capillaire de
séparation avant l'injection. Cette métho-
de permet un dosage de ces composés
dans le domaine des picomoles (21 pmo-
le).

Certains auteurs (41, 207) employent les
techniques SHS + DHS pour déterminer
les PSVOL les plus (SHS) et les moins
volatils (DHS). Le tableau 6 présente deux
exemples de tels dosages.

Autres méthodes

Les indices d‘anisidine et de peroxydes
sont souvent utilisés conjointement pour
calculer la valeur totox (Valeur totox =2 *
indice de peroxyde + 1 * valeur
d‘anisidine). Selon Holm et Ekbom (130),
lorsqu‘une huile est chauffée & 200° C
sous vide, la décomposition des peroxy-
des correspondant & une unité de l'indice
de peroxyde provoque une augmentation
2 unités de la valeur d‘anisidine. La valeur
totox permet de donner une indication
sur le passé de I'huile {teneur en aldéhy-
des) et sur son présent (peroxydes
récemment formés). Dans les huiles, cet-
te valeur devrait étre inférieure a 10 et
peut diminuer de moitié durant le blanchi-
ment et la désodorisation. Elle peut donc
constituer l'indication d‘un raffinage.
D'autres méthodes de dosage des pro-
duits d’‘oxydation sont encore signalées
dans la littérature (2, 29). Elles incluent

des techniques d'extraction avec du gaz
carbonique & l'état supercritique. Lors-
gue la pression est reldchée, les produits
d‘oxydation peuvent par exemple étre
adsorbés et désorbés selon les tech-
niques utilisées pour les dosages des
constituants de 'espace de téte. On utili-
se également des techniques de distillati-
on et d'extraction simulfanées (simulta-
neous distilfation extraction: SDE). Ces
procédures comportent typiguement une
distillation en milieu aqueux et une ex-
traction simultanée des produits volatils a
I‘aide de solvants. Ces opérations sont en
général suivies d'un séchage et d‘une
concentration des composés volatils de
I‘extrait organique. Selon Prior et Léliger
(29), les techniques SDE sont plus répan-
dues dans le domaine des flaveurs en
général que dans celui plus spécifique de
I'oxydation. Comparées aux techniques
SHS et DHS, les technigues SDE permet-
tent de doser des composés volatils &
plus hauts points d‘ébullition. Toutefcis,
on a constaté des pertes des composés
les plus volatils durant I‘étape de concen-
tration. Les diverses techniques de dosa-
ges des flaveurs volatils seront traitées de
maniere plus exhaustive dans un article
de revue qui paraitra prochainement
(210).

Détermination de
la stabilité a I‘'oxydation

La stabilité & I'oxydation détermine la ré-
sistance a |'autooxydation et permet par
conséquent de faire des prévisions sur la
durée de conservation (shelf life} des lipi-
des. Rossell (28) a récemment passé en
revue les différents tests utilisés a ce

Tableau 5 Méthodes de dosage des composés volatils mesurés par «Dynamic Headspace
Gaschromatography» (DHS-GC)
Produits Conditions de I'essai Colonnes de Composés principaux déterminés Références
analysés séparation
Huile de soja  Développement de Durabond 5 Acroléine, penténe, pentane, Selke et
méthode 1-penténe-3-ol, pentanal, hexanal, Frankel (203)
Huiles oxydées a 2-hexénal, 2-hepténal, 2,4-heptadiénal,
différents degrés 2-octénal, 2,4-décadiénal
Tissus Développement de AlLO; f KCL Ethane, pentane Pitk&nen et al.
biologique méthode {51)
Produits Développement de DB-5 Pentane, pentanal, 1-pentanol, Park et Goins
nutritionnels a méthode hexanal, heptanal, t-2-hepténal, (204)
base de lait octanal, nonanal, décanal
Concentré de  Développement de SGE Diacétyl, 3-méthylbutanal, Mills {205)
protéines de  méthode (diméthylsilicone) 2-pentanone, pentanal, toluéne,
petit lait hexanal, octane, 2-heptanone,
heptanal, bezaldéhyde
Lait Laits déteriorés par la OWV-1/carbowax Acetaldéhyde, 2-méthytbutanal, Badings et de
lumiere, entreposage 20M (1 + 1) 3-méthylbutanal, acétone, hydrogéne  Jong (209)

etc..

sulfuré, sulfure de méthyle, sulfure
de diméthyle, disuifure de diméthyle




propos. On distingue principalement les
tests de Schaal, de Swifi et de Sylvester.
Le test de Schaalimplique un chauffage &
Iair de 50-100 g de lipides placés dans
des capsules ouvertes a une température
donnée (50-105° C suivant les procédu-
res) jusqu‘a l‘apparition des flaveurs
d‘oxydation qui sont déterminées a inter-
valles réguliers par voies analytique (In-
dice de peroxyde (IP), test a 'acide thio-
barbiturique (TATB), etc.) et sensorielle.
Les résultats analytiques sont habituelle-
ment présentés graphiguement en
fonction de la durée doxydation dans le
but de déterminer la période d'induction.
Santner et al. {211, 212) ont développé
une méthode applicable aux poudres de
lait. La graisse libre est extraite 4 1'aide de
solvants et oxydée durant 3 jours & la
température de ©60° C et I'état
d'oxydation est déterminé par le TATB.
Selon Pardun et Kroll (213), le test de
Schaal donne des résultats plus rapide-
ment (en 2-3 jours) gqu‘avec les autres
méthodes et est approprié & la caractéri-
sation de la qualité des lipides et & I'étude
des antioxydants. Pour obtenir des résul-
tats répétables, on doit cependant éviter
autant que possible des contaminations
par des métaux lourds ou d‘autres pro-
duits provenant par exemple du matériel
de |laboratoire.

Le test de Swift fait partie des méthodes
par courant d'air forcé appelées « active
oxygen methods (AOM) ». On effectue un
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barbottage d‘air forcé a travers
I'échantillon maintenu a une température
de 98" C. Les résultats de l'indice de
peroxyde sont, comme avec les autres
méthodes, reportés graphiquement en
fonction de la durée d‘oxydation accélé-
rée, Cette méthode est hautement empi-
rique et il est par conséquent impératif de
suivre strictement la procédure si on veut
obtenir des résultats répétables. La mé-
thode adaptée par Hadorn et Zircher
(214) a été automatisée par Metrohm,
Herisau. L'appareil est commercialisé
sous le nom de Rancimat. Le courant
d‘air conduit a travers [*‘échantillon chauf-
fé entre 100-140° C entraine les sub-
stances volatiles (essentiellement de
I'acide formique(215)} qui sont piégées
dans de I'eau distiliée. Celle-ci représen-
te la conductivité de la solution aqueuse
entre 2 électrodes de platine. On mesure
donc essentiellement les produits
d‘oxydation secondaires formés aprés
l'oxydation et les résultats analytiques
sont en général supérieurs a ceux obte-
nues avec l'oxydograph. Par contre, les
résultats obtenus en  présence
d'antioxydants volatils sont plus faibles
en raison de leur entrainement hors des
lipides par le courant d'air aux tempéra-
tures appliquées. Cette méthode n'est
donc pas applicable a I'étude des anti-
oxydants volatils. Cet appareil est large-
ment utilisé dans ['industrie des huiles
végétales en Europe et les périodes

d‘induction ainsi déterminées font ha-
bituellement partie des critéres de qualité
(28). Un appareil fonctionnant selon le
méme principe, appelé OSI (Oif stability
index), est commercialisé aux USA par
Omnion, Massachusetts. On mesure [e
maximum de la deuxiéme dérivée de la
conductivité en fonction du temps et pour
normaliser les résultats, il est recomman-
dé de les rapporter a la température de
110° C.

Le test de Sylvester implique un chauffa-
ge a 100” C sous agitation continue des
lipides placés dans un récipient fermé.
On mesure la réduction de pression inter-
ne provoquée par la consommation
d'oxygéne. Ce test a été automatisé par
la compagnie Astell sous la conduite de
linstitut de recherches Leatherhead
Food Research Association et |‘appareil
est connu sous le nom de FIRA-Astell.
Cet appareil permet d‘éliminer les effets
dus aux variations de la pression at-
mosphérique et de thermostatiser les
échantillons entre 50 et 150° C. Les dia-
grammes du logarithme de la valeur réci-
proque de l'indice de peroxyde en
fonction de la valeur réciprogue de la
température absolue donnent toujours
des corrélations linéaires qui permettent
de séparer certaines huiles et graisses
selon leurs énergies d'activation. Cet ap-
pareil n‘est plus en vente mais la compa-
gnie dancise Mikrolab Aarhus Compagny
of Hojbjerg commercialise actuellement

Tableau6 Méthodes de dosage des composés volatils mesurés sur phase stationnaire OV 101 par « Static Headspace
Gaschromatography » (SHS$-GC) et « Dynamic Headspace Gaschromatography » (DHS-GC)

Produits Composés déterminés Références
analysés
Poudre de lait Ethanal”, propanal”, n-butanal”, n-hexanal”, n-heptanal”, n-octanal, n-nonanal”, Hall et al. (41)

enireposée et

reconstitué méthylpropénal

n-décanal, 2-méthylpropanal”, 2-méthylbutanal”, 3-méthylbutanal®, 2-buténal,

2-propanone”, 2-butanone”, 2-pentanone”, 2-hexanone, 2-heptanone”,
2-actanone, 2-nonanone, 2-undécanone, 3-méthyle-2-butanone, 3-buténe-2-one,
3-octéne-2-one, 2,3-butanedione

Furane, 2-méthylfuranne”, 2-éthylfuranne®, 2-n-pentylfuranne,

2,5-diméthylfuranne

Méthylmercaptane, sulfure de diméthyle”, disulfure de diméthyle”, trisulfure de
diméthyle, sulfure de carbonyle, disulfure de carbone”

Propane, n-butane”

Isoméres du buténei

Ethanol, méthylacétate, benzéne, toluéne

n-pentane”, n-hexane, n-heptane, n-octane, méthylpropane
) du penténe, de I'hexéne et du pentadiéne

Poudre de créme
enireposée et

reconstituée méthylbutanal

Ethanal, propanal, n-butanal, n-pentanal, n-hexanal, n-heptanal, n-octanal,
n-nonanal, 2-méthylpropanal, 2-méthyl-2-propénal, 2-méthylbutanal, 3-

Hall et Lingnert (207)

2-propanone, 2-butanone, 2-pentanone, 2-hexanone, 2-heptanone, 2-octanone,
2-nonanone, 2-undécancone, 2,3-butanedione, 2,3-pentanedione, 3-buténe-2-one
Furanne, 2-méthylfuranne, 2-éthylfuranne, 2,5-diméthylfuranne

Sulfure de diméthyle, disulfure de diméthyle, trisulfure de diméthyle, disulfure de
carbone

Propane, n-butane, n-pentane, n-hexane, n-heptane, n-octane

Isoméres du buténe, du penténe, de hexéne

Ethanol, méthylacétate, éthylacétate

" Composés pour lesquels les coefficients de variation selon Pearson (concentration en fonction de la durée d'entreposage des
poudres de lait) sont > 0.6



l'oxydograph qui fonctionne selon le
méme principe. Cette méthode est aussi
applicable a i'étude de [linfluence des
antioxydants volatils sur la stabilité a
I‘oxydation des lipides.

Conclusions

Il existe de nombreuses méthodes de
dosage des produits d‘oxydation des lipi-
des. Certaines méthodes ne sont appli-
cabies qu'a la détermination de i‘état
d‘oxydation d'un produit & un moment
donné et d‘autres sont en plus appro-
priées a |'‘étude de la détérioration oxyda-
tive. Les méthcdes a appliquer doivent
souvent étre choisies non seulement en
fonction des buts des essais & entre-
prendre mais aussi selon les sortes, les
qualités et les compositions des produits
a analyser.

Pour le dosage des substrats, les mesu-
res de consommation d‘oxygéne durant
I'oxydation constituent des méthodes de
routine employées dans pratiquement
tous les laboratoires spécialisés dans la
chimie des lipides.

Pour le dosage des composes primaires,
on mesure le plus souvent lindice de
peroxyde qui constitue un bon indicateur
de I‘'oxydation des lipides, surtout durant
la période d‘induction de I‘auto-
oxydation. La détermination des radicaux
par résonance paramagnétique électro-
nigue est une technique encore peu em-
ployée, probablernent aussi en raison du
prix élevé de I'équipement. Elle permet
de détecter un processus d'oxydation
plus précocement qu‘avec toutes les
autres méthedes. Quant aux méthodes
spectrophotométriques, le dosage des
diénes conjugués donne une indication
rapide sur I'‘étendue de I'oxydation mais il
n‘est pas suffisamment spécifique en rai-
son de la présence de substances natu-
refles, constituées de diénes conjugués,
dans les lipides non oxydés. Le dosage
par chimiluminescence constitue une
méthode rapide, qui ne demande aucun
prétraitement des échantillons. Cette
technique n'‘est cependant pas encore
trés répandue en raison de [a faible émis-
sion de chimiluminescence des produits
oxydés et le besoin d‘un appareillage so-
phistiqué. Les mesures de fluorescence
permettent par contre de détecter de
basses teneurs en peroxydes si on choisit
des réactifs fortement fluorescents &
I'état oxydé. Quant aux méthodes chro-
matographiques, les techniques HPLC
permettent de déterminer de faibles te-
neurs en hydroperoxydes. Elles compor-
tent en outre I'avantage de déterminer les
isoméres géomeétriques des hydroper-
oxydes et de séparer des substances
interférentes telles que des pigments qui
faussent par exemple le dosage de

‘-
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I'indice de peroxyde. Les méthodes GC
sont plus fastidieuses a exécuter en rai-
son de la dérivatisation nécessaire.
Quant aux méthodes polarographiques,
elles sont peu utilisés pour le contrble de
qualité des lipides.

Pour le dosage des composés secondai-
res, les déterminations spectrophotomé-
triques conventionnelles (Tests de Kreis,
a l'anisidine, a l‘acide thiobarbiturique,
indice de carbonyle) sont de plus en plus
remplacées par des dosages plus spéci-
fiques des produits d‘oxydation. Par con-
tre, les méthodes de mesure de la fluore-
scence formée durant I‘oxydation sont
prometteuses en raison de leur bonne
sensibilité. Cependant, les structures chi-
migues des composés flucrescents (ba-
ses de Schiff} sont la plupart du temps
inconnues et ces composés devraient
d‘abord étre séparés et identifiés. Quant
aux méthodes chromatographiques, les
technique sur couche mince permettent
de séparer et d‘identifier les composés
monocarbonylés volatils et non volatils
quantitativement dans le domaine du ng
mais ces technigues comportent de
nombreuses étapes et ne sont donc pas
adaptées a la routine. Par contre, les
dosages des composés volatils par GC
ont pris une importance considérable ces
dix dernieres années. lls comportent
I“énorme avantage de déterminer les sub-
stances les plus spécifiques des flaveurs.
Quant aux déterminations de la stabilité &
I‘oxydation, les tests rapides sont com-
munément utilisés dans les laboratoires
des lipides. On peut toutefois regretter
que les résultats analytiques ne soient
pas encore systématiquement normés a
une température donnée.
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Zusammenfassung

M. COLLOMB et MONIKA SPAHNI

Ubersicht der Methoden fiir die Be-
stimmung von Lipidoxydationspro-
dukten, insbesondere von
Milchlipiden

Schweiz. Milchw. Forschung 25 (1) 3 - 24
(1996}

Dieser Ubersichtartikel beschreibt kurz

die Mechanismen der Lipidautoxidation
und stellt die wichtigsten Oxidationspro-

dukte (Aldehyde, Ketone, Alkohole, Koh-
lenwasserstoffe} vor, die man in Lipiden
von Milchprodukten finden kann. Er be-
fasst sich mit den wichtigsten Methoden
flir die Bestimmung der priméren und
sekundéren Produkte der Lipidoxidation
und mit der Priifung der Oxidationsstabi-
litat.

Summary

M. COLLOMB et MONIKA SPAHNI

Review of the Methods for the Deter-
mination of Lipidoxidationproducts,
with special reference to Milk Lipids

Schweiz, Milchw. Forschung 25, (1) 3 - 24
(1996)

This work describes briefly the mecha-
nisms of lipid oxidation and lists the most
important products (Aldehydes, ketones,
alcools, hydrocarbons) of lipid oxidation
in dairy products. The principal methods
for measuring the primary and secondary
products of lipid oxidation are reviewed
as well as tests of resistance to oxidation.
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