017-027 ARTICLE ORIGINAL - J ANTOINE_9-16 Gisselmann 18/06/12 16:34—.‘3@47

Article original / Original Article

La chimie de la transformation du tissu adipeux
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RESUME

Le gras de cadavre ou adipocire, est un mélange solide d’acide gras et de savons, formé par la dégradation post
mortem du tissu adipeux placé dans des conditions adéquates. L’étude présentée ici s’attache a décrire, par I’ana-
lyse chimique, les processus de transformations apparaissant durant les premieres semaines de dégradation pour
des échantillons de tissu adipeux humain et de graisse de porc (saindoux) placés dans six environnements diffé-
rents. La spectrométrie infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR) est choisie pour mettre en évidence ces modi-
fications chimiques. L’étude confirme que la décomposition des tissus adipeux est initiée trés rapidement, dans les
milieux favorables. D’autre part, les modifications observées nous ont permis d’envisager une deuxi¢me voie dans
le processus de formation de I’adipocire. Enfin, I’utilisation de la technique ATR permet d’envisager d’établir des
profils quantitatifs de la dégradation des lipides et de leur transformation a des fins d’aide pour I’estimation du
délai post mortem, en complément des méthodes médico-1égales classiquement utilisées.
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SUMMARY

CHEMICAL TRANSFORMATIONS APIDOSE TISSUES: A NEW APPROACH OF ADIPOCERE

FORMATION

Adipocere is the result of the postmortem decomposition consisting of a solid mixture of fatty acids and soaps.
In adequate conditions, adipocere is formed because of the decomposition of adipose tissues.

This article aims to identify the formation of adipocere stage by stage in six different ambient conditions. Human
and pig adipose tissues are used to do the different experiments and Fourier Transform Infrared microspectrome-

try is used to show the chemical modifications.

The results highlight the fact that good conditions can promote the formation of adipocere in short time after
the death. Furthermore, interpretations of F.T.1.R. spectra introduce a new approach of the degradation of adipose

tissue.

Finally, FTIR in mode Attenuated Total Reflectance allows the establishment of quantitative profile lipid evo-
lution and may provide a clue to the determination of post mortem interval with an eye to completing medicolegal

methods.

Key-words: Adipocere, decomposition, forensic sciences, infrared microspectroscopy, ATR infrared

spectroscopy.

INTRODUCTION

Apres la mort, le corps humain subit de nombreuses
modifications. Les transformations les plus connues
sont sans aucun doute 1I’ensemble des processus bio-
chimiques relatifs au phénomene de la putréfaction.
Celle-ci se caractérise, entre autre, par la dégradation
bactérienne des substances azotées. Les protéines du
corps humain sont scindées sous 1’action des ferments
protéolytiques qui liberent les différents acides mono
et di-aminés. Ces acides aminés sont décomposés par
élimination d’azote et/ou par raccourcissement de la
chaine carbonée pour former des composés tels que la
putrescine ou la cadavérine et en final libérer des com-
posés ammoniacaux.

En fonction des conditions d’entreposage du corps,
du gras de cadavre peut se former et limiter le phéno-
mene de putréfaction.

L’ammoniac libéré lors de la putréfaction rend le
milieu alcalin, il facilite la formation de gras de cadavre

en favorisant la saponification des graisses présentes.
Cependant, la saponification ne suffit pas a expliquer
toute la formation de I’adipocire, en effet, cette réac-
tion ne permet d’obtenir que 35% d’acides gras et de
savon en poids des acides gras totaux [8]. Un autre
mécanisme faisant intervenir des bactéries anaérobies
est aussi trés important dans cette formation.

L’adipocire est obtenue par le biais des cellules adi-
peuses (adipocytes) qui libérent des triglycérides [3].
L’hydrolyse de ces derniers, via des enzymes bacté-
riennes, libeére des acides gras insaturés comme 1’acide
palmitoléique, oléique et linoléique. Ces acides, alors
obtenus, sont hydrogénés en acides gras saturés c’est-
a-dire en acide myristique, palmitique et stéarique majo-
ritairement (figure 1).

Les bactéries anaérobies du genre Clostridium
contribuent le plus a la formation de ’adipocire. Elle
sont retrouvées dans les sols, les végétaux, I’eau douce,
I’eau de mer et I’intestin humain.
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Les acides gras hydroxy- et oxo- obtenus vont étre
responsables de la stabilité de 1’adipocire grace aux
interactions entre les groupements hydroxyles ajoutés
et le carboxyle (COOH) terminal des acides gras. Ces
liaisons hydrogenes augmentent les points de fusion
et par conséquent la stabilité de I’adipocire [6]. L’acide
gras « oxo » (=0) possede un point de fusion supérieur
a celui des acides gras « hydroxy » donc d’autant plus
stable. Enfin, lors des clivages des acides gras, des sels
de sodium et potassium sont formés (savons). Si la
décomposition est longue, ces cations peuvent étre rem-
placés par des ions calcium [3].

Il est a noter que la présence de bactéries aérobies
peut inhiber la formation de I’adipocire.

Les études antérieures [1, 8,9, 12, 13] sur la for-
mation de ’adipocire et sa caractérisation ont été réa-
lisées par chromatographie sur couche mince (CCM)
et par couplage chromatographie en phase gazeuse cou-
plée a un spectrométre de masse (CPG/SM). Plus
récemment, d’autres auteurs [2, 3, 7, 4] ont utilisé la
spectrométrie infrarouge en transmission ou en mode
réflexion (DRIFT, ATR), pour 1’étude de la dégrada-
tion de la graisse de porc (similaire chimiquement a la
composition du tissu adipeux humain) en milieu lacustre
ou humide.

C’est cette méthode que nous appliquons a notre
étude comparative de la dégradation du saindoux et du
tissu adipeux humain, dans différents milieux. En effet,
la spectrométrie infrarouge présente un double avan-
tage : elle demande une préparation d’échantillon sim-
plifiée et permet, par I’interprétation des spectres obte-
nus, de mettre en évidence les transformations
chimiques successives provenant de la dégradation des
graisses. Nous essaieront enfin d’appliquer la spec-

Tissu adipeux

Triglycerides

Acides gras msaturés

H}‘:z‘ro,:#um‘-:rn
Acides gras saturés

Hydrdtation

Figure 1 : Processus de la formation de 1’adipocire.
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trométrie infrarouge en mode ATR, comme technique
complémentaire des méthodes médico-l1égales, pour
I’estimation du délai post mortem.

MATERIELS ET METHODES

Matériels

150 mg de tissu adipeux humain (issu de la paroi
abdominale) et de saindoux (récupéré chez un bou-
cher) sont échantillonnés et placés dans six milieux
différents : terre argileuse, sable, humus, eau de mer,
eau douce et enfin un simple dépdt sur un support en
papier filtre placé dans un environnement humide (¢
> 88%). Les contenants étant des bocaux neufs d’un
volume de 500ml.

Les milieux d’enfouissement sont régulierement
humidifiés pour qu’ils soient favorables a la formation
d’adipocire.

La création de conditions humides pour les échan-
tillons laissés a I’air libre est réalisée simplement en
positionnant les prélévements sous une cloche en verre
avec deux récipients d’eau et un hygrometre.

Les températures restent celles de la piece ou sont
entreposés les récipients : 20-22°C

Notre étude portant sur les premieres étapes de la
transformation des graisses, I’expérience est limitée a
trois mois.

Méthodes

Toutes les semaines, les corps gras sont analysés
par Spectrométrie infrarouge (IRTF). Quelques mg de
tissu adipeux sont utilisés pour I’obtention des spectres
au moyen d’un spectrometre IRTF de marque Bruker
modele Equinox 55 couplé a un microscope optique
IRSCOPE 2 et d’un accessoire ATR mono-réflexion
Golden Gate. Cet appareil est equipé de deux détec-
teurs :

e un détecteur Deutérium Triglycine Sulfate
(DTGS) pour les analyses en ATR,

e un détecteur Mercure Cadmium Tellure (MCT)
pour les analyses en microscopie.
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En ce qui concerne les analyses en mode transmis-
sion, par microscopie, le prélévement est déposé sur
une cellule de compression diamant, elle méme pla-
cée dans le trajet optique du microscope. Les échan-
tillons sont analysés a une résolution de 4 cm™ avec
une accumulation de 64 scans. La plage d’analyse est
comprise entre 650 et 4000 cm™'.

Pour les analyses en mode réflexion (ATR) au
moyen de I’accessoire Golden Gate, le prélevement

de tissu adipeux ou de saindoux est positionné sur
la fenétre en diamant. Il est analysé dans les mé&mes
conditions que précédemment. La plage d’analyse est
comprise entre 400 et 4000 cm™'.

Le logiciel d’acquisition des spectres est OPUS 6.5.
Les spectres sont interprétés par le biais du logiciel
Know It All version 8.

Les résultats sont notés T, (temps initial), Ty, Ts....,
T, (pour les semaines suivantes). Les analyses sont
répliquées quatre fois. Le saindoux et le tissu adipeux
se modifient visuellement au cours du temps. Pour les
échantillons enfouis dans la terre argileuse, humus et
sable, la partie jaune/blanc laiteuse est prélevée. Pour
les échantillons de tissu adipeux placés dans I’eau de
mer et dans [’eau douce, un prélevement est réalisé a
la surface, aux niveaux de petits agrégats blanc dans
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le cas de I’eau de mer, en évitant les zones couvertes
de moisissures dans le cas de 1’eau du robinet.

RESULTATS

1. Spectrométrie infrarouge par transmission

a. Cas du tissu adipeux humain

Le spectre infrarouge d’un tissu adipeux non dégradé
(appelé tissu adipeux T, est présenté en figure 2. Le
tableau I résume la correspondance entre les nombre
d’ondes des vibrations caractéristiques et les fonctions
chimiques.

La figure 3, correspondant au spectre au temps T1,
du tissu adipeux enfoui dans le sable, montre par le
biais d’un épaulement a 1710 cm™ (bande liée a I’élon-
gation C=0 d’acides gras libres), le début de la for-
mation des acides gras insaturés.

A partir de la deuxiéme semaine, dans presque tous
les milieux, on retrouve la bande d’absorption a 1710
cm et il est observé celles correspondant aux élonga-

j )

800 600 3400 F200 =000 2800 2600

2400

Z2z00 2000 1200 1600 1400 1200 1000 S00

Figure 2 : Spectre du tissu adipeux humain a To.
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Nombres d’onde (+2cm-1)

Fonctions

3007
2922
2853
1744
1377
1159
1119

Elongation symétrique C=CH cis
Elongation asymétrique CH,
Elongation symétrique CH,

Elongation C=0 ester
Déformation symétrique CHy
Elongation C-O ester

Déformation dans le plan CH,

Tableau I : Correspondance nombres d’onde et fonctions.

tions C-O des sels d’acides gras (1540cm™ et 1575cm™).
Ces dernieres montrent que les acides gras ont formé
des savons.

Enfin, la bande a 1730 cm™ est une illustration de
la formation de composés intermédiaires tels que les
diglycérides et monoglycerides pendant I’hydrolyse.

Les différents milieux d’enfouissements ou d’im-
mersion ont été favorables a une transformation rapide

des graisses, hormis I’échantillon laissé a I’air libre qui
n’a pas évolué. L’étude montre que les modifications
chimiques sont initiées plus rapidement dans I’eau de
mer par rapport a I’eau douce (eau du robinet). Notons
que le chlore présent en tres faible quantité dans dans
I’eau du robinet de la ville de MARSEILLE a une acti-
vité négligeable. Il en est de méme pour I’influence du
pH situé autour de 8 pour les deux eaux, I’eau de la
mer Méditerranée étant 1égerement plus basique que

1144

1124

-—=1745

1800 1800 1700 | 1800 1500 1400

Wavenumbers

1200 1100 1000 500 500 700

Figure 3 : Tissu adipeux humain enfoui dans le sable, temps T1.
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I’eau du robinet de la ville de Marseille (respective-
ment pH 8,2 et pH 7.8).

Pour les milieux d’enfouissement, le sable par des
propriétés de drainage importantes, permet également
une transformation plus rapide. Dans deux milieux (le
sable et I’argile), les sels de calcium apparaissent rapi-
demment (bande d’absorption a 873 cm-!). Le tableau
II présente I’ensemble des vibrations apparues, au cours
du temps, dans les différents milieux.

On note I’apparition a partir de T4, de bandes cor-
respondants aux élongations OH (bandes a 3400-3200
cm™ et 2700-2600 cm-1). Ces derniéres sont attribuées
aux acides gras hydroxy. Elles montrent que la for-
mation de 1’adipocire est a un stade déja avancé pour
une dégradation de 4 semaines (figure 4).

Au bout de trois mois (figure 5) le spectre du tissu
adipeux enfoui dans le sable permet de remarquer que
I’élongation C=0 des acides gras libres prend le pas
sur I’élongation C=0 des triglycérides. Les élonga-
tions C-O des sels d’acides gras, quant a elles, sont
devenues intenses, remplagant 1’élongation C-O ester
a 1159 cm™. La présence des bandes a 2954 cm™ et 1450
cm résultant de la conversion des acides gras insatu-
rés en acides gras saturés nous confirme que 1’adipo-
cire est bien un mélange ou prédominent les acides
gras saturés.

b. Cas du saindoux

Les élongations observées précédemment dans le
tissu adipeux sont, la encore, observables. Toutefois,
elles apparaissent plus tardivement, apres 4 semaines
d’expérimentation, et seulement dans certains milieux.
Ces résultats apparaissent en contradiction avec des don-
nées précédentes [5]. Il faut alors s’interroger sur notre
échantillon : le saindoux pris comme mod¢le d’adipose
animale. Le traitement thermique qu’il subit a détruit
les bactéries présentes initialement dans les graisses et
a ralentit le processus de formation d’adipocire.

Une synthese des observations spectrales les plus
importantes est présentée dans le tableau III.

c. Discussion

Cette expérience a permis d’observer, qu’il s’agisse
du tissu adipeux humain ou du saindoux, la saponifi-
cation des acides gras et I’ hydrolyse des triglycérides
en acides gras insaturés.

Nous avons remarqué que les vibrations a 1540 cm!'
et 1575 cm™ attribuées aux sels d’acides gras apparais-
senten méme temps voire avant la vibration a 1710 cm!
des acides gras libres. Cela laisse penser qu’une partie
des sels d’acides gras se forme juste apres la formation
des acides gras insaturés. L’hypothese d’une nouvelle
voie peut donc étre envisagée, ce qui permet de com-
pléter le schéma de la formation de I’adipocire présenté
précédemment (étape notée en pointillé-figure 6).

Cependant I’étape d’hydrogénation est difficile-
ment observable au niveau des bandes correspondants
aux élongations symétriques et asymétriques C-H,
(2950 — 2850 cm™. Pour vérifier la progression de cette
étape a ce niveau, nous menons une étude complé-
mentaire en utilisant le mode réflexion totale atténuée
(ATR) au moyen de I’accessoire Golden Gate. Par ce
mode, la profondeur de pénétration de 1’échantillon
dépend de la longueur d’onde du faisceau incident, les
spectres sont alors comparables par I’intensité des
bandes d’absorption.

2. Spectrométrie infrarouge par réflexion
(ATR)

150mg de tissu adipeux humain sont enfouis dans
du sable, selon la méthodologie précédemment définie,
pendant cinq semaines. Des prélevements sont effec-
tués et analysés chaque semaine. La figure 7 montre un
comparatif, pour les temps To,T3 et TS, de I’intensité
des bandes d’absorption liées aux transformations chi-
miques étudiées. Les spectres obtenus a des intervalles
réguliers (temps T, T; T,, T;...) peuvent étre considé-
rés comme les barreaux d’une échelle de temps. Il est
alors possible d’envisager de comparer le spectre issu
d’un tissu adipeux inconnu avec un ensemble de spectres
pris comme références, acquis en des temps croissants,
a partir de graisses fraiches placées dans un milieu de
dégradation le plus proche possible de celui de I’inconnu.
Dans ce cas, une telle comparaison basée sur I’étude
chimique permettrait de déterminer le délai nécessaire
a I’obtention des dégradations mises en évidence au
niveau de I’échantillon inconnu.

En ce qui concerne les bandes d’absorption liées
aux €longations symétriques et asymétriques CH, il
n’est pas noté d’ augmentation de leur intensité mais
il est mis en évidence un décalage progressif de celles
ci, qui devient supérieur a notre résolution spectrale a
partir de T5. Une prochaine étude menée avec une
meilleure résolution spectrale (2 cm™) doit nous per-
mettre de valider ce dernier résultat.

Journal of Forensic Medicine



017-027 ARTICLE ORIGINAL - J ANTOINE_9-16 Gisselmann 18/06/12 16:34—.‘3@%3

E. VANDERBORGHT, J. ANTOINE, V. LAMOTHE, S. SOUMIREU-LARTIGUE 23
Tl T2 T3 T4 T6 TS Tl() T12
Tissu adipeux
1730 3300 2954
ok Epaulement 1710 2730-2600
1540- 1575 1450
873
Epaulement 1710 3300 2954 873
Terre argileuse 1540- 1575 2730-2600
1450
1730 3300 2954 873
Humus Epaulement 1710 2730-2600
1540-1575 faible 1540- 1575 1450
3300
Eau de mer 1710
1539 -1574
1450-1400
3300 2954
Eau douce 1710 1450 2730-2600

1540 -1575

Air-humidité
- : inactif

Tableau II : Vibrations caractéristiques observées au cours du temps dans les différents milieux - cas du tissu adi-

peux humain.
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Saindoux T4 Ts Ts T7
Sable - - = p
Terre argi]euse épaulement 1710 3300
1540-1575
Humus 3300,

épaulement 1710

1540 - 157(

Eau de mer 1540 -1575

Eau douce = = = =
Air-humidité = - = -

- : inactif

1732

3300
2730-2600
épaulement 1710

1730

Tableau III : Vibrations caractéristiques observées au cours du temps dans les différents milieux - cas du saindoux.

Tissu adipeux

Hyadrgahon

Acides gras satureés

Acides gras hydroxy

v

Figure 6 : Processus de la formation de 1’adipocire.
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CONCLUSION
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En ce qui concerne les analyses en réflexion par la
méthode ATR, les spectres étant comparables au niveau
de I’intensité des bandes d’absorption, I’établissement
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méthodes médico-légales classiquement utilisées.
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