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Le couplage de la chromatographie en phase
gazeuse avec la spectrométrie de masse en tan-
dem est un des plus puissants outils d’identifi-
cation de l'instrumentation analytique. Grace a
sa sélectivité et a sa sensibilité cette technique
connait un développement croissant dans la
recherche alimentaire. Dans cet article, trois
applications de cette méthodologie a I'analyse
de produits alimentaires seront présentées :
'analyse de contaminants, [I'identification
d’'acides gras et la caractérisation de molécules
aromatiques volatiles.

omme beaucoup d autres outils analytiques, la spec-
trométrie de masse en tandem (SM/SM) n’est pas une
technique récente. Elle s'est développée depuis les
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premiers travaux de Thomson au début du siecle [1] jusqu'a
devenir aujourd hui une des plus puissantes techniques de
I’instrumentation analytique. Un SM/SM consiste en une
source d'ionisation, deux analyseurs de masse, séparés par
une cellule de fragmentation (cellule de collison), et un
détecteur d'ions. Le mode le plus courant d’ utilisation de la
SM/SM est I'analyse des ions fils. Dans ce cas, lamolécule
analysée est ionisée puis I'ion parent formé est sélectionné
par le premier analyseur de masse. Cet ion est fragmenté par
collision avec les molécules du gaz contenu dans la cellule
de collision (dissociation induite par collision). Les ions fils
obtenus sont séparés dans le second analyseur de masse. Le
spectre bidimensionnel obtenu correspond au spectre d’un
ion parent (Fig. 1). Ains I'ion parent, I'ion fils ou le frag-
ment neutre perdu lors de la collision peuvent-ils étre dési-
gnés comme variables indépendantes dans une expérience
SM/SM et permettent les modes d’'analyse correspondants.
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Figure 1. Représentation schématique de la séparation et de
I'identification des composés présents dans un mélange par
couplage CPG/SM/SM.

Les configurations des spectrométres SM/SM peuvent
étre divisées en deux catégories [2]. La premiére comprend
les instruments dont les analyseurs sont couplés dans I'es-
pace (« tandem in space ») [3]. Appartiennent a cette caté-
gorie, les SM/SM comprenant deux analyseurs quadrupo-
laires, deux analyseurs magnétiques ou les appareils
hybrides construits avec, par exemple, un secteur magné-
tique couplé a un quadrupole ou a un spectrométre de masse
a temps de vol.

Dans le second groupe on trouve les instruments dont les
analyseurs sont couplés dans le temps (« tandem in time »)
[4,5]. Ces instruments possédent des analyseurs capables de
stocker des ions comme par exemple les spectrométres de
masse a résonance cyclotronique ou les trappes d’ions. Apres
stockage, les ions sont fragmentés dans le méme analyseur
et les ions fils obtenus sont analysés.

Le couplage SM/SM en mode d’ analyse des ions fils peut
se comparer au couplage CPG/SM (Fig. 2). Dans un
CPG/SM la premiére étape correspond a I'injection du com-
posé dans la colonne. L’ étape analogue en SM/SM est I'in-
troduction du composé dans la source d’ionisation. La
seconde étape des deux schémas analytiques est la sépara
tion d’une molécule des autres composés du mélange. Dans
un CPG/SM la séparation des composés se déroule dans le
temps, les molécules étant éluées de maniére séquentielle
selon des critéres chimiques de polarité et de solubilité dans
la phase stationnaire de la colonne. Dans un appareil
SM/SM, le fractionnement des composants du mélange se
réalise sur la base d'un processus physique de séparation des
ions selon leur rapport masse sur charge (m/z). Dans un
CPG/SM la molécule séparée des autres constituants du
mélange est ensuite ionisée dans la source d'ionisation du
spectrométre de masse. En SM/SM |’ espéce ionique séparée
est transférée dans la cellule de fragmentation ou elle est dis-
sociée par collison. La derniére étape, I'identification, est
réalisée par un analyseur de masse fonctionnant de maniére
identique dans les deux techniques, CPG/SM et SM/SM.

Si la SM/SM offre a €elle seule des capacités analytiques
remarquables, son couplage avec une technique chromato-
graphique (par exemple la CPG) permet de décupler ses pos-
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Figure 2. Comparaison du couplage CPG/SM avec la spectro-
métrie de masse en tandem.

sibilités en terme de sélectivité et de sensibilité. En effet,
bien que les intensités absolues du signal et du bruit dimi-
nuent lorsque le nombre d' étapes analytiques augmente, la
technique additionnelle accroit la sélectivité, I'intensité du
bruit chimique diminuant plus rapidement que celle du
signal. Ainsi, une augmentation du nombre d’' étapes analy-
tiques résulte en une augmentation du rapport signal sur
bruit et donc de la sensibilité [6]. Associée au pouvoir sépa
ratif de la CPG, la SM/SM permet I'identification et/ou la
quantification de composés présents a I’ état de traces dans
des matrices complexes comme par exemple I'analyse de
produits alimentaires. Le couplage CPG/SM/SM est aing
particuliérement adapté a |’ étude de problémes rencontrés
tant au niveau de I'assurance de qualité qu'au niveau du
développement de nouveaux produits.

Dans la suite de cet article, plutdt que de présenter un
catalogue des utilisations du couplage CPG/SM/SM dans
I’ analyse de produits alimentaires, nous discuterons en détail
trois applications de la méthode : I’ analyse de contaminants,
I"identification d'acides gras et la caractérisation de molé&-
cules aromatiques volatiles.

Analyse de contaminants alimentaires

Le dosage des pesticides dans les matiéres premiéres et les
produits finis est une des premiéres applications alimentaires
dans laguelle le couplage CPG/SM/SM a été utilisé de
maniére intensive. Ce type d'analyse nécessite la détection
de composeés présents a I’ état de traces en mélange avec les
composants de la matrice alimentaire se trouvant a des
concentrations considérablement plus élevées. Certes, laGC
couplée a la MS peut étre utilisée pour permettre la détec-
tion sélective des composés recherchés. Néanmoins, les
limites de détection atteignables sont fonction du niveau
d'interférence généré par les ions de la matrice qui peuvent
obscurcir le signal du pesticide dosé. Le couplage
CPG/SM/SM constitue une approche permettant de réduire
le bruit chimique de la matrice et ainsi augmenter le degré
de confiance du résultat rendu. Une étude comparative a en
effet montré que le couplage CPG/SM/SM a une meilleure
sélectivité de détection que les techniques CPG/SM a basse
et a haute résolution [7]. Des résultats similaires ont éé
décrits lors de I'analyse de gibberellines dans des extraits
végétaux [8].

Différentes méthodes de dosage de contaminants alimen-
taires utilisant la CPG/SM/SM ont été publiées ces derniéres
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années montrant I'intérét croissant des laboratoires de
contréle de qualité pour cette méthodologie. Par exemple
Schachterle et a. [9,10] ont développé des méthodes de
screening de 19 pesticides (incluant des fongicides, des her-
bicides et des insecticides chlorés et organophosphorés) dans
des fruits et des légumes frais. Des méthodes ont été
publiées décrivant |'analyse de phtalates [11], de triazines
[12], de pesticides organochlorés [13] et de chlorophenols
[14] dans des eaux de boisson, ou de propyléne et d' éthy-
[éne glycol dans des anchois [15].

Analyse structurale d'acides gras

La recherche de nouvelles sources d'huiles végétales ou
I"étude des effets des traitements technologiques nécessite
I'identification structurale des acides gras des huiles investi-
guées. Les méthodes classiques de CPG-SM ne permettent
pas de connaitre la position des doubles liaisons des acides
gras insaturés. En effet, dans le spectrométre de masse, les
acides gras libres ou leurs dérivés estérifiés subissent un
réarrangement des double liaisons sous I’ effet de I’ ionisation
par impact électronique.

L’ utilisation de la SM/SM et de I'ionisation chimique
négative permet de palier a ces inconvénients [16].
L’ionisation chimique en mode négatif des acide gras
conduit ala formation d'un ion intense (M- H) . Décomposé
par collision a haute énergie, cet ion produit un spectre dans
lequel les ions fils obtenus sont régulierement séparés par
14 Dalton issus des clivages successifs de chague liaison C-
C et de I'gection simultanée d alcénes et d hydrogéne
[17,18]. Dans le cas d'un acide gras D™-mono-insaturé, le cli-
vage alylique va dominer alors que celui de la double liai-
son et de laliaison vinylique induira des ions de faible inten-
sité. Deux signaux intenses (carbones n- 1 et n+3) séparés
par trois signaux faibles (carbones n, n+1 et n+2) vont per-
mettre de localiser la double liaison par comptage du
nombre de signaux entre I'ion parent (M- H) et le premier
ion de fable intensité [19]. Cette méthode originellement
développée aprés ionisation des molécules isolées par bom-
bardement d'ions rapides a été adaptée a I'anayse de
mélanges. Les acides gras sont dérivés sous forme d' esters
pentafluorobenzyliques, fractionnés par CPG puis ionisés
par ionisation chimique négative [20]. Lesions (M- H)  sont
décomposés dans une cellule de collision a haute énergie et
le spectre d'ions fils obtenus interprété comme précédement
décrit.

Cette technique a éé utilisée pour identifier les acides
gras cycliques insaturés formés, au cours du chauffage
d’huiles de friture, par cyclisation intramoléculaire d' acides
C,; polyinsaturés [21-22].

Analyse de molécules aromatiques volatiles

La composition en molécules volatiles des huiles essentielles
ou des ardmes générés thermiquement, par exemple durant
la cuisson des aliments, peut ére dune trés grande com-
plexité. Parmi ces molécules, certaines vont posséder une
note aromatique intense et caractéristique (molécule-clé)
alors que d autres composants du mélange n'ont pas d'im-
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pact olfactif. Pour I'analyste qui S'intéresse aux molécules-
clés de I'arbme, il importe donc de pouvoir sélectivement
analyser ces composants souvent présents a |’ état de trace,
sans interférence avec les autres congtituants de la prépara-
tion. Dans ce contexte le couplage CPG/SM/SM apparait
étre I'un des outils les plus performants mis a la disposition
du chimiste aromaticien [23,24].

La SM/SM permet d gouter une troisiéme dimension au
couplage CPG/SM (voir Fig. 1). Elle permet d obtenir des
spectres de masse purs a partir de molécules coéluées avec
d autre composants de |’ extrait aromatique. Ainsi la figure 3
présente |'identification de la 4-hydroxy-2,5-diméthyl-
3(2H)-furanone formée aprés chauffage de xylose en pré-
sence de glycine. La CPG/SM ne permettant pas I’identifi-
cation de cette molécule coéluée avec d autres produits de
la réaction, la CPG/SM/SM fut utilisée afin d' obtenir, aprés
collision de I'ion moléculaire, un spectre dépourvu de conta-
mination. De maniére similaire, la CPG/SM/SM s'est révé-
Iée étre une technique aternative a la CPG/SM permettant
I"identification de plusieurs sesquiterpénes de I” huile de véti-
ver, huile essentielle d'une trés grande complexité [25,26].

L' utilisation de précurseurs marqués aux isotopes stables
permet d' étudier les mécanismes de formation de molécules
aromatiques. La CPG/SM/SM a été utilisée pour étudier les
voies de formation du Furanéol® (4-hydroxy-2,5-diméthyl-
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Figure 3. Identification de la 4-hydroxy-2,5-diméthyl-3(2H)-fura-
none formée a partir de xylose et de glycine par CPG/SM et
CPG/SM/SM. L'utilisation de la SM/SM permet d’obtenir un
spectre de masse exempt de contamination.

ANALUSIS MAGAZINE, 1998, 26, N° 1
© EDP Sciences, Wiley-VCH



Chromatographie en phase gazeuse

3(2H)-furanone) et de I"homofuranéol (4-hydroxy-2(or 5)-
éthyl-5(or 2)-méthyl-3(2H)-furanone), composés aroma-
tiques qui contribuent aux caractéristiques sensorielles de
nombreux produits alimentaires naturels ou générés thermi-
guement (fraise, ananas, café roti, ragolt de boeuf...). Aprés
réaction de Maillard a partir de précurseurs marqués par le
13C (pentose et acides amineés), les produits de réaction for-
més ont été identifés. La localisation, dans ces composés,
des atomes de carbone marqués par les isotopes stables, a
permis de proposer un mécanisme réactionnel de formation
des deux furanones [27,28]. Les mécanismes de formation
des alcoylpyrazines par réaction de Maillard de précurseurs
marqués aux isotopes stables ont également été étudiés par
CPG/SM/SM [29]. La figure 4 illustre la localisation de
I"isotope stable dans la 2-éthyl-5-méthyl-pyrazine formée
aprés réaction entre le glucose et I'aanine marquée.

Enfin, la CPG/SM/SM est une technique qui permet de
différencier des diastéréoisomeéres. Les travaux réalisés a
partir des 4 diastéréoisomeres du dihydrocarvéol ont montré
la complémentarité du couplage CPG/SM/SM avec la réso-
nance magnétique nucléaire et la spectrométrie infra-rouge
a transformée de Fourier [30,31].

Bibliothéeques de spectres SM/SM

Un des atouts de la CPG/SM réside dans la disponibilité de
vastes hibliothégques de spectres de masse [32]. Ces hiblio-
théques, gérées de maniére centralisée ou non, peuvent, en
plus d’informations spectrales, contenir des indices de réten-
tion chromatographique et des descripteurs sensoriels.

Dans le cas du couplage CPG/SM/SM, la disponihilité de
bibliothéques de spectres est tout autre. En principe, rien ne
s oppose a la collection de spectres d'ions fils obtenus aprés
dissociation par collision d'ions moléculaires. Ces spectres
de référence pourraient étre utilisés ultérieurement en com-
paraison avec des spectres SM/SM mesurés a partir d’ échan-
tillons inconnus. Cependant, il n’existe pas actuellement de
bibliothéques de spectres SM/SM disponibles commerciale-
ment.
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Figure 4. Localisation de I'isotope stable dans le spectre SM/SM
de la 2-éthyl-5-méthyl-pyrazine. Les ions moléculaires protonés
m/z 137 et 138 ont été formés par ionisation chimique positive
avec de l'isobutane. L'ion a m/z 122 correspond a la perte du
radical méthyle portant I'atome marqué au carbone 3C.
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Afin de parvenir a I'établissement de bibliotheques
SM/SM, deux protocoles de standardisation des conditions
opératoires d acquisition, indépendants de I'instrument uti-
lisé, ont é&é proposés. L’un utilise la dissociation induite par
collision du cation de I'acétone a m/z 58 [33] I'autre, I'ion
am/z 231 (C;F,*) du perfluorokérosene ou de la perfluoro-
tributylamine [34]. Cette standardisation devrait conduire a
une meilleure comparaison des spectres SM/SM obtenus a
partir d’instruments différents tant en terme de configuration
instrumentale (triple quadripdle, magnétique a 4 secteurs,
hybride, trappe d’'ions ...) gu’en terme de constructedur.
Conjointement avec |’ apparition sur le marché d’instruments
CPG/SM/SM de table [35], ces développements devraient
permettre une plus large utilisation de la CPG/SM/SM
comme outil d’identification de structures moléculaires.

Conclusion

Le couplage CPG/SM/SM peut étre considéré comme le pro-
longement naturel du couplage CPG/SM. Comme pour
beaucoup d'autres techniques analytiques, I’ attrait croissant
de I'analyste pour la CPG/SM/SM est |ié aux progrées ins-
trumentaux réalisés.

Les dével oppements de la chromatographie gazeuse, dela
spectrométrie de masse quadripolaire ou avec des trappes
d’ions et I'améioration du contrdle informatique de I'ins-
trument ont permis d' offrir & I’ utilisateur des machines per-
formantes et d'utilisation conviviale. Les instruments de
CPG/SM/SM disponibles sur le marché permettent pour la
plupart I'analyse en routine d’ échantillons d'une trés grande
complexité et sont proposés a des prix accessibles pour un
nombre croissant de laboratoires. Le couplage CPG/SM/SM
devrait donc devenir dans les prochaines années un outil
courant de I'instrumentation analytique tant pour le contréle
et la sécurité des aiments que pour le développement de
nouveawx produits.
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