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Résumé

L’objectif assigné a ce travail est le développement d’une nouvelle méthode analytique
simple, rapide et respectueuse de I’environnement pour I’analyse des formulations a base

d’huiles essentielles utilisées pour le traitement anti-inflammatoire.

D’abord, une analyse qualitative a été réalisée afin de verifier la pureté des huiles considérées

et attribuer les bandes caractéristiques aux groupements fonctionnels appropriés.

A cause de I’absence des teneurs des ingrédients sur I’étiquetage des formulations a base d’HE,
nous avons opté pour une quantification de ces derniers. La formulation F.3 a été choisie pour
effectuer I’analyse prédictive a cause de la disponibilité sur le marché local des huiles

essentielles qu’elle contient a savoir ’'HE L.g, T.h et A.m.

Du moment que le modele monovarié n’a pas pu donner la composition exacte a cause du
chevauchement de certaines bandes caractéristiques des HE considérées, nous avons été
amenées a developper une méthode multi-variee PLS-FTIR afin de déterminer simultanément
les trois constituants. Différents parameétres d’optimisation ont été étudiés lors de la
modélisation (les gammes d’optimisation, I'option de prétraitement spectral, les régions

spectrales et leurs rangs).

Les résultats de la prédiction ont révélé que le modéle PLS Il était adéquat pour la
détermination simultanée de trois huiles essentielles en fournissant des erreurs analytiques
RMSEP les plus faibles de 0.187, 0.216 et 0.357 pour le clou de girofle, le thym et la camomille,
respectivement. Des mélanges synthétiques ont été analysés en vue de valider la fiabilité du
mode¢le, a travers I’évaluation des erreurs relatives. Par ailleurs, 1’application de la méthode
PLS-IRTF aux échantillons réels a permis d’obtenir des résultats globalement acceptables. Les
valeurs d’exactitude, issues de la méthode des ajouts dosés, attestent de la bonne

reproductibilité du modele développe.

Mots clés : Huiles essentielles, formulations, FTIR, PLS, analyse prédictive



Abstract

The objective of this work is to develop a new analytical method that is simple, rapid, and
environmentally friendly for analyzing essential oil-based formulations used for anti-
inflammatory treatment.

First, a qualitative analysis was conducted to verify the purity of the selected essential oils and
to assign the characteristic bands to the appropriate functional groups.

Due to the absence of ingredient concentrations on the labeling of essential oil-based
formulations, we opted for the quantification of these components. Formulation F.3 was
selected for predictive analysis because of the local market availability of its essential oil
components, namely L.g, T.h, and A.m.

Since the univariate model was unable to provide accurate composition results due to the
overlap of some characteristic bands of the considered essential oils, we were led to develop a
multivariate PLS-FTIR method to simultaneously determine the three constituents. Various
optimization parameters were investigated during the modeling process (optimization ranges,
spectral pretreatment options, spectral regions, and their ranks).

Prediction results revealed that the PLS Il model was suitable for the simultaneous
determination of the three essential oils, providing the lowest analytical errors (RMSEP) of
0.187, 0.216, and 0.357 for clove, thyme, and chamomile, respectively. Synthetic mixtures were
analyzed to validate the model’s reliability by evaluating the relative errors. Moreover, applying
the PLS-FTIR method to real samples yielded generally acceptable results. The accuracy values
obtained through the standard addition method confirm the good reproducibility of the

developed model.

Keywords: Essential oils, formulations, FTIR, PLS, predictive analysis.
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Introduction générale

Les plantes aromatiques, médicinales et les épices sont utilisés a travers le monde depuis
des siecles, dans des domaines variés tels que I’alimentation, la cosmétique, la pharmacie et
I’agroalimentaire. Selon 1’Organisation mondiale de la santé (OMS), prés de 80 % de la
population mondiale recourt principalement a des remedes a base de plantes, et environ 40 %
des produits pharmaceutiques dérivent de composés d’origine végétale. [1].

Les huiles essentielles sont des extraits obtenus a partir de plantes, chacune possédant un
ardéme qui lui est propre. Elles sont constituées de mélanges de composés aromatiques volatiles
et odorants, naturellement présents en faible quantité dans les végétaux. Tres riches en arémes
et hautement volatiles, elles se transforment rapidement de I’état liquide a I’état gazeux au
contact de I’air [2].

Actuellement, les huiles essentielles connaissent un engouement croissant a 1’échelle
mondiale, en raison de la demande accrue pour des ingrédients naturels et purs dans divers
secteurs. De grandes quantités sont produites pour répondre aux besoins des industries des
arémes, des parfums, des cosmétiques, mais aussi dans le domaine de la santé, notamment en
aromathérapie et en phytothérapie [3]. Les méthodes d’extraction les plus couramment utilisées
sont I’hydrodistilation et ’entrainement a la vapeur [4-6].

Les huiles essentielles, largement utilisées en aromathérapie, cosmétique et pharmacologie,
doivent étre manipulées avec précaution en raison de leur forte concentration en composés
actifs. Pour un usage topique, les normes professionnelles recommandent une dilution
maximale de 10 % dans une huile végétale [7,8], afin de garantir la sécurité des utilisateurs. Il
est donc essentiel de vérifier la composition et la conformité de ces mélanges a ’aide de
techniques analytiques fiables. La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse (GC-MS) est généralement considérée comme la méthode la plus utilisée et la plus
performante pour ’analyse des huiles essentielles, car elle permet une identification précise des
constituants volatils, méme a faible concentration. Toutefois, cette technique reste complexe,
colteuse et nécessite une préparation d’échantillons spécifique.

La spectroscopie infrarouge, notamment la spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (FTIR), est une méthode analytique couramment utilisée pour l'identification et la
caracterisation des composés organiques. Elle repose sur I’absorption du rayonnement
infrarouge par les liaisons chimiques des molécules [9]. Elle est utilisée dans différentes

domaine tels que la chimie, la pharmacie, la cosmétique, I’agroalimentaire, 1’environnement et
b 9 9 9



le biomédical. Elle permet 1’identification des composés, le contrdle qualité, la détection de
fraudes ou de polluants, ainsi que 1’analyse de formulations complexes [10-12].

Dans notre étude, nous avons choisi d’utiliser la spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier en mode réflexion totale atténuée (FTIR-ATR), une méthode rapide, non destructive et
simple a mettre en ceuvre. Elle permet d’analyser qualitativement et quantitativement les huiles
essentielles et les formulations a base de ces huiles.

L’analyse chimique utilisant la spectrophotométrie repose sur la collecte rapide d’un tres
grand nombre de données spectrales, souvent de I'ordre de plusieurs centaines a plusieurs
milliers. Pour interpréter efficacement ces données complexes, on fait appel a la chimiométrie,
une discipline qui applique des méthodes mathématiques, et plus particuliérement statistiques,
a I’analyse des données analytiques. Parmi les approches chimiométriques, la régression par
moindres carrés partiels (PLS) est la méthode la plus couramment utilisée pour le traitement
des spectres obtenus par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF).

L’objectif de notre travail est d’analyser qualitativement et quantitativement les
formulations a base d’huiles essenticlles a 1’aide de la spectroscopie FTIR-ATR, verifier la
conformité aux normes de dilution recommandées pour un usage topique (<10% d’HE), mettre
en évidence I’intérét des outils analytiques modernes dans le controle de qualité des
préparations a base d’HE.

Ce travail s’articule en deux chapitres essentiels, le premier chapitre est consacré la
recherche bibliographique portant sur les généralités sur les plantes aromatiques et médicinales
et les huiles essenticlles, les procédés d’extraction des huiles essentielles et la technique
d’analyse spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier en mode ATR. Il présente
également une synthese bibliographique des travaux antérieurs effectués sur les différentes
méthodes d’extraction et différentes techniques d’analyse des huiles essentielles.

Le deuxieéme chapitre est consacré a I’étude expérimentale. Il contient 1’extraction par
hydrodistillation, 1’analyse qualitative des huiles essentielles, les méthodes de calibration
monovariée et multivariée, notamment PLS-R, ainsi que les parametres de validation du modéle
développé. Les résultats expérimentaux ont fait 1’objet d’une analyse critique et d’une

discussion approfondie avant la conclusion.



®

6\

Chapitre | :
Revue bibliographie




Page |1

Introduction sur les plantes médicinales et aromatiques

Les plantes représentent une source essentielle de médicaments. Sur environ 250 000 especes
végetales supérieures recensées dans le monde, plus de 80 000 sont utilisées a des fins
médicinales. Elles jouent un réle central dans la médecine traditionnelle, la phytothérapie, et
contribuent a la sécurité¢ sanitaire ainsi qu’aux moyens de subsistance de nombreuses
populations [13].

Selon la dixiéme version de la Pharmacopée francaise, les plantes médicinales «sont des
drogues végétales au sens de la Pharmacopée européenne dont au moins une partie possede des
propriétés médicamenteuses». Une définition officielle en est donnée par la jurisprudence :
"une plante est dite medicinale lorsqu'elle est inscrite a la pharmacopeée et que son usage est

exclusivement medicinal [14].

Ce ne sont generalement pas les plantes entieres qui sont utilisées, seules certaines parties de
la plante sont exploitées selon leurs propriétés (racine, feuille, fruit, etc.), entre autres. Chacune
a des usages thérapeutiques distincts [13].

Les plantes aromatiques, egalement connues sous le nom d'herbes et d'épices, sont utilisées
au Moyen-Orient depuis environ 5000 ans avant JC pour leurs propriétés conservatrices et
médicinales, en plus d'améliorer I'ardme et la saveur des aliments [1].Plus de 80 % de la
population mondiale a actuellement recours aux remedes traditionnels, notamment aux plantes
locales, pour traiter diverses affections et maladies.

Les plantes meédicinales, utilisées comme remedes a base de plantes, constituent une
ressource essentielle, notamment pour les groupes les plus fragiles, les plus pauvres, pour qui

les préparations pharmaceutiques sont inabordables [15].

I.1. Présentation de quelques plantes médicinales et aromatiques

La littérature montre la présence de diverse plantes médicinales et aromatiques reparties
dans le monde entier.

Le tableau 1.1 représente des informations sur quelques plantes aromatigques et médicinales
de clou de girofle, thym, menthe poivre, lavande et camomille romaine. Il combine le nom
commun et scientifique, la famille botanique, 1’origine, la description botanique, la composition

chimique et 1’utilisation de chaque plante.
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Tableau 1.1 : Présentation de quelques plantes médicinales et aromatiques
Nom commun scieﬁ?hr‘ri]que Famille Origine Description botanique Composition chimique Utilisation Réf
Menthe poivre o Plante vivace et Utilisées en tisane,
Originaire vigoureuse, aux tiges e Polyphénols soulager les douleurs
Mentha d"Europe, violacées, feuilles e Flavonoides musculaires et traiter
piperita ég;lélrtr:\éﬁte o, | dentées et fleurs e  Minéraux certains problémes (16-18]
Amérique et pourpres, elle se i e Acides phénoliques de pegu comme
dans d’autres dlstmgue par son arome Acide Caféique, acide l’lacne ou l_a
régions tenace et sa saveur rosmarinique démangeaison
fraiche.
Un petit buisson vivace
de moins de 40 cm, aux Traiter la toux, le
. tiges ligneuses et aux e Phénoliques, rhume, les infections
Thymus Slé? gﬁ;;ﬂgg?e petites feuilles o Trapézoides respiratoires, les
vulgaris L amiaceae cultivée en a,romathues,, dont principalement le troubles _dlg‘esnfs et | [19,20]
Afrique du Nord I"aspect et I'odeur thymol, ’eugénol et le diabeéte.
et en Asie. var!ent selon les les saponines.
variétés
La lavande Plante sous-arbustive de ¢ L|n,alol . s’q ulager 'Ie stress,
officinale est | 20 & 80 cm, avec racine * Acétate de linalyle Pinsomnie et les
originaire de la | pivotante, tiges courtes, e Camphre tr’ou.b.les digestifs, et
Lavandula Méditerranée et | feuilles étroites, et e Limonene s utilise aussi eln
angustifolia naturalisée en | hampes florales fines e Coumarines e>§terr;e _contre €s [21-24]
Europe, portant un épi unigque e Cineole nevraigies, comme
Australie et | aux bractées brun e Flavonoides ant[slgpthljle et pqudr
Etats-Unis jaunatre nervurées. ameliorer a sante de

la peau.
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Clou de
girofle

Originaire des
Tles Moluques
en Indonésie et
des Philippines

Un arbre aromatique de
taille moyenne, au
feuillage dense et
persistant. Ses feuilles
ovales et brillantes sont

Phénoliques

Les flavonoides

les acides
hydroxybenzoiques

Le clou de girofle est
reconnu comme une
épice pouvant servir
de conservateur

floraux séchés, appelés ydroxycinnamiques
clous de girofle, sont e Lesterpénoides.
riches en eugeénol et trés
odorants.
Camomille Originaire une plante rampante de 30 e L’eau 80% Disponible en tisane,
Romanie d’Europe de cm, a racine \{i\_/ace, tiges e Matiéres minérale 7% | extrait ou gélule,
I’Ouest, elle velues et ramifiees, et o  Sesquiterpénes cette plante est
s’est répandue feuilles fines et e Elavonoides reconnue comme
en Afrique du | Plumeuses. Ses fleurs .« C : aréme naturel. Elle
Chamaemelum Nord, en Asie, | SOlitaires, blanches a gris- oUmarines est utilisée contre les | 1250)
nobile Asteraceae DUis én ' | jaune, sont composeées de e Acides phénoliques, troubles digestifs. los
i fleurons ligulés sur un e Triterpenes g ’
Australie et en réceptacle conique. douleurs, les
Amérique du problemes de peau et
Nord les névralgies.
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1.2. Huile essentielles
1.2.1.Généralités sur les huiles essentielles

Une huile essentielle est un liquide concentré en substances, obtenu par extraction ou
distillation de molécules volatiles de la plante d’origine. On retrouve majoritairement des

terpénoides et des molécules aromatiques.

Selon la norme NF T 75-006 de 1’Association Francaise de Normalisation (AFNOR) et la
Pharmacopée Européenne 7eme édition, une huile essentielle est définie comme « le produit
obtenu a partir d’une matiere premiere d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur et
hydrodistillation, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des citrus, soit par
distillation seche ». Ensuite, des méthodes physiques sont utilisées pour séparer 1’huile

essentielle de la phase aqueuse [3].

La figure 1.1 représente les parties de plante aromatique pouvant contenir de I’huile
essentielle. Elles se présentent majoritairement dans fleurs, feuilles, fruits, racines, rhizomes,
graines, les tiges, le bois et I’écorce. Certaines cellules végétales spécialisées se forment dans
le cytoplasme. Il est possible de les conserver et stocker dans différentes structures de la plante
telles qu’on trouve des poils glandulaires ou trichomes, les cellules épidermiques ou les cellules

sécretrices. Les organes internes, les poches sécrétrices et les canaux secréteurs [31,32].

(" \
) Fleures : Orange, rose, lavande, le bouton floral (girofle)
. J
w ( \
) — Feuilles : Eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette.....
C \. J
E ( \
Q_ — Fruits : Fenouil, anis, épicarpes des citrus ....
m . J
-c | 4 ™
GJ — Graines : Noix de muscade, coriandre...
* m— . J
11, )
('U — Bois et les écorces : Cannelle, santal, bois de rose
& . J
( \
b Organes souterrains : Racines, rhizomes (gingembre,).
. J

Figure 1.1 : Parties de la plante aromatique peuvent contenir de I’huile essentielle
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1.2.2. Composition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges tres complexes de composés aromatique volatils
[22] .Les huiles essentielles sont essentiellement réparties en deux catégories de composés
odorants identifiés par leurs origines biogénétiques spécifiques et selon le processus
métabolique (nombre de carbone). On distingue les terpénes (monoterpénes et sesquiterpénes),
qui dominent dans la majorité des essences, ainsi que les composés aromatiques (dérivés du

phénylpropane comme les esters, phénols, aldéhydes, etc.) [33, 36]

1Terpénes
Monoterpénes
H
CHy P /]\ CH,
)\/\OH | m [ E
OH \/]\JH

J | 7NN [ "
HsC™ TCHy o P HC CH-
Géraniol Linalool Coumarine Camphre Thymol Menthol Limonéne :(,:i‘trnnelljul

Les sesquiterpénes

CHs |
//\‘V/J‘\‘] Tn: CHy CHy -~
H;Cﬁ:.\ — """H ch/:::‘“/d\‘*/\)%’ﬁ“w

T—CHy
CHy
Caryophyllene Farnesol B-Bisabolene

2-Composés aromatiques

0
H3CO Z /@/v’
]ij/\/ = H
HO HO
Eugénol cinnamaldéhyde Chavicol

Figure 1.2 : Structure chimique de quelques composés chimiques des huiles essentielles.

1.2.3.Domaine d’application des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont utilisées dans des différents domaines en pharmacie, agro-

alimentaire, cosmétologie, parfumerie et aromathérapie.
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a. Pharmacie

Les huiles essentielles ont un grand intérét en pharmacie et sont utilisées sous la forme de
préparation galénique. La majorité des constituants d’huile essentielle sont lipophiles,
C.-a-d., rapidement absorbés que ce soit par voie pulmonaire, par voie cutanée ou par voie
digestive. Elles sont utilisées contre des bactéries variée ainsi que des champignons et levures
[37, 38].

b. Agro-alimentaire
Dans le secteur de I'alimentation, les huiles essentielles servent a améliorer la saveur des

produits et a prolonger leur durée de conservation grace aux propriétés antimicrobiennes et
antioxydantes de quelques-uns de leurs ingrédients. Ces agents naturels servent a diminuer ou
substituer les conservateurs chimiques ou artificiels qui ont des impacts négatifs sur la santé.
Effectivement, I'usage d'antioxydants de synthése comme I'hydroxytoluene butilé (BHT) et
I'nydroxyanisole butilé (BHA) est suspecte sur le long terme d'étre mutagéne et cancérigene
[39].
c. Cosmétologie et parfumerie
La plus grande consommation d'huiles essentielles se fait dans le domaine des cosmétiques,
de la savonnerie et des parfums. D'apres le National Research Development Corporation
(NRDC), il constitue 60 % de I'ensemble de la demande en substances naturelles. Ce domaine
se distingue par une vaste gamme de produits, généralement en petites quantités et a des prix
souvent élevés. Les huiles essentielles servent de matiére primaire dans la production de

parfums et d'autres articles cosmétiques [39].

d. Aromatheérapie
L'aromathérapie est une pratique de médecine alternative ou les huiles essentielles jouent
un réle importance en raison de leurs multiples effets de guérison. De plus en plus, elles sont
employées dans diverses spécialités médicales comme : la podologie, I'acupuncture, la masso-

kinésithérapie, l'ostéopathie, la rhumatologie et méme dans le domaine de I'esthétique [39].

1.2 .4. Principales méthode d’extraction d’huile essentielle
Il existe plusieurs méthodes de préparation des huiles essentielles. Les méthodes les plus

utilisées sont hydro-distillation et I’entrainement a la vapeur d’eau.
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a. Distillation par entrainement a la vapeur

L'obtention de la majorité des huiles essentielles se fait par distillation & la vapeur d'eau.

La distillation s'appuie sur la caractéristique des huiles essentielles de devenir volatiles
lorsqu'elles sont chauffées, permettant a I'huile d'étre transportée par la vapeur d'eau.
Suite a la condensation, L'huile essentielle est séparée du distillat par le processus de
décantation. Le manque de contact direct entre l'eau et le matériau végétal, puis entre I'eau et
les molécules aromatiques évite certains processus d'hydrolyse ou de décomposition

susceptibles de compromettre la qualité de I’huile[40].

/supp?n réfrigérant

/// 7§\ /\Q
= &Q\\\ distillat
N aqueux

. matiere
végétale

\ de I'eau p—
\ ballon récipient collecteur

Figure 1.3 : Montage d’entrainement a la vapeur d’eau [40].

b. Hydro-distillation

L'hydro-distillation (HD) est une variante de la distillation a la vapeur d'eau,
recommandée par la Pharmacopée francaise pour I'extraction des HE d'épices séchées et le
contréle qualité des HE en laboratoire. Au lieu d'utiliser de la vapeur d'eau, les matiéres
vegétales en HD sont directement immergées dans I'eau. Ce mélange solide-liquide est ensuite
chauffé jusqu'a ébullition sous pression atmosphérique dans un alambic, ou la chaleur permet
la libération de molécules odorantes dans les cellules végétales. Ces composés aromatiques
volatils et I'eau forment un mélange azéotropique « Un mélange azéotropique est un mélange
de deux liquides (comme 1’eau et les huiles essentielles) qui s’évapore a une température
constante. Dans ce cas, la vapeur a la méme composition que le liquide, ce qui permet de les
entrainer ensemble lors de la distillation », qui peut étre évaporé ensemble a la méme

pression, puis condensé et séparé dans une fiole florentine grace a leur immiscibilité et leur
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différence de densité. De plus, un systeme de cohobation permet de recycler I'eau distillée par
siphon afin d'améliorer le rendement et la qualité des HE. Il est important de noter que les HE
récupérées different de I'essence originale en raison de la longue durée du traitement [41]. Le
dispositif de type Clevenger, recommandé par la Pharmacopée Européenne, permet d'extraire
les huiles essentielles par hydrodistillation avec recyclage de 1’eau (cohobation). Aprées

condensation, I’huile essentielle est séparée de I’eau par décantation grace a leur différence de

densité, permettant une récupération efficace de la phase huileuse [42,43].

, L Sortie eau froide
gy =
Fvicd B
iw v
R %0
PN cE v =
A oY =
a M,
A Entrée eau froide
A
= A Huile essentielle
.5 -
T A ® s
5 A s Fau distillée
Z 4 %
w A =%
] %
- ES # R
% N &
\/ ‘1
Ballon =
- | 27 Matériel végétal + Eau
AT & =7
-
— Chauffe ballon
-

Figure 1.4 : Montage d’extraction par hydro distillation [42].

1.2.5.Effets des huiles essentielles

Des recherches ont montré que les huiles essentielles présentent des activités importantes
telles qu’anti-oxydantes, antifongiques, antibactériennes et anti-inflammatoires [44].

Les huiles essentielles possedent des propriétés spécifiques grace a sa composition
chimique. Le tableau 1.2 représente plusieurs huiles essentielles en fonction de 1’origine, 1’effet

et les principaux composés actifs qu’elles contiennent



Tableau 1.2 : Présentation de quelques huiles essentielles.
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Antirhumatismal
Relaxant

Acides phénoliques

Huile essentielle Description Effets Composition chimique Référence
Antibactérienne
Clou de girofle | Couleur jaune brun et plus Antifongique
ney dc";‘”ste que 'tea“-l e , Antioxydant o 70 485% d’eugénol. 2&“;
1o st un naturet anaigesique qui Antiseptique e 15% d’acétate eugényle. e
ggrllltsigfe:?: joritairement en Anti- e 52 12% de p-caryophylléne. 45-49]
Scn, inflammatoire
Antispasmodique
Soulager la douleur
Ob distillation d e 30-65% de Thymol
Thym ﬂeter”U; p%r] n'ft' \?tllogries Antioxydant e 5-15% de p-Cyméne
C,e‘;ts n“h 31/ de“ﬁm“ i%e (Slle Anti- e 5-30% dey-Terpinéne [18,20,
o LA b, 1€ inflammatoire e 1-8%(de Carvacrol 49, 50-54]
couleur jaune a brun-rouge, a Antiseptique e Linalol
I’odeur chaude et typique du . L ’
OH thym Antibactérienne e borneol
' Antifongique e thymol-acétate
- - - Y Anti-
, Obtenu par distillation a la inflammatoire e a-bisabolene
Camomille vapeur d’eau des fleurs Antiseptique e chamazuléne
(capitules), reconnue par la . . - [18, 28-
Pharmaconée EUronéenne Antispasmodique e 1,8-cineole. 49]
/Q)w P P ' Soulage la douleur e Coumarines ’
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Lavande Obtenue par distillation des e Antimicrobiennes
fleurs, se distingue par son e Antioxydant e 20-45 % de Linalol
OH ardme doux et subtil. Trés peu e Anti- o 25-46 % d’Acétate de linalyle [18, 22,
| toxique, elle est considéree inflammatoire e 1.2% de Camphre 55-57]
comme stire a I'usage. e Antiseptique e 0.1% de Lavandulol
| e Relaxant e Limonéne
e Soulager maux de e Eucalyptol
téte
Menthe poivré Obtenue par distillation des e Antibactérienne e 30 a55% de menthol
feuilles fraiches ou séchées. e Antifongique e 14 3 32% de menthone
C’est un liquide huileux, clair a e Antioxydant e 1,52 10% d’isomenthone [18, 32 ,49,
verdatre, au parfum et go(t frais e Relaxant e 12a8% de menthofurane 58-60]
" OH typiques. e Antispasmodique e 2.84a10% d’acétate de
A o SAouIager maux de menthyle
tete
e Anti-
inflammatoire
Eucalyptus Obtenue par entrainement a la e Antimicrobienne
GHs vapeur d'eau des feuilles et e Antioxydant e 652a70% de 1,8-cinéole
> rameaux e Antiviral e 0,052a10% de a-pinéne [18,26, 17,
C’est un liquide, de couleur e Anti- e 0,0521,5% de B-pinéne 61, 62]
jaune a jaune pale et dégage une inflammatoire e 0,054 15% de limonéne
HsC™  CHy forte odeur de 1,8-cinéole o Antiseptique
Pin d’Alep Une SUbStanC.e "?‘ron?a“q\“e ° Ant!baCtérienne 25.90% de 3 Caryophyllene
obtenue par distillation a la e Antifongique \ 0 4
vapeur d'eau des aiguilles et e Anti- 10.90:a13.70% de a pinene
20.20 a 24.10% de myrcene [49, 63-65]

rameaux de cet arbre
méditerranéen. Elle se distingue
par son parfum résineux et
boisé

inflammatoire
Antiseptique
Antioxydant

10.50 a 11.90% de p cymene
10.50a12.50% de
caryophyllene oxide
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1.2.6.Recommandations et les normes
Les huiles essentielles ne sont pas utilisées concentrées. Une dilution de ces dernieres est

recommandée selon le contexte d’utilisation tableau I.3).

Tableau 1.3 : Taux de dilution recommandés des huiles essentielles selon le type d’usage.

el p: Taux de dilution .
Contexte d'utilisation recommandé Remarques Réf.
Application topique Selon
thérapeutique (douleurs 3-10% . .
: o la tolérance cutanée
musculaires, articulaires) 7]
Application sur grandes .
Usage prolongé ou peau
surfaces ou personnes 1-3% fraqi
. ragile
sensibles
Form_ul,atlons therapeuthugs Jusqu'a 10% _Choix de Ihuile por,teuse [66]
localisées et de courte duree important pour la tolérance
Usage cosmétique quotidien 0.5-5% Pour pr odm_ts
naturels/biologiques (8]
Produits non quotidiens ou a Jusqu’a 10% Baumes, créemes ciblées
visée thérapeutique locale q ? ’
Formulations preécises selon
Formules en aromathérapie 5-10% (voire plus indication : infections,
i : [67]
professionnelle ponctuellement) douleurs, troubles cutanés,
etc.

I.3.Analyse par spectroscopie infrarouge

Introduction

La spectroscopie infrarouge prend naissance en 1800 avec la découverte du rayonnement
infrarouge par William Herschel. Elle devient un outil analytique majeur dés 1905, grace aux
travaux de William W. Coblentz sur les vibrations moléculaires, ouvrant la voie a de

nombreuses applications en recherche et en technologie [68].

Les premieres avancées instrumentales en spectroscopie infrarouge apparaissent dans les
années 1930-1940. L’équipement moderne se développe dés les années 1950, avec une large

diffusion a partir des années 1960 [69].

L’arrivée des premiers spectrométres infrarouges pour la recherche dans les années 1970 a
marqué un tournant majeur. Des les années 1980, leur miniaturisation et leur simplification ont
permis une utilisation de routine plus large, notamment grace a des instruments compacts,
économiques et faciles a manipuler. Parallelement, les avancées en électronique ont favorisé le

développement et la démocratisation de la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
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(IRTF). Aujourd’hui, cette technique est largement utilisée pour I’identification de composés,
le contrdle de pureté, la surveillance de processus industriels et les analyses quantitatives. Elle
constitue également un outil clé en chimométrie, avec des applications dans de nombreux

domaines scientifiques et industriels [70].

1.3.1.Spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge (IR) est une méthode d’analyse basée sur I’interaction des
atomes et des molécules avec le rayonnement du domaine infrarouge du spectre
électromagnétique [71]. Ce rayonnement se caractérise par sa fréquence, exprimée en hertz
(Hz), ou par son nombre d'onde, généralement indiqué en centimetres inverses (cm™),
également appelés Kaysers[64].Elle constitue une technique fondamentale en spectroscopie et
connait une large gamme d’applications grace a la diversité des méthodes d’absorption. 11 est

relativement aisé d’obtenir des spectres a partir de solutions, d’échantillons solides ou gazeux.

Un spectre infrarouge est généralement obtenu en mesurant le passage du rayonnement
infrarouge a travers un échantillon et en déterminant les fractions absorbées a des longueurs
d’onde spécifiques. L’intensité de I’absorption est directement liée a une énergie particuliére

[72].

L'infrarouge se subdivise en trois parties, I’infrarouge proche (NIR) situé entre 13 000 et 4
000cm™, l'infrarouge moyen (MIR) situé entre 4 000 et 200 cm?, et l'infrarouge lointain (FIR)
situé entre 200 et 10 cm™ [71].

<€— Increasing Frequency

: 3 § §§§§§§§3§ 3 Far IR,
X-Ray uv Visible 222 NIR =2 Mid IR Microwave
-€ = >
I SSSS éS S SS l I

Increasing Wavelength =—3

Figure 1.5 : Répartition des rayonnements dans le spectre électromagnétique, avec mise en

évidence des régions infrarouges (NIR, Mid IR, Far IR) [73].



Page |13

1.3.2.Principe de fonctionnement de spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est une technique analytique
utilisée pour obtenir des spectres d’absorption ou de transmission d’un échantillon afin

d’identifier et de caractériser ses composants chimiques.

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) repose sur I’utilisation d’un
interférometre de Michelson qui divise un faisceau de lumiere infrarouge, puis le recombine
pour produire des interférences. Ce faisceau traverse I’échantillon, et les molécules absorbent
certaines fréquences caractéristiques de leurs liaisons chimiques. La FTIR permet de collecter
simultanément des données sur une large plage de longueurs d’onde, ce qui augmente
considérablement la rapidité et la sensibilité des analyses. Les données obtenues sous forme
d’interférogramme ne sont pas directement exploitables et nécessitent une transformation
mathématique, la transformée de Fourier, qui convertit le signal en un spectre précis montrant
les fréquences d’absorption caractéristiques des groupes fonctionnels présents dans
I’échantillon .Elle offre une haute résolution spectrale et peut étre combinée avec des techniques

comme la réflexion diffuse ou la spectroscopie ATR pour une analyse plus poussée [74].

Separateur de =T Miroir fixe
rayons \
I Miroir
/1 y | mobile
g —
Source > . - - _
IR interférometre de Michelson

——  Fchantillon

Détectewr

l Spectrogramme

{*'

i
TF M T 'T]l
Interférogramme  ———foee —> A ‘
LI

Figure 1.6 : Schéma de principe de I’analyse par spectroscopie d’absorption infrarouge [74].
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1.3.3.Réflexion totale atténuée ATR (Attenuated Total Reflectance)

La spectroscopie infrarouge par ATR est une méthode simple, rapide et non destructive,
nécessitant peu de préparation. Elle repose sur 1’absorption partielle de la lumiére IR par un
échantillon posé sur un cristal. Contrairement a la méthode de transmission, elle analyse
seulement la surface de I’échantillon. Bien que les spectres obtenus différent selon la technique
utilisée, ces variations peuvent étre corrigées par traitement informatique pour une comparaison
fiable [75].

Le principe de ’ATR consiste a faire subir au faisceau IR une ou plusieurs réflexions a
I’interface entre un matériau transparent dans I’IR, d’indice de réfraction éleve, et I’échantillon

en contact intime avec le cristal. Pour un angle d’incidence supérieur a un angle critique
(Sin 6c = Z—i , N1 'indice du support et n2 celui de I’échantillon étudié), le faisceau subit une

réflexion totale a I’interface. A chaque réflexion, une onde évanescente est générée au niveau
de I’échantillon au contact du cristal. Elle pénetre faiblement dans 1’échantillon a une
profondeur qui dépend de la longueur d’onde, des indices de réfraction du cristal et de

I’échantillon et de I’angle de I’incidence. Il se produit ainsi la réflexion interne [76].

Echantillon
e

Cristal de diamant /\/\
Faisceau incident / \ Faisceau réfléchi

Figure 1.7 : Schéma de principe de I’ATR.
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I.4. Analyse qualitative

L’analyse qualitative en spectroscopie IRTF se déroule généralement en deux étapes. La
premiére consiste a identifier les principaux groupements fonctionnels présents dans la
substance, en particulier dans la région de I’infrarouge moyen (MIR), a I’aide d’atlas de spectres
de référence. La seconde étape vise & confirmer la structure moléculaire en comparant
I’ensemble du spectre de 1’échantillon avec celui d’un composé connu. Une superposition
parfaite des spectres permet une identification certaine de la substance, chaque molécule
possédant un spectre infrarouge unique, véritable « empreinte digitale » spectrale [1].
1.5. Analyse quantitative

Les principes utilisés pour I’analyse quantitative sont fondamentalement les mémes pour
toutes les méthodes de mesure optique et spectrale. Ces méthodes impliquent la mesure de la
quantité d’énergie déduite par la méthode de mesure étant corrélée a une forme physique ou

chimique, le plus souvent la concentration d’une espece a analyser [1].

1.5.1.Loi de Beer-Lambert

Il s’agit d’une loi utilisée en chimie analytique pour mesurer 1’absorbance d’un échantillon
particulier. Elle permet de déterminer la concentration d’une espéce chimique dans une
solution, a partir de cette mesure, tant que 1’espéce absorbe la lumiére d’une longueur d’onde

particuliére connue, tel que la loi :
A=gxLxC
A : Absorbance.
¢ : le coefficient d’absorption molaire (L. mol™. cm™).
L : Trajet optique (cm), et C : Concentration de la substance dans la solution (mol. L™) [77].

En analyse quantitative, on distingue deux types de calibrations : la calibration monovariable

et la calibration multivariable

1.5.2. Principe de la calibration monovariable
La calibration monovariable permet d’établir une relation entre une grandeur mesurée
(comme ’absorbance) et la concentration d’un composé. Elle se fait en deux étapes : d’abord,

on mesure la réponse analytique d’échantillons de concentration connues, puis 0n construit une
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courbe de calibration. Cette courbe permet ensuite de déterminer la concentration d’un

¢échantillon inconnu en mesurant se réponse et en I’interpolant sur le graphique [1].

L.5.2.1.Caractéristique analytique d’étalonnage
a.Limite de détection (LD)
La limite de détection représente la plus petite quantité d’analyte que la méthode peut détecter,

sans pouvoir la quantifier avec précision.

(3 x96)
a

LD =

Ou : ¢ est I’écart type du signal du blanc, a est la pente de la droite d’étalonnage [78,79].

b.Limite de quantification (LQ)
La limite de quantification est la plus faible concentration d’un analyte dans un échantillon

pouvant étre déterminée avec une précision et une exactitude acceptables

_ (10% 8)
- a

LQ
Ou : J est I’écart type du signal du blanc, a est la pente de la droite d’étalonnage [78,79]

c.L ’écart type relatif

Il représente I’erreur relative entre les différentes mesures par rapport a leur moyenne.

_ (8x100)

RSD =——
X

Ou & est la variance et X la moyenne de 10 spectres d’un échantillon ayant une concentration
médiane [80].

d-Domaine dynamique

C’est le domaine de concentration utilisé pour établir les spectres et une droite de calibration
a une unité definie. Domaine lineaire domaine linéaire est I’intervalle de concentrations dans
lequel la réponse est directement proportionnelle a la concentration de I’analyte, suivant une

relation linéaire.
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1.6.Méthodes de calibrage chimiométrique des spectrophotometres

La chimiométrie est une discipline qui applique des méthodes statistiques multivariées et des
principes métrologiques pour optimiser I’extraction d’information a partir de données
complexes. Elle est particulierement utilisée en chimie analytique, notamment dans I’analyse
de données issues de techniques séparatives (comme la chromatographie et I’électrophoreése) et

spectroscopique (telles que la spectroscopie Raman, IRTF, SPIR et VIS-SPIR) [1].

Les méthodes analytiques les plus couramment utilisées dans la spectroscopie infrarouge sont

les suivantes :

. Régression des moindres carrés classique (CLS)
. Régression des moindres carrés inverse (ILS)
. Régression des moindres carres partiels (PLS)

. Régression des moindres carrés principaux (PCR) [82].

1.6.1. Principe de la calibration PLS multivariable (partial least squares)

La régression PLS (Partial Least Squares Régression) est une méthode statistique qui permet
de relier un grand nombre de variables indépendantes a des variables dépendantes.
Elle repose sur une analyse en composantes principales, ou elle sélectionne les variables les
plus pertinentes pour optimiser la prédiction des résultats. Son objectif est de separer le signal
du bruit dans les données afin d’améliorer 1’analyse et la précision des prévisions. Elle utilise

des logiciels [81].

a .Logiciel °OMNIC ©’

Le logiciel OMNIC a éteé utilisé pour lire les spectres de plusieurs échantillons, y compris un
blanc. Il permet d’obtenir la moyenne et la variance de 10 mesures du blanc, ainsi que les
spectres des eéchantillons avec différentes concentrations. Ces données ont servi a déterminer

les parametres analytiques de la méthode

b. logicail TQ Analyst

TQ Analyste est un logiciel utilisé en spectroscopie infrarouge pour faire des analyses
quantitatives et qualitatives a partir de spectres. Il permet de créer des modéles de calibration,
de tracer des droites d’étalonnage selon la loi de Beer-Lambert, et d’interpréter les données

spectrales traitées au préalable avec le logiciel OMNIC.
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| .6.2- Parametres analytiques d’un modéle PLS

Le logiciel TQ Analyste présente les résultats sous forme de représentation graphique et afin
de valider les méthodes optimisées, le logiciel calcul les paramétres analytiques suivants :
R? : le coefficient de détermination donne le pourcentage de variance présent dans les valeurs
des composantes réelles, qui est reproduit dans la prédiction. R2 approche 100% quand les
valeurs de concentration prédites approchent les valeurs réelles [1].

RMSEP (ou Erreur Quadratique Moyenne de Prédiction)

Dans le cas de test du set de validation, la valeur de I’erreur RMSEP peut étre prise comme

critére pour juger la qualité de la prédiction du modele utilisé [1].
RMSEC (ou Erreur Quadratique Moyenne de Calibration)

C’est une mesure statistique qui évalue la précision d’un modele lors de la phase de
calibration. Il représente 1’erreur quadratique moyenne entre les valeurs prédites et les valeurs

de référence utilisées pour construire le modeéle [1].
RMSECYV (ou Erreur Quadratique Moyenne de Validation Croisée)

Les valeurs de RMSECV sont utilisées pour estimer la fiabilit¢ d’un modele quand la

méthode de la validation croisée est choisie [1].

I.7. Lien entre la chimie verte et la chimie analytique verte

1.7.1. Principe de la chimie verte

La chimie verte, fondée par Paul Anastase, repose sur douze principes visant a réduire
I’impact environnemental des procédés chimiques. Elle privilégie la prévention de la pollution
a la source, la substitution des substances dangereuses par des alternatives moins toxiques,

I’utilisation de matieres premicres renouvelables, 1’efficacité énergétique et la minimisation des

déchets [83].

1.7.2.Chimie analytique verte

La chimie analytique verte vise a minimiser les impacts environnementaux et les risques pour
la santé associés aux méthodes analytiques, en réduisant I’utilisation de substances dangereuses,
la consommation d’énergie et la production de déchets.
Elle repose sur une approche éthique et durable, soutenue par des travaux de recherche
internationaux qui ont contribué a structurer ce domaine en plein essor, avec I’objectif de

transformer les pratiques analytiques actuelles [84].
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Les méthodes PLS-IRTF, inspirées de la chimie verte, permettent de réaliser des analyses
avec moins de produits chimiques, peu de déchets et une consommation d’énergie réduite, que
ce soit en laboratoire ou a I’échelle industrielle. Leur impact environnemental peut étre évalué
a I’aide d’un certificat vert, basé sur des critéres tels que la quantité de réactifs, les déchets

générés et ’énergie utilisée [85].

Efficacité verte

100-90 [JCY
so-s0 =)
79-70 ||
69-55
54-40
39-20

19-0

Pas d’efficacité verte

Figure 1.8 : Certificat vert « Green certificate » utilisé pour la classification des différentes
méthodes analytiques [85].

A partir des données de tableau 1.4 et 1.5, concernant les points de pénalité liés aux risques
des réactifs et a la consommation d’énergie des techniques analytiques, il est possible d’évaluer

la méthode utilisée

Parmi les méthodes directes, la surveillance eélectrochimique en temps réel et la
spectroscopie vibrationnelle (IRTF, NIR et Raman) sont considérées comme des outils

analytiques verts prometteurs.

L’étalonnage et la validation des méthodes analytique, des exigences de I’assurance qualité
et de I’analyse quantitative .Néanmoins, 1’utilisation de solution d’étalonnage (étalons internes
et externes) contribue a la consommation de réactifs a D’extraction des déchets. Cette
contribution a I’extension des déchets ne doit pas étre sous-estimée au cours de 1’évaluation du

caractere écologique des méthodes analytiques [85].



Tableau 1.4 : Les points de pénalité pour les risques de certains réactifs [86].
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. Nombre de _ Point de

Reactifs . Mot de signall o

pictogramme pénalité
Acide acétique (glacial) 1 Danger 4
Acide acétique (30%) 2 Danger 2
Solution d’ammoniac (25%) 3 Danger 6
Acide benzoique 1 Avertissement 1
Dichlorométhane 1 Avertissement 1

Tableau 1.5 : Les points de pénalité pour I’énergie de certaines techniques d’analyse [86].

Technique

Energie utilisé

Points de pénalité

IRTF

Spectrofluorométrie

Titrage

CLUP

Spectrometrie UV-VIS

<0.1 KWh par échantillon

SAA

CG

CL

< 1.5 KWh par échantillon

CG-SM

CL-SM

CL-SM

RMN

Diffractométrie de rayon X

1.5 par échantillon
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L’équation de calcul des points de pénalités se fait comme suit :

Ol:y=axx?

y est la valeur de pénalité, x est le volume de réactifs ; a et b sont les deux coefficients :
a=0.61+0.05 et b=0.31+0.02 pour la consommation de réactifs

a=1.50+0.08 and b=0.40+0.02 pour la génération de déchets).

1.8 Synthese bibliographique sur les travaux antérieurs

Les tableaux 1.6 et 1.7 englobent un apergu sur les techniques d’extraction et d’analyse des
huiles essentielles et les méthodes chimiométriques utilisées dans le traitement des données. .
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Tableau 1.6 : Résume de travaux antérieurs sur L’extraction des huiles essentielles.

La plante Technique d’extraction But Réf
. T la modélisation de I’extraction de I’huile essentielle des graines de coriandre
Coriandre Hydrodistillation par hydrodistillation [87]
Eucalyptus globulus [5]
et Origanum Hydrodistillation Formulation d’un vicks dermique anti-inflammatoire.
Vulgare
Romarin. (SS?XIKJI(;t assiste par micro- onde L’extraction des métabolites secondaire du Romarin [88]
Lavandin UItraso'ns:mlc,:ro-onde Comparaison entre différente méthode d’extraction de ’'HE de lavandin. [89]
hydrodistillation .
Carmomille Fluide supercritique CO, (SFE) ﬁgsasl?asjeet comparé la méthode de fluide supercritique avec la méthode [90]
comparé la méthode de dioxyde de carbone supercritique avec les méthodes
Fluide supercritique CO. (SFE) classique [91]
Clou de girofle
Micro- onde Optlm.lser les parametres opératoires influencant le rendement en huile [92]
essentielle
Eucalyptus globulus | Entrainement 2 la vapeur Optimisation de I'extraction par entrainement a la vapeur d'eau de I'huile [6]

essentielle d'Eucalyptus globulus Lab
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Tableau 1.7 : Résume de travaux antérieurs sur I’analyse des huiles essentielles.

Huile essentielle But Te,:chnique Méthode chimiométrie Référence
d’analyse
(Mentha Piperita, Mentha Détermination de la composition chimique d’huile CG-SM i [93]
Pulegium and Mentha Spicata essentielle de menthe
30 huiles différentes famille GC-SM et
Asteraceae, les Lamiaceae et Vérification de la taxonomie et la pureté IRTF PCA et HCA [94]
autres différents famille
Lavande Détection des fraudes IRTF PCA [95]
. Détection de la fraude (Ajout d’huile de GC-SM et i
Clou de girofle térébenthine) IRTF PLS-PCA [96]
. s Caractérisation de la composition chimique d’huile i
Pin d”Alep essentielle de pin. CPG [97]
. Détection I’adultération (Ajout de Mentha spicata i HCA, PCA, PCR et

Mentha piperita et de L-menthol ATR-FTIR PLSR [98]
Citrus aurantium L Détection de I’adultération (par 1’huile de coco) IRTF PCA, IEES- ’DPAI\'SR et [99]
Huile de patchouli Détection de I’adultération IRTF PLS-DA [100]
Eucalyptus citriodora, E ATRAIR,

yp T Détermination de la composition chimique Raman, FT- PLS [101]
globulus

Raman

Mentha, Cymbopogon,
Laya_mdgla, Rosmarinus Identification des’ huiles es:sentlelles (HE) dans le ATR-FTIR PLS-DA et PCA [102]
officinalis et Thymus cadre d’un contrdle de routine
vulgaris
Menthe poivrée et menthe Substitution entre especes de menthe (adultération | FTIR-ATR et PLS-DA et SIMCA [103]
verte botanique) UV-VIS




6\

CHAPITRE Il :

Partie expérimentale




Page | 25

Introduction

Les huiles essentielles sont des extraits naturels volatils issus de plantes aromatiques,
reconnues pour leurs nombreuses propriétés biologiques, notamment leurs effets
antimicrobiens, antioxydants et anti-inflammatoires. Grace a leur richesse en composés actifs
tels que les terpénes, les alcools et les esters, elles sont de plus en plus utilisées dans les
domaines pharmaceutique, cosmétique et thérapeutique. Leur efficacité dépend étroitement de
leur composition chimique, qui peut varier en fonction de I’espéce végétale, des conditions de

culture, du climat et du mode d’extraction [33].

Dans le but d’étudier ces huiles, de nombreux travaux ont €té réalisés pour identifier et
quantifier leurs constituants. L’identification et la qualification sont généralement effectuées a
’aide de techniques analytiques avancées telles que la chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC) et la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC-MS). Bien que ces méthodes soient précises et essentielles, elles restent colteuses

et nécessitent une instrumentation spécialisée [104-105].

En alternative, la spectroscopie infrarouge (IR), notamment en mode ATR-FTIR, offre
plusieurs avantages, elle est rapide, non destructive, facile a mettre en ceuvre et nécessite peu
ou pas de préparation d’échantillons. Elle permet également une analyse directe des mélanges
sans séparation préalable, ce qui en fait une méthode efficace pour le criblage, 1’identification

rapide et méme la quantification des composants présents dans les huiles essentielle.

L’expérimentation a port¢ sur I’étude d’une formulation commerciale a base d’huiles
essentielles, dont I’intérét économique s’est accru ces dernieres années en raison de leur large
utilisation. Cette étude concerne I’analyse qualitative et prédictive des huiles essentielles par
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (ATR-MIR-TF), combinée a I’analyse par
régression PLS (Partial Least Squares), en vue d’un controle qualité fiable et rapide des
échantillons commerciaux. Le présent travail a été réalisé au laboratoire du département de
chimie de la faculté des sciences et au laboratoire de chimie des substances naturelles et

biomolécules de 'université de Blida 1.



11.1. Echantillonnage

Les mélanges a base des huiles essentielles ont été ciblés et achetés. Etant donné le faible
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rendement d’extraction de I’huile essentielle de rose de Damas d’une part et ’absence d’huile

essentielle de Gaulthérie sur le marché, nous avons considéré la formulation 3 pour I’analyse

quantitativement et qualitativement.

Liste exhaustive des huiles essentielles commerciales obtenues par entrainement a la vapeur

ainsi que les composeés contenus dans les formulations sont représentés dans les tableaux 11.1,

1.2 et 11.3.

Tableau I1.1 : Composition de formulation 1

- . Remplissa | Quantité | Prix
Composition | Code | Pureté Pays ge (mi) (DA) Remarque
g"of\r/‘:zs M.P 600
L Blida 5
Lavande LV 100% | Algérie (Chiffa) 550 Absence de
H.E rose de Damas
Eucalyptus E.P 550 | sur le marché
Rose de i i i i ) ]
Damas
Formulation 1 F.1 - France - 5 2500

Il est a signaler que F.1, en plus de H.E elle contient la coumarine, le citral, le géraniol, le
citronellol, le linalool et le limonéne. Malheureusement, La coumarine, le géraniol et le
citronellol ne sont pas disponibles.

Tableau 11.2 : Composition de formulation 2

. , Remplissa | Quantité | Prix
Composition | Code | Pureté Pays ge (mi) (DA) Remarque
Menthe M.P _ 5 600
poivree 100% Algérie Blida Absence de
Chiffa
H.E | Eucalyptus E.P ( ) 5 550 Gaulthérie
Pin Pin 10 1000
Gaulthérie - - - - - -
Formulation 2 F.2 - Algérie 8 490

Il a noté qu’en plus des huiles essentielles, la formulation 2 reforme le constituant menthol
et camphre.
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Tableau 11.3 : Composition de formulation 3.

. ] Remplissa | Quantité | Prix
Composition | Code | Pureté Pays ge (mi) (DA) Remarque
Clou de girofle | L.g Blida 1000
0 -
H.E Thym T.h 100% | Algérie ,A(\ﬁ:ed 10 Disponible
Camomille | Am ug) 3500
Formulation 3 F.3 - Algérie 60 550

11.2. Extraction des huiles essentielles
Du moment que pour les deux premieres formulations, nous n’avons pas pu avoir tous les

constituants, nous avons considéré que la formulation 3 pour effectuer I’analyse prédictive. A
cet effet, nous avons préparé des huiles essentielles a partir des plantes de clou de girofle
(Syzygium aromaticum), du thym (Thymus vulgaris) et de camomille (camomille romaine), par
hydrodistillation, a I’aide d’un dispositif de type Clevenger (figure 11.1)

Pour cela, on a d’abord pesé une quantité bien déterminée de plante séchée, que 1’on a ensuite
placee dans un ballon en verre de 2 L, rempli au deux tiers d’cau distillée. Une fois le montage
de distillation correctement installé et fermé, on a mis en marche le chauffe-ballon, avec un
réglage adapté pour garantir une extraction réguliére et stable. La vapeur d’eau enrichie en
huiles essentielles s’est dirigée vers le haut, a travers la colonne de distillation, avant de se
condenser dans la colonne de refroidissement. Apres environ trois heures, on a recueilli dans
un tube a essai un liquide soit jaunatre ou trouble et blanchétre, formé d’une émulsion d’eau et
d’huile essentielle. En le laissant reposer quelques heures, les deux phases se sont séparées
naturellement. On a ensuite récupéré 1’huile essentielle a I’aide d’une pipette Pasteur, puis on
I’a stockée dans des flacons en verre ambré bien fermes.

Méme apres la séparation spontanée des phases, une partie de 1’huile essentielle reste dissoute
ou dispersée dans la phase aqueuse (I’hydrolat). Afin de récupérer cette fraction résiduelle, nous
avons recouru a une extraction liquide-liquide, qui permet de transférer les composés

hydrophobes de 1’eau vers un solvant organique non miscible (Figure 11.2).
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Figure 11.1 : Extraction de I’huile essentielle de thym
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Figure 11.2 : Organigramme du procédé d’extraction de I’huile essentielle
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11.3. Analyse par spectroscopie ATR-IRTF

L’analyse infrarouge a été réalisée a 1’aide d’un spectrométre infrarouge a transformée de
Fourier (IRTF), en mode ATR (Attenuated Total Reflectance), de marque Thermo Scientific,
modéle Nicolet iS10 (figure 11.3). Les mesures ont été effectuées dans le domaine du moyen
infrarouge, couvrant I’intervalle de nombre d’ondes de 4000 a 500 cm™ .L’appareil possede un
détecteur DTGS et un séparateur de faisceau en KBr. Les spectres ATR-FTIR ont été acquis
avec une résolution spectrale de 4 cm™, et chaque échantillon a été analysé avec un total de 10
balayages (scans). Avant chaque mesure, un fond (background) est enregistré, apres un
nettoyage rigoureux du cristal ATR a I’aide d’un solvant volatil (éthanol ou isopropanol) pour
¢liminer toute trace d’impuretés. Une fois le fond calibré, 3 pL d’échantillon sont directement
déposés sur le cristal a I’aide d’une micro-seringue, puis I’analyse est lancée selon les
parametres standards. Le traitement et I’analyse des spectres sont réalisés a I’aide du logiciel

OMNIC (version Windows 7) (figure 11.4).
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cartouches de \ / P
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\ wrnmande
.’

Ry 3

Fenetres de >
protection [N

Plaleau
d échantillonnage

Zone du cbmpartiment
a échantillons

Port de‘swnal
auxiliaire

Figure 11.3 : Caractéristique principales du Spectrométre Nicolet iS10 (A) et
Accessoire Smart Itr (B) [107]



Page |31

Mise en marche de I'appareil ]

4

[ Mesure de fond (background) ]

-

Préparation de I’échantillon

—

Acquisition de spectre

(—

—

(=

[ Traitement des donnés
[ Nettoyage du support

—/

[

Répétition de I'analyse

- v
Importation des donnes par TQ
Analyst

i1

- A

Création de modele par PLS

il

Application des
prétraitements spectraux

il

[ Optimisation des modeles

g

[ Prédiction les mélange synthétiques ]

il

[ Prédiction des d’échantillons réels ]

N

J

Figure 11.4 : Organigramme resumant les étapes de la détermination par IRTF
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I1.4.Préparation des échantillons

11.4.1.Preparation de la matrice de calibration individuelle

Nous avons préparé une série d’étalonnage, pour chaque huile essentielle dilué dans 1’huile
végetale de tournesol en (V/V%) respectant la norme [7,8]
Donc nous avons considéré les gammes des pourcentages pour I’huile de clou de girofle
comprises entre 1% et 10% et pour I’huile de thym et camomille vers 3% a 10% et on compléte

par huile végétale jusqu’a le volume total 1ml et analysé par ATR-FTIR.

11.4.2.Préparation des mélanges de calibration multivariee

Pour établir une courbe de calibration, sept mélanges sont préparés avec des pourcentages
volumiques variables d’huiles essentielles de thym, de clou de girofle et de camomille. Chaque

mélange est complété avec de 1’huile de tournesol afin de maintenir un volume total constant.

La somme des pourcentages volumiques des huiles essentielles est fixée a 10 %,

conformément a la norme [7,8].

Tableau 11.4 : Matrice des mélanges de calibration multivariée

(VIV)(%) | M1 M1 M3 M4 M5 M6 M7
H.E L.g 1 18 2,6 3,9 6,6 7.1 8,5
H.E T.h 4 7 6,5 55 2.3 25 15
H.E Am 5 1.2 0,9 0,6 1,1 0,4 0

H.T 90 90 90 90 90 90 90

11.4.3.Préparation des mélanges de validation

Pour valider la méthode analytique mise en place, on a préparé des mélanges de validation
en suivant les mémes étapes que pour les melanges de calibration, mais en utilisant des
proportions < 10 %. On ajoute des volumes déterminés d’huile essentielle de clou de girofle
thym, et de camomille, différents de ceux utilisés pour la calibration. On a complété chaque

flacon avec de I’huile de tournesol pour atteindre un volume total constant (1ml).
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Tableau I1.5 : Matrice des mélanges de validation

(VIV)(%) | M1 M2 M3 M4 M5 M6
H.ELg 2,4 05 4,7 1,7 2,2 31
H.ET.h 4,4 6 34 2,1 3,0 3,3
H.EAm 3,2 3,5 1,9 6,2 48 3,6

H.T 90 90 90 90 90 90

11.4.4.Préparation des mélanges synthétiques

La préparation des mélanges synthétiques vise a reproduire des combinaisons précises
d’huiles essentielles selon des proportions définies, en vue d’une analyse par spectroscopie
infrarouge. Elle suit les mémes étapes que celles employées pour les mélanges de validation-

calibration, a la différence des proportions considérées.

Tableau 11.6 : Matrice des melanges synthétiques.

Mélange | M1(%) | M1(%) | M3(%) | M4(%) | M5(%%)
H.E L.g 7.9 2,7 1,4 33 13
H.ETh 1,3 57 2,8 3.1 4.2
H.E Am 08 1,6 58 3,6 45
H.T 90 90 90 90 90

11.5. Résultats et discussions

I1.5.1. Rendement d’extraction
Pour calculer le rendement d’extraction des huiles essentielles a partir des plantes achetées,
on doit déterminer d’abord le taux d’humidité.

Le taux d’humidité est donné par la formule (1).

Taux d’humidité (%) = Tnital Minal . 750 (1)

Mjpitial
mi : La masse initiale de la plante
mf : La masse finale de la plante
Le rendement d’extraction d’HE est calculé par la formule (2). R % :Z_(l) x 100 (2)

ml: la masse en gramme d’huile essentielle

mO : la masse en gramme de la plante séchée
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Tableau 11.7 : Rendement d’extraction des huiles essentielles obtenues par HD

[0)
Plante Taux d’humidité (%) Rendement (%) Réf.
Valeur exp Valeur Th
Clou de girofle 13,12 6.97 15a20 [27]
Thym 23,78 1.74 1.0a3.0 [108]
Camomille 1,43 0,03 0.40a1.75 [28]

D’apres le tableau II.7, la camomille présent un taux d’humidité de 1.43% nettement
inférieure a ceux de clou de girofle (13.12%) et thym (23.78 %) cette différence peut étre
expliquer par plusieurs parameétres, tels que la méthode et la durée de stockage, le temps de
stockage ou encore les conditions environnement avant 1’analyse.

Le taux d’humidité faible de camomille indique un séchage particulierement efficace, ou bien
des conditions de conservation plus strictes. Les rendements d’extraction des huiles essentielles
obtenus a partir du clou de girofle, du thym et de la camomille montrent des variations
significatives par rapport aux valeurs théoriques attendues. Le clou de girofle et le thym ont
fourni des rendements de 6,97 % et 1,75 % respectivement, sensiblement inférieurs aux plages
théoriques de 15 a 20 % pour le clou de girofle et de 1 a 3 % pour le thym, ce qui pourrait
résulter d’une efficacité réduite du procédé d’extraction ou d’une faible teneur initiale en
composes volatils. En revanche, la camomille a généré un rendement tres faible, de I’ordre de
0.03% largement inférieur a la plage théorique (0.4 a 1.75), ce qui suggére soit une faible
concentration en huile essentielle dans la plante utilisée, soit des conditions de récolte,
d’extraction et de stockage peu adaptées.

11.5.2. Comparaison entre les spectres des huiles essentielles

Nous avons effectué une étude qualitative de toutes les huiles essentielles mentionnées dans
les tableaux 11.1, 11.2, 11.3.

11.5.2.1. Comparaison entre les spectres des huiles essentielles pures commerciales et

préparées au laboratoire

La Figure 11.5 représente les spectres ATR-IRTF d’huile essentielle de clou de girofle(a), de
thym (b) et de camomille (c) obtenues par hydrodistillation au laboratoire et celles obtenues par

entrainement a la vapeur commerciales.

On peut constater que les spectres d’huiles essentielles étudiées obtenus par HD et EV sont

identiques. Une différence d’intensité est observée au niveau de certaines bandes.
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Figure I11.5 : Spectres ATR-IRTF des huiles essentielles pures, (a) H.E de clou de girofle, (b) H.E de
thym et (c) H.E de camomille obtenues par hydro distillation au laboratoire et par entrainement a la
vapeur commerciales.
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11.5.2.2. Comparaison entre les spectres de deux H.E commerciales pures obtenues par Ev
et celles obtenues auprés du commerce (officine)

Il s’agit des spectres de quatre échantillons d’huiles essentielles représentées dans la figure 11.6

0.14 _E—H‘E de M.P com
0,13 { = H.E de M.P pure

0124
0113

bl 2950-2850 cm
009

1700-1740 cm™.
0,08+

0071

Absorbance

0.06 —
0.051 3400-3200 cmt

0,04

0,03

0,024

0014
0.00 } i R i R
4000 3500 3000 2500 2000

Nombre d'onde {em-1)

018 | === H.E d'eucalyptus com

; ==H.E d'eucalyptus pure
0,16

(b)

0.141 2950-2850 cm't

0,121

I - -1
0101 1700-1500 cm

Absorbance
o
s

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nombre donde (cm-1)

Figure I1. 6 : Spectres ATR-IRTF d’huile essentielle pures, (a) H.E de M.P com et M.P
pure (b) H.E d’eucalyptus com et H.E d’eucalyptus pure
On constate que I’huile essentielle de M.P pur et commerciale présente des spectres (a)
IRTF tres similaires, ce qui indique qu’ils partagent une composition chimique globale
comparable. Toutefois, quelques différences d’intensité dans certaines bandes, notamment
autour de 3300 cm™! et dans la région 1000—1500 cm™, peuvent suggérer des variations en

concentration de certains composants, possiblement dues a des différences d’origine ou de

procédé d’extraction.
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Les deux spectres IRTF obtenus pour les huiles essentielles d’eucalyptus pur et l'autre
commerciale (b) présentent une forme globale trés similaire, ce qui indique que les deux
échantillons partagent un méme chémotype dominant. Il est probable que ce chémotype
corresponde a I’eucalyptol (1,8-cinéole), composé majoritaire et caractéristique des huiles
essentielles d’eucalyptus. Cependant, des différences d’intensité sont observées entre les deux
spectres, notamment dans la région autour de 1700 cm™, correspondant aux vibrations de
liaison C=0, ainsi que dans la zone d’empreinte digitale, incluant les bandes caractéristiques
des liaisons O—H et C—H. Ces écarts peuvent s’expliquer par des variations de concentration de
certains constituants présents dans les deux échantillons. De telles variations peuvent résulter
de plusieurs facteurs, notamment de la nature botanique exacte de ’espece d’eucalyptus utilisée
(variéte, stade de maturité des feuilles), des conditions opératoires du procédé d’extraction
(durée, température, méthode), ou encore de manipulations post-extraction dans le cas de

I’échantillon commercial, telles que des dilutions, I’ajout de solvants ou de conservateurs.

11.5.3. Etude des spectres des constituants de la formulation 1

Les spectres ATR-IRTF des huiles essentielles de lavande, de menthe poivrée et
d’eucalyptus sont présentés dans les figures II.7, II.8 et I1.9, tandis que leurs bandes

caractéristiques sont répertoriées dans les tableaux 11.8, 11.9 et 11.10.
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Figure 11.7 : Spectres ATR-IRTF d’H.E de la menthe poivrée
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Tableau 11.8 : Bandes caractéristiques de I’'H.E de menthe poivrée pure

Nombre

Nombre

d’on_de Igl\?}tl)Jrrgt?oen Groupement d’on_de Igl\?;[tlyjrrgt?oen Groupement | Réf.
(em™) (em™)
3351 O-H (large) 1455 — Vibration de | C-H Groupes | [102
Alcool 1368 déformation | méthyle et ,109]
Menthol méthylene
2953, C—H Groupes | 1245 — Vibration C-0O Alcool,
2918, CHs / CH: 1025 d’¢élongation | ester menthol,
2869 Elongation | (chaines acétate de
aliphatiques, menthyle
terpénes)
1709 C=0 Cétone 920 - Vibrationde | =C-H cycles
menthone 870 déformation | limonéne,
hors plan pipéritone
b-Spectre de I’huile essentielle de lavande
"1 — Lavande
1248-1000 cm™t 950-700 cm-!

0,153
014t
0134
0124
0114
0104
0,094

0,084

Absorbance

2966 cmL
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Figure 11.8 : Spectres ATR-IRTF d’H.E de la lavande pure




Tableau 11.9 : Bandes caractéristiques de I’H.E de lavande pure
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Nombre Nombre
d’onde (cm’ N_ature_ ik Groupement d’onde (cm’ N_ature_ de Groupement Réf.
D vibration D vibration
O-H (alcool lié Vibration | C-H de
ou phénol) ) de groupement
3418 Géraniol, Linalol | 2401372 | qéformatio | CHoetCHs | [94, 102,
n 109, 110]
C-H de Vibration | C-O (alcool,
groupement CHs d’élongati | ester, éther)
2921,2966 et CH; 1248-1000 | on Acétate de
Acétate de linalyle,linalo
) linalyle |
Elongation | C=0 ester Vibration | =C-H
Acétate de de (groupes
1737 linalyle 950-700 déformatio argmajuques)
n hors plan | Géraniol,
limoneéne,
terpinéne.
C=C alcéne ou
cycle aromatique
1644 Acétate de
linalyle,linalol
C-Huile essentielles d’eucalyptus
ZE: H.E de Eucalyptus
‘ 984 cmt

0141
013:
0124
0415
0103

0091

Absorbance

2926 cm?

2957 cm'*

3455 cm?

——2871cm?

3000 2500

1515 -1375 cm™

1683 cm!

2000

Hombre donde (cm-1)
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1500

ﬂ'wr

1000

914 cm1

Figure 11.9 : Spectres ATR-IRTF d’H.E d’eucalyptus pure




Tableau 11.10 :

Bandes caractéristiques de I’H.E d’eucalyptus pure.
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Nombre Nombre .
X Nature de X Nature de Réf.
d OI{de T —- Groupement d OI{de T — Groupement
(em™) (em™)
O-H 1240 — . ¢-0-C
3455 Alcool ou 1038 Elongation Ethers (1,8-
phénol cinéole)
C-H Chaines , . _
20572871 | Elongation | aliphatiques | 984 — 914 | Deformation | =C-H
hors plan Alcenes
(CHs, CH2) [111
C=OouC=C C-H ’
; . . 112,113]
1683 Cetgne / 814 — 698 Déformation Cycles_
Alcéne hors plan aromatiques ou
conjugué chaines linéaires
C-H
Groupes
1515 — 1375 | Déformation | alkyles
(méthyle,
méthyléne)

d-Etude du spectre de formulation 1

Afin de confirmer la composition de F. 1, les spectres ATR-IRTF de ce mélange ont a été

comparer aux spectres des huiles essentielles pures d’cucalyptus, de lavande et de menthe

poivrée. La figure 11.10 illustre ces superpositions spectrales, tandis que le tableau 11.11

synthétise les bandes caractéristiques observées et leur attribution.

T==H.Ede M.P
le=HEdeLV
fe==F.1
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| J_ 950-700 cm™t
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|
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Figure 11.10 : Spectres ATR-IRTF de F.1 et trois huiles essentielles pures d’eucalyptus,
lavande et de menthe poivrée
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La figure 11.10 et le tableau 11.11 représentent les bandes caractéristiques de F.1.

La comparaison avec les tableaux I1.8, 11.9 et II.10 confirme 1’existence des HE pures dans F.1.

Tableau 11.11 : Bandes caractéristiques de formulation 1

Nombre g’onde N_ature_ de Groupement Présence d_e I’huile Interprétation
(cm™) vibration essentielle
3450 Elongation O-H Alcool Lavande, Menthe Présence de linalol ou
poivrée menthol

2950 — 2850 Elongation C-H Lavande, Menthe Chaines aliphatiques
CHs, CH2 poivrée, eucalyptus | communes
aliphatiques

1740 Elongation C=0 ester / Lavande Présence de a acétate de
Cétone Menthe linalyle et menthone

1680-1500 Déformation c=C Lavande, Menthe Cycles ou structures
Alcene / poivrée, eucalyptus | insaturées
aromatique

1250 - 1000 Elongation C-O/C-O-C | Eucalyptus (1,8- Forte présence d’éther
Ether, alcool cinéole) Eucalyptus

950 — 700 Déformation C-H Lavande, Menthe Présence de cycles

hors plan Aromatique / | poivrée, eucalyptus | aromatiques

Alcéne

L’analyse des spectres ATR-IRTF montre que la F.1 présente un profil trés proche de celui
de T’huile essentielle de menthe poivrée. Cela signifie que cette huile est probablement
majoritaire dans le mélange. En comparant les spectres, on remarque que celui de ’eucalyptus
est assez différent, ce qui laisse penser qu’il est présent en plus faible quantité. Le spectre de la

lavande, quant a lui, montre des similarités modeérées, indiquant une présence intermédiaire.

Dans I’ensemble, le spectre de F.1 confirme qu’il s’agit d’un mélange de plusieurs huiles
essentielles naturelles, principalement la menthe poivrée, suivie de la lavande, et en moindre
proportion, ’eucalyptus. Les bandes caractéristiques de ces huiles sont bien visibles, mais avec
des intensités plus faibles que celles des huiles pures, ce qui est logique pour un produit final
dilué ou préparé pour un usage oral ou cutané, ou des nombres d’ondes largement déplacées a

causes de ’effet de matrice.

e-Comparaison des spectres des ingrédients de la formulation 1

Afin d’identifier les composants présents dans F. 1, une comparaison des spectres ATR-IRTF
a éte réalisee avec ceux de composés tels que le limoneéne, le linalol et le citral. La figure 11.11
illustre cette comparaison en mettant en évidence les similitudes spectrales entre F.let ces

composeés, permettant ainsi de confirmer leur présence dans la formulation.
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Figure 11.11 : Spectres ATR-IRTF de F. 1 :(a) F.1, limonene et linalol (b) F.1 et citral

Le spectre IRTF de F.1 met en évidence la présence de linalool et de limonene. Une large
bande observée autour de 3300 cm™ révéle la présence d’un groupe hydroxyle (O—H),
caractéristique des alcools comme le linalool. Cette interprétation est renforcée par des bandes
situées entre 1000 et 1150 cm™, correspondant aux vibrations des liaisons C—O. Par ailleurs, la
présence de pics dans la zone des 3000—3100 cm™, ainsi que vers 880 et 990 cm™!, indique la
présence de doubles liaisons C=C, typiques des composés alcéniques comme le limonene. Ces

éléments confirment que le linalool et le limonéne sont des constituants de la F.1.
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D’autre part, le spectre IRTF de F.1 présente également de fortes similarités avec celui du
citral. Une bande marquée autour de 1670 cm™ correspond a la vibration d’¢longation C=0
d’un aldéhyde conjugué. On note aussi des bandes plus discrétes entre 2700 et 2800 cm™,
caracteristiques des liaisons C—H des groupements aldéhydes. De plus, le profil global de la
région des empreintes digitales (1000-1500 cm™) est similaire a celui du citral. Ces

observations confirment sa présence dans F.1.

11.5.4. Etude des spectres des constituants de la formulation 2

F.2 contient des huiles essentielles d’eucalyptus, de menthe poivrée et de pin. Il faut noter
que les huiles d’eucalyptus et de menthe poivrée sont communes aux deux formulations 1 et 2

(voir figures 11.8, 11.9).

La figure 11.12 représente le spectre ATR-IRTF de I’huile essentielle de pin, tandis que le

tableau 11.12 en présente les bandes caractéristiques.

a-Huile essentielle de pin
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Figure 11.12 : Spectres ATR-IRTF d’H.E de pin pure



Tableau 11.12 : Bandes caractéristiques d’H.E de pin pure.
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Nombre Nombre
d’onde ’\\/I?tfgtﬁodrs Groupement d’onde ':/I?;E;;odr? Groupement Réf
(cm-1) (cm-1)
C-HCH 4]
- 3 . . .
2917 a-pinéne 1380 Déformation | CH3 a-pinene
1215, ]
1740 Elongation | C=O cétone 1080, Elongation OH (alcool).
1028
=C-H
1640 c=C 786, Déformation Eﬁ(l)crfgtisr)pénes
caryophyllene | 887,989 hors plans bicycliques
(pinénes).
1446 Déformation, | 12 9-Pinene

caryophyllene

b-Etude du spectre formulation 2 :

Afin de verifier la présence effective des trois huiles essentielles dans F.1, le spectre ATR-

IRTF de cette derniére a été compareé a ceux des trois huiles essentielles pures citées. La figure

11.13 et le tableau 11.13 représente les bandes caractéristiques observées dans F.1 et leur

attribution, permettant ainsi de confirmer la présence de chaque huile dans la formulation.
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Figure 11.13 : Spectres ATR-IRTF de F.2 et les trois huiles essentielles pures de pin, menthe poivrée,
d’eucalyptus, (a) F.1, H.E de menthe poivré et H.E d’eucalyptus, (b) F.1 et H.E de pin

D’apres la figure 11.13 montre les spectres de F.2 et des huiles essentielles qu’elle contient. Les

tableaux 11.10, 11.11 et 11.12 représentent les bandes caractéristiques de F.1 et la présence des

huiles essentielles.




Tableau 11.13 : Bandes caractéristiques de F. 1.
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Nombre d’onde Nature de Groupement Pref,en(;e de ,. Y
N . I’huile L’interprétation.
cm-1 vibration fonctionnel X
essentielle
3371 Elongation O-H alcool Menthe poivrée | Présence de menthol
et Eucalyptus et eucalyptol
C-H S N .
3000-2800 Elongation (CH2-CH) Menthe poivreée, Chaine aliphatique
eucalyptus et pin communes.
1734 Elongation. C=0 (cétone, Menthe poivrée Présence de
ester) menthone
_ .o Présence de a-
1600-1500 Elongation c=C Menthe poivree, pinéne, eucalyptol et
aromatique | eucalyptus et pin i \
imonene
1300-1100 Elongation CO C-C Menthe poivreée, Présence de menthol,
(cétone, ester) | eucalyptus et pin Eucalyptol
1050-950 Elongation C-Q (ester, Menthe poivreée, Présence de menthol,
éther) eucalyptus et pin Eucalyptol
900 Déformation C-H . Pin Présence a-pinene
aromatique

L’examen approfondi des spectres infrarouges montre que F.2 présente une forte similitude

spectrale avec chacune des trois huiles essentielles étudiées. Chaque zone spectrale associee a

un groupe fonctionnel particulier (O—H, C-H, C=0, C-0, C=C) est présente dans le spectre de

F.2, ce qui prouve la présence simultanée des huiles essentielles de menthe poivrée,

d’eucalyptus et de pin dans F.2 .D’autres pics supplémentaires apparaissent dans F.2.Ce qui

peuvent étre attribués aux groupements des autres composés de F.2. Ces résultats valident

I'intégration de ces huiles comme composants actifs dans la formulation 2.




Page | 47

c- Comparaison des spectres des ingrédients de la formulation 2

La figure 11.14 présente la comparaison spectrale entre F.2, le camphre et le menthol,

réalisée dans le but de confirmer la présence de ces deux composés dans la formulation.

| —F.2
+=Camphre
0.35 | = Menthol

0.30-

i, 8

u,un{ — Jk ‘

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Nombre d'onde (cm-1)

Absorbance

Figure 11.14 : Spectre ATR-IRTF de mélange F.2, camphre et menthol

Le spectre infrarouge de F.1 présente de nombreuses similitudes avec ceux du camphre et

du menthol, ce qui indique clairement la présence de ces deux composés dans sa composition.

Dans la région des 30002800 cm™, on observe des bandes caractéristiques des vibrations
d’¢longation des liaisons C—H aliphatiques, présentes dans les trois spectres. Cela montre que
F.2 contient des chaines hydrocarbonées similaires a celles du camphre et du menthol. Vers
1740 cm™, une bande intense apparait dans les spectres du camphre et de F.2, correspondant a
la vibration d’¢élongation du groupe carbonyle C=0, typique d’une fonction cétone. L'absence

de cette bande dans le menthol mais sa présence dans F.2 confirme que F.2 contient du camphre.

Dans la région des 1050-950 cm™, des bandes dues aux vibrations de valence du groupe
hydroxyle (C-O) sont présentes a la fois dans les spectres du menthol et de F.2. Cela suggere
fortement la présence de menthol, qui est un alcool secondaire. Enfin, la zone entre 1500 et
1300 cm™, riche en bandes correspondant aux déformations des groupes CH: et CHs, montre

une bonne superposition entre les trois spectres, ce qui confirme encore la similarité structurale.

Donc d’aprés I’analyse du spectre infrarouge, F.2 contient bien & la fois du camphre et du

menthol.



11.5.5. Etude des spectres des constituants de la formulation 3
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Les spectres ATR-IRTF des huiles essentielles de clou de girofle, thym et de camomille sont

présentés dans les figures 11.15, 11.16 et I1.17, tandis que leurs bandes caractéristiques sont

répertoriées dans les tableaux 11.14, 11.15 et 11.16.

a-Huile essentielle de clou de girofle

0.404
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0.264
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0.221
0.204
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1500
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1000

Figure 11.15 : Spectres ATR-IRTF d’H.E de clou de girofle pure

Tableau 11.14 : Bandes caractéristiques d’H.E de clou de girofle pure.

NS Nature NOTEE Nature
d’onde devi . Groupement d’onde . . Groupement | Référence
1 e vibration 1 de vibration
(cm™) (cm™)
C=C
Cycle
3513 O-H alcool 1514 Elongation | aromatique
(eugénol) (Eugénol et
I’acétate
d’eugénol)
. . =C-H C-H de
3072-2937 Elongation Cycle 1430-1367 | Déformation | groupement [115,116]
aromatique CH,et CH3
C=0 ester C-O0
1763 (lacétate 1265-1033 | Elongation Groupement
d’eugénol) phénol
1637-1605 C=C d’alcéne 911-745 Déformation | C-H de CH;




b-Huile essentielle de thym
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Tableau 11.15 : Bandes caractéristiques d’H.E de thym pure.

Figure 11.16 : Spectres ATR-IRTF d’H.E de thym pure

NETIE Nature NEIRE Nature
d’onde de vibration Groupements d’onde (cm- de vibration Groupements | Référence
(cm-1) 1)
O-H
3365 (Alcool et phénol) |  1362-1252 O-H (alcool,
phénol)
Thymol ]
La liaison C-H de Elongation | ~ 4, (alcool
2959- groupe CHjs )
y 1174-1056 ou phénol)
2869 ) présent dans les thvmol
Elongation terpénoides . y
C-H [102,
aromatique 117,118]
C=C cycle , .
1618- aromatique 942,864et810 Déformation cycle
1588 hors plan aromatique).
thymol
Thymol
p-cymene
1457- ) . C-H de groupe
1381 Déformation CH,/CHs.




C-Huile essentielle de Camomille :
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Figure 11.17 : Spectres ATR-IRTF d’H.E de Camomille pure .

Tableau 11.16 : Bandes caractéristiques d’H.E de Camomille pure.

Nl Nature NoelE Nature
d'onde . : Groupement | d'onde . . Groupement Réf
de vibration de vibration
(cm-1) (cm-1)
C-H
(alcanes) CHs OH Alcool
2974 ou CH> 1316 a-bisabolol
. . C=0 (cétone
1717 Elongation | 0 oster) 1298 | giongation Ecs'tgr
matricine [119]
C=C (alcénes
1637 Ou aromates) 1153 C-O-C ester
chamazuléne
CHs ou CH>
. . . 1090 Cc-O
1452-1383 | Déformation. a-bisabolol 1080 (a-bisabolol)
matricine

d-Etude des spectres de la formulation 3

Pour confirmer la présence des trois huiles essentielles dans F.3, le spectre ATR-IRTF de

cette derniére a été comparé a ceux des huiles pures de clou de girofle, de thym et de camomille
(figure 11.18 et tableau 11.17).
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Figure 11.18 : Spectres ATR-IRTF de F.3 et les trois HE pures de clou de girofle, thym
et de camomille.

D’aprés les tableaux I1.14- 11.16 et la figure 11.18, on a confirmé la présence des bandes

caractéristiques de F.3 et la présence des huiles essentielles de clou de girofle, thym et

camomille dans F.3.

Tableau I11.17 : Bandes caractéristiques de F.3.

Nombre Type de Groupement Présence d’huile Interprétation
d’onde (cm™) vibration fonctionnel essentielle
Clou de girofle, - S
2950 — 2850 Elongation C—H CHs, CH2 thym et Chaines aliphatiques
(alcane) . communes aux HE
camomille
1740 Elongation C,=O Ester / Camomille Presence,de fonct_lo_ns
cétone carbonylées matricine
1605 Deformatlon Cycle _ Clou de girofle Pre;en_ce de composés
aromatique aromatique phénoliques (eugénol)
1510 Deformatlon C=C Clou de girofle P’res,enced’ eugenol et
aromatique I’acétate d’eugénol
Clou de girofle,
1454 — 1375 Déformation C-H CHs, CH: | thym et Chaines aliphatiques
camomille
: . C-O Ester / Camomille, clou Présence de
12401170 Elongation alcool / éther de girofle dicycloethers et phénol
. . . Présence de
1050 — 1020 Elongation C-0 Alcool Thym, camomille a-bisabolol, thymol
810 — 790 Hors pl_an C-H _Cycle Clou de girofle Presenge de cycles
aromatique aromatique aromatiques
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La figure 11.19 représente le spectre ATR-IFTR de F.3 et d’huile végétale, on a comparé le

spectre de F.3 et d’huile végétale

0287 o Huile vévétale

0267 amF.3
0247

0225

1690-1500
.

(

0204
0184
0164
0141

0124

Absorbance

0.104

3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000
Nombre donde (cm-1)

Figure 11.19 : Spectres ATR-IRTF de F.3 et d’huile végétale

L’allure générale du spectre de F.3 est similaire a celle de I’huile végétale (figure 11.20), ce
qui suggere que la base de formulation de I’échantillon est une matiere grasse, tres
probablement de I’huile de végétale. Cependant, des différences notables sont observées dans

certaines régions spectrales, indiquant la présence de composants actifs supplémentaires.

En particulier, I’analyse de la région comprise entre 1690 et 1500 cm™ qui révelent la
présence des bandes dans le spectre de F.3 qui sont absentes dans le spectre de I’huile végétale.
D’apres la figure I1.18 ainsi que les tableaux I1.11, I1.12, II.13 et I1.14, la bande a 1514 cm™ est
attribuée au vibration d’¢longation C=C aromatique de a I’eugénol, principal constituant de
I’huile essentielle de clou de girofle, tandis que la bande a 1592 cm™ correspond aux vibrations

C=C aromatiques du thymol, présent dans I’huile essenticlle de thym.

Ces élements confirment que F.3 contient des huiles essentielles naturelles, notamment de
clou de girofle, de thym et de camomille. Toutefois, I’intensité relativement faible de ces bandes
suggere que ces huiles essentielles sont présentes en quantités réduites, vraisemblablement

diluées dans une proportion majoritaire d’huile de tournesol.

11.5.6.Choix d’huile végétale (solvant de dilution)

Dans le cadre de la formulation de produits a base d’huiles essentielles, il est impeératif de
respecter les normes de dilution afin d'assurer la sécurité d’utilisation. Les huiles essentielles
étant hautement concentrées, elles doivent étre diluées dans une huile végétale.

Afin de choisir cette derniére, nous avons analysé les huiles végétales d’amande douce,

jojoba, olive, germe de blé et tournesol.



Page |53

0,22 J=mH.Olive
|=H.jojoba

0.20 { mH.amande douce
{=H.Tournesol %\_} 1740 cm?t P
0184

| . -1
“'15{ 2800-3000 cm

0141

Absorbance

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Nombre donde (cm-1)

Figure 11.20 : Spectres ATR-IRTF des huiles végétales : huile de tournesol, huile d’olive,
huile d’amande douce, huile de germe de bl¢ et huile jojoba

L’analyse des spectres infrarouges en mode ATR-IRTF des différentes huiles végétales
(amande douce, tournesol, germe de blé, jojoba et olive) révéle une forte superposition des
bandes d’absorption caractéristiques. Cette similitude s’explique par la composition chimique

comparable de ces huiles, principalement constituées de triglycérides.

D’apres les spectres ATR-IRTF des huiles végétales ,on observe notamment des pics
d’¢élongation des liaisons C—H dans la région comprise entre 2800 et 3000 cm™, caractéristiques
des groupements méthyle et méthyléne présents dans les chaines d’acides gras. De plus, une
bande d’absorption intense autour de 1740 cm™ est systématiquement présente, correspondant
a la vibration d’¢longation du groupement carbonyle (C=0) des esters. Cette bande constitue
une signature spectrale typique des triglycérides, expliquant sa présence marquée et similaire

dans ’ensemble des huiles étudiées.

Le choix d’huile végétale se fait par rapport la disponibilité et le cout, donc huile de tournesol

est le bon choix. Il s’agit d’une huile disponible en comparaison a d’autres huiles.
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Figure 11.21 : Spectres ATR-IRTF de I’H de tournesol, H.E de clou de girofle, thym et camomille

Les spectres des trois huiles essentielles et de I’huile de tournesol présentent plusieurs
bandes qui se chevauchent, ce qui rend leur distinction difficile. Cependant, des bandes bien
séparées ont été observées pour le clou de girofle a 1515, 1267 et 1037 cm™!, tandis que celles
du thym et de la camomille sont largement interférées tout au long des spectres. Pour limiter
ces interférences, nous avons choisi de nous baser sur les bandes les moins affectées a savoir

1592 et 807 cm™* pour le thym, 1316 et 1294 cm™ pour la camomille.

11.5.7. Calibration individuelle
11.5.7.1. Modeéles monovariables

Dans le cadre de notre travail, nous avons procédé a I’optimisation de tous les parameétres
influencant la qualité de la calibration monovariable. Cette optimisation a été appliquée a
I’analyse de trois huiles essentielles de clou de girofle, thym et camomille, en améliorant a la
fois la précision et la fiabilité des résultats obtenus (tableaux 11.18, 11.19 et 11.20) Les modeles

de calibration en gras sont les modé¢les choisis, le choix est basé sur I’erreur RMSEC.
A) Clou de girofle

Tableau 11.18 : Paramétres de qualité de calibration des différents modéles proposés pour
I’huile essentielle de clou de girofle.

Les régions RMSEC RSD LD LQ
Modeéle (cm-1) Droite de calibration (VIV) R? (%) | (VIV) | (VIV)
% % %
1 1037 Y= (0.00193) C+ (0.00001) | 0.178 0.9982 |3.06 | 0.45 1.50
(1045-1024) ' ' ' ' ' ' '
2 (12322_617260) Y= (0.00243) C+ (0.00002) | 0.117 0.9992 |2.65 |0.32 1.07
3 1514

Y= (0.00602) C+ (0.00004) | 0.102 0.9994 | 524 |0.15 0.51

(1536-1492)

N.B : RMSEC : Erreur de moyenne carrée de racine de calibration, R?: Coefficient d corrélation, RSD : écart-
type relatif, LD : Limite de détection, LQ : Limite de quantification.
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Le Tableau I1.18 compare trois modeles de calibration pour le clou de girofle. Le modéle 3
se distingue par ses excellentes performances analytiques avec un R? parfait (0.9994), une faible
erreur (RMSEC = 0.102). Il présente également la meilleure sensibilité de quantification
(LQ = 0.51). Bien que son écart-type relatif (RSD = 5,24 %) soit légérement supérieur a celui
des autres modeles, il demeure acceptable au regard de la précision globale du modeéle. Le
modele 2 offre un bon compromis, combinant un R2 élevé (0,9992), une RMSEC modérée
(0,117) et la limite de détection (LD) la plus basse (0,32 % V/V), ce qui lui confére une certaine
fiabilité. En revanche, le modele 1, bien qu’il présente un ajustement correct (R* = 0,9982),
reste le moins performant en termes de précision (RSD = 3,06 %) et de sensibilité
(LQ=1,50% V/V). Enrésumé, le modele 3 est le plus adapté pour I’analyse du clou de girofle.

B) Thym

Tableau 11.19 : Parametres de qualité de calibration des différents modeles proposés pour
I’huile essentielle de thym

o RMSE . LQ
Modele Lesclrrﬁgions Droite de calibration g;o R? '?;o? (LVD/\;()’ : \;’7)\/)
(VIV)
1 (1155959-1565) (Y()zog)%gg)()43) C 0.176 0.9976 |2.97 |1.67 5.58
2 ?3275_793) 26:0%%82)128) C+ 0.311 0.9974 | 1.07 | 0.68 2.27

N.B : RMSEC : Erreur de moyenne carrée de racine de calibration, R?: Coefficient d corrélation,
RSD : écart-type relatif, LD : Limite de détection, LQ : Limite de quantification.

Le tableau 11.19 compare deux modé¢les utilisés pour analyser I’huile essentielle de thym a
partir de deux régions spectrales différentes. Le modéle 1 donne de trés bons résultats, avec une
excellente corrélation (R?2 = 0,9976), une faible erreur (RMSEC = 0,176) et une bonne
sensibilité (LD = 1,67). Son seul point faible est un RSD relativement élevé (2,97 %), ce qui
indique une certaine variabilité dans les mesures. Le modele 2, quant a lui, présente une

corrélation légérement inférieure (R2=0,9974) et une erreur plus importante (RMSEC =0,311).

Cependant, il se distingue par une meilleure régularité (RSD = 1,07 %) et une sensibilité
encore meilleure (LD = 0,68). En résumé, bien que le modeéle 2 présentent une meilleure
reproductibilité, le modele 1 demeure le plus performant dans ’analyse de I’huile essentielle de

thym, en raison de sa précision globale plus élevée.
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¢) Camomille

Tableau 11.20 : Paramétres de qualité de calibration des différents modéles proposés pour
I’huile essentielle de Camomille.

RMSEC RSD LD LQ
Modele | Les régions Droite de calibration | % R? (%) % %
(VIV) L (VIV) | (VIV)
1294 _
1 (1306-1288) Y=(0.00078) C+ (0.00001) | 0.250 |0.9944 | 1.40 | 0.92 | 3.08
1316 _
2 (1332.1307) | Y= (0.00123) C+ (0.00001) | 0246 | 0.9996 | 147 | 0.6 | 219

N.B : RMSEC : Erreur de moyenne carrée de racine de calibration, R?: Coefficient d corrélation, RSD : écart-
type relatif, LD : Limite de détection, LQ : Limite de quantification.
Le tableau I11.20 compare deux modeles utilis€és pour analyser I’huile essentielle de
camomille. Le modele 2 est le plus précis, avec un excellent ajustement (R? = 0,9996) et une
faible erreur de calibration (RMSEC = 0,246). Toutefois, il présente une variabilité légérement
plus élevée (RSD=1,47 %).
Le modele 1 est également performant, avec une bonne précision (R? = 0,9944) et une
meilleure sensibilité de détection (LD = 0,92), bien qu’un peu moins précis que le modéle 2.
Donc le modeéle 2 est le plus adapté pour I’analyse de I’huile essentielle de camomille, en raison

de sa tres haute précision globale, malgré une variabilité légérement plus importante.

En analysant les spectres infrarouges des trois huiles essentielles, il a été constaté la
présence de nombreuses bandes chevauchées, ce qui complique considérablement

I’identification précise de chaque constituant a partir des seules données spectrales.

Ce chevauchement rend difficile 1’attribution directe des bandes a une huile spécifique,
malgré 1’obtention de bons parameétres de qualité de calibration. Pour dépasser cette limitation
et obtenir une évaluation plus fiable de la composition, une approche d’analyse multivariée, en
particulier la méthode des moindres carrés partiels (PLS), a été mise en ceuvre. Cette méthode
permet de modéliser efficacement la relation entre les données spectrales et la composition

chimique, en tenant compte de la contribution simultanée de plusieurs variables.
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11.5.8. Calibration multivariable (PLS)
11.5.8.1. Optimisation des modeles PLS

Dans cette étude, tous les paramétres ont été optimisés, et les résultats sont présentés dans
les tableaux 11.21, 11.22 et 11.23, correspondant a chaque modele étudié. Chaque tableau
regroupe les données relatives aux trois huiles essentielles, incluant I’erreur quadratique
moyenne de calibration (RMSEC), I’erreur de prédiction (RMSEP) ainsi que le coefficient de
corrélation (R?). Il est important de souligner que le parametre principal retenu pour évaluer la
performance des modeles est I’erreur de prédiction (RMSEP), qui refléte la qualité de la

prédiction. Les meilleurs modeles sont mentionnés en gras.



Page |58

Tableau 21 : Résume des parametres de modele PLS | pour la détermination des trois huiles essentielles de L.g, T.h et A.m

Mesure

Lignede | RMSEC 2 2
X - . spectrale o R°cal | RMSECV | R°CV | RMSEP 2
Modeéle H.E Région Traitement (cm) (lg?nsg) (Vf)V) % (VIV) % (VIV) R pred | LV
Hauteur None
1037
1045-1024 .
Pas de Aire
L.g iégéiigg prétraitement 1282-1260 1282-1260 0.111 0.9991 0.195 0.9974 0.208 0.9774 2
Aire
1536-1492 1536-1492
5 Aire
Modele 1 811-802 811-802
811-802
Th | 895855 céraement Alre 895-855 | 0291 | 09896 | 0491 | 09717 | 0212 | 0.9608
' 1005-985 P 895-855 ' ' ' ' ' ' 3
1599-1579
Aire
1005-985 1005-985
Hauteur
1592 1599
Dérivée
Am 1324-1288 Premiére 1324-1288 1324-1288 | 0.154 0.9949 0.892 0.9072 0.357 0.9010 3

Note : Erreur de moyenne carrée de racine de calibration (RMSEC) , validation croisée (RMSECV) et prédiction (RMSEP), coefficient de corrélation de la
calibration (R?cal) coefficient de corrélation de la validation croisée (R? CV), coefficient de corrélation de la prédiction( R?pred) , variable latente (LV).
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Tableau 11.22 : Résume des parametres de modele PLS Il pour la détermination des trois huiles essentielles de L.g, T.h et A.m

Mesure

. Lignede | RMSEC 2 2
. - Traitement spectrale R°cal | RMSECV | R°CV | RMSEP 2
Modele H.E Région 1 base % N N R°pred | LV
Hauteur
1037 1045-1024
Lg 1(2)22:1(2)23 Pas de Aire 1282-1260 | 0.116 | 09991 | 0284 | 0.9949 | 0.187 | 09839 | 2
1536-1492 prétraitement 1282-1260
Aire
1536-1492 1536-1492
5 Aire
Modele 2 811-802 811-802
811-802 Pas de
895-855 e Aire 0.292 0.9895 | 0.491 0.9716 | 0.216 0.9628
T.h 1005-985 prétraitement 895.855 895-855 3
1599-1579
Aire
1005-985 1005-985
Hauteur
1592 1599-1579
Dérivée
Am 1324-1288 premiere 1324-1288 1324-1288 | 0.154 0.9949 0.892 0.9072 0.357 0.9010 3

Note : Erreur de moyenne carrée de racine de calibration (RMSEC), validation croisée (RMSECV) et prédiction (RMSEP), coefficient de corrélation de la
calibration (R?cal) coefficient de corrélation de la validation croisée (R? CV), coefficient de corrélation de la prédiction(R?pred), variable latente (LV).
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Tableau 11.23 : Résume des parametres de modele PLS I11 pour la détermination des trois huiles essentielles de L.g, T.h et A.m
Mesure .
Lignede | RMSEC 2 )
. L . . spectrale R ca RMSECV | R‘cv RMSEP 2
Modéle | H.E Région Traitement ) base % o o R pred LV
(cm™) (cm?) (VIV) % (VIV) Y% (VIV)
Hauteur
1037 1045
1045-1024 .
Pas de Aire 1282-
L.g ﬁgéiigg prétraitement 12821260 1260 0.123 | 0.9989 0.314 0.9938 0.463 0.8999 3
Hauteur 1536-
1514 1492
X Aire
Modele 3 811-802 811-802
811-802
895-855 Pas de Aire
T.h 1005-085 prétraitement 895-855 895-855 3
1599-1579 0.292 | 0.9895 0.491 0.9716 0.216 0.9628
Aire
1005-985 1005-985
Hauteur 1599-
1592 1579
Pas de Aire 1324-
Am | 1324-1288 prétraitement 1324-1288 1088 0.126 | 0.9966 0.673 0.9562 0.331 0.9521 4
Note : Erreur de moyenne carrée de racine de calibration (RMSEC), validation croisée (RMSECV) et prédiction (RMSEP), coefficient de

corrélation de la calibration (R?cal) coefficient de corrélation de la validation croisée (R? CV), coefficient de corrélation de la prédiction

(R?pred), variable latente (LV).
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Parmi les trois modéles évalués, le modeéle PLS 1l présente globalement les performances
les plus fiables et les plus robustes. Pour L.g, les coefficients de détermination tres élevés (R2cal
= 09991, R2CV = 0.9949, Rzpred = 0.9839) combinés a de faibles erreurs
(RMSEC = 0.116, RMSECV = 0.284, RMSEP = 0.187) traduisent une excellente précision,
stabilitt et capacité de généralisation du modele. Les résultats  pour
T.h (R2cal = 0.9895, R?pred = 0.9628, RMSEP = 0.216) confirment également une trés bonne
justesse prédictive. Concernant A.m, bien que les performances soient acceptables (R?pred =
0.9010, RMSEP = 0.357), elles sont légérement inférieures a celles observées pour les deux

autres huiles essentielles.

Modele PLS 1, bien qu’acceptable pour L.g (R*pred = 0.9774, RMSEP = 0.208) et
T.h (R?pred = 0.9608, RMSEP = 0.212), montre des valeurs de RMSEP beaucoup plus élevées
pour A.m (0.357), et un R?pred trés bas (0.9010), ce qui traduit une faible performance du
modele. Le modéle PLSIII demeure moins performant que le modéle PLS I,
pour L.g (R%pred = 0.8999, RMSEP = 0.463), pour T.h (R?pred = 0.9628, RMSEP = 0.216), et
pour A.m (R2pred =0.9521, RMSEP = 0.331), suggérant une précision inférieure et une moindre
fidélité du modele. Ainsi, le modele PLS Il se révele étre le plus performant en termes de
correlation, exactitude et reproductibilité, ce qui en fait le modéle le plus adapté pour la

quantification des huiles essentielles étudiées.

11.5.8.2. Analyse des mélanges synthétiques de la calibration multivariable

A partir du modele optimisé PLS |1, plusieurs mélanges synthétiques composés des huiles
essentielles de clou de girofle, thym et camomille ont été analysés. L’objectif principal était de
valider la performance prédictive du modele, en comparant les concentrations théoriques
connues des constituants avec celles prédites par le modéle PLS I1. Cette comparaison a permis
d’évaluer a la fois la précision du mode¢le et sa fiabilité¢, notamment a travers le calcul des erreurs
relatives entre les valeurs attendues et les valeurs estimées. Ces résultats constituent un
indicateur essentiel pour juger de la robustesse du modéle multivarié dans le cadre de 1’analyse

quantitative.
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Tableau 11.24 : Analyse mélanges synthétiques de clou de girofle, thym et camomille basé sur le modéle optimisé
Clou de girofle Thym Camomille
Mélange

Vor (%) Vir (%) E (%) Vor (%) Vi (%) | E (%) Vor (%) Vi (%) | E (%)
1 7,9 8,50 7.59 1,3 1,26 -3,08 0,8 1,13 41,25
2 2,7 3,86 42.96 5,7 5.42 -4,91 1,6 1,48 -7.50
3 1,4 1,56 11.43 2,8 2,52 -10,00 5,8 6,49 11,90
4 33 3,63 10.00 31 3,27 5,48 3,6 4,24 17,78
5 1,3 1.94 49.23 4.2 4.22 0.48 4.5 4.53 0.67

N.B V, considérant la valeur présente dans le mélange et Vi considérant la valeur expérimentale

Erreur= [(valeur trouvée — valeur théorique) / valeur théorique*100]




Page |63

Les résultats obtenus montrent que le modéle PLS Il optimisé est efficace et fiable pour
estimer les teneurs des huiles essentielles de clou de girofle, thym et camomille dans les
formulations, Malgré quelques écarts a faibles volumes, dus en partie a des erreurs de
manipulation, le modele démontre une excellente capacité prédictive. Cela confirme que le

modgele est adapté a ce type d’analyse.

11.5.8.3. Quantification des trois huiles essentielles dans les formulations

La figure 11.22 présente les résultats de quantification des trois huiles essentielles clou de
girofle, thym et camomille dans la formulation 3, obtenus a I’aide du logiciel TQ Analyst en
appliquant le modéle PLS Il optimisé.

[ [ 2
Quantify 1

4 Method title:

Method file name: C:hmy docurmentshomniciGuantiles madels valide\modéle Jant

Rewvigion; 1 Saved on; FriJun 20014:50:43 2025 [GMT+02:00)

Spectrum title: Mopenne echantilion réel

Spectrurn file name: C:iUsershSY'S infolD esktophlnfrarougeiles mélangestla movenneskavenne echantilion réel SPA

Spectrum date: Thudpr 24 14:51:56 2025 (GMT+02:00)
B Full zpectrun fit: 989 Measuremant region fit: 4399 1

Warning: The measurement region check indicates a significant difference from standards.

E Index Component Concentration Unit Uncertainty W arnings =
L3 1 Clou de girofle 057 E4 0,360 “warning: <analysis limit(1,00]

C4 2 Thym 4.31 X% 04393 -
C4 3 Camonille 2E4 % 1.742 -
Cg

C3 Close Copy Print

Cs

C3

Figure 11.22 : Quantification des huiles essentielles de clou de girofle, thym et camomille
dans la formulation 3 a I’aide du mode¢le PLS II (logiciel TQ Analyst).
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Tableau 11.25 : Teneur des huiles essentielles clou de girofle, thym et camomille dans les
formulations commerciales.

Clou de girofle (%0) Thym (%) Camomille (%)
F.1 -0.94 -0.38 -31.39
F.2 -0.47 -4.90 1.77
F.3 0.57 4.31 2.69

L’analyse quantitative effectuée a I’aide du modéle PLS optimisé€ sur trois formulations
commerciales montre des différences marquées. Pour F.3 les résultats confirment la présence
effective des trois huiles essentielles, avec le thym en concentration majoritaire (4.31 %), suivi
de la camomille (2.69%) et du clou de girofle (0.57%). Ces valeurs montrent que cette

formulation est bien enrichie en composants naturels actifs en respectant les normes.

En revanche, les résultats obtenus pour F.1 et F.2 présentent des valeurs négatives pour
plusieurs huiles essentielles, notamment Le clou de girofle, le thym et la camomille.
Ces résultats peuvent sembler incohérents a premiére vue, mais ils confirment en réalité que
ces deux formulations ne contiennent pas ces huiles essentielles, ce qui est cohérent avec leur

composition réelle non enrichie.

Ainsi, le fait que le modele génére des valeurs négatives dans les cas ou les huiles ne sont
pas présentes démontre sa sensibilité et sa fiabilité. Cette capacité a distinguer entre une vraie
présence et une absence réelle confirme que le modele PLS utilisé est non seulement
performant, mais aussi le plus adapté pour ce type d’analyse. Il permet de quantifier avec
précision les constituants lorsqu’ils sont présents, et de reconnaitre leur absence lorsqu’ils ne le
sont pas, ce qui en fait un outil efficace pour I’évaluation de la qualit¢ des formulations

commerciales.

La présence d’une faible quantité de camomille (1.77%) dans F.2 est justifiée par la
superposition partielle de la bande située dans 1316 cm™!, correspondant aux vibrations O-H ou
C-H aromatique de fonctions aromatiques ou phénoliques. Cette observation indique que F.2

contient bien des composés phénoliques, confirmant ainsi la présence.
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Figure I1. 23 : Spectre ATR-IRTF de F.1 et huile essentielle de camomille pure

11.5.9. Méthode des ajouts dosés
11.5.6.1 Principe théorique de la méthode des ajouts dosés
La méthode des ajouts dosés est une technique de dosage utilisée pour déterminer la
concentration d’un analyte lorsque la matrice de 1’échantillon est complexe ou inconnue. Elle
consiste a ajouter des quantités connues de 1’analyte a I’échantillon, puis a mesurer la réponse

du détecteur apres chaque ajout. Cela permet de corriger les effets de la matrice sur le signal.
L’équation utilisée est : Réponse totale = a. C ajout + Réponse X

Ou a:estlapente de la droite (sensibilité), C : la concentration de I’ajout réalisé

Réponse totale : réponse du détecteur.

Réponse X : réponse du détecteur pour la solution inconnue sans ajout.
L’extrapolation permet de déterminer la concentration inconnue de I’analyte dans I’échantillon.
L’extraction de la droite jusqu’ a S totale =0 permet de déterminer C. Cette méthode améliore

la précision des mesures dans les milieux complexes en compensant les effets de matrice.
La méthode des ajouts dosés nous permet de calculer ’exactitude selon la formule :
E (%) = [V trouvée / (V reel TV ajoute)]*loo]

V wouvée - la valeur trouvée ce que nous avons mesurée ou récupérée a la fin de lI'expérience
V el : la valeur déja présente dans 1’échantillo.n

V ajoutée © 1a valeur connue que nous avons ajoutée , E(%) : ’exactitude .
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L’objectif est de vérifier l'effet matrice et d’examiner la fiabilité de la technique, nous avons
calculé E (%) en appliquant la méthode des ajouts dosés selon le modéle précédemment

sélectionné.

L’analyse du tableau met en évidence analytique basée sur la méthode des ajouts doses,
appliquée a la quantification de trois matrices végeétal huile essentielle de clou de girofle, thym
et camomille. Pour chaque échantillon, les paramétres évalués incluent la valeur réelle de

’analyte, la valeur ajoutée, la valeur retrouvée aprés dosage, ainsi que 1’exactitude (E)
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Tableau 11.26 : Résultats du calcul de I’exactitude en (%) par la méthode des ajouts dosés

Analyte Clou de girofle Thym Camomille
Mélanges Vor V 4 Vir E Vor V 4 Vi E Vor V 4 Vir E
synthetiques (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 0.57 0.80 141 103 4.31 1 4.54 86 2.69 1.70 3.49 80
2 0.57 2.50 341 111 4.31 1.2 4.06 74 2.69 0.50 2.07 65
3 0.57 0.80 2.6 190 431 1 5.27 99 2.69 1.70 4.17 95
4 0.57 3.50 4.53 111 431 1.9 4.05 65 2.69 2.80 3.83 70

N.B :Vpr: considérant la valeur présente dans le mélange et, V : considérant la valeur experimentale, V ,j: considérant la valeur ajoutée
E (%) = [(V trouvée/ (V présente + V ajoutée)*100].
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D’aprés les résultats obtenus dans le tableau suivant, on a remarqué que les valeurs de
pourcentage de I’exactitude de clou de girofle sont proches ou supérieures a 100 %, ce qui
indique une méthode sensible et reproductible. Toutefois, certaines récupérations
anormalement élevées (jusqu’a 189,81 %) suggerent la présence possible d’interférences
analytiques, d’un effet de matrice, ou encore de surcharges expérimentales, pouvant fausser les
résultats. Malgré tout, la méthode semble donner des résultats cohérents dans la majorité des
cas.

En ce qui concerne le thym et la camomille, I’exactitude observés varient respectivement
entre 65,22 % et 99,25 %, et entre 64,89 % et 94,99 %.

Ces résultats refletent une précision intermédiaire, mais globalement acceptable. Donc la
méthode utilisée est relativement fiable, bien qu’une légere perte puisse survenir, en particulier

lors de faibles ajouts.

11.5.10. Evaluation de la durabilité de la méthode

Pour classer la méthode analytique IRTF dans 1’échantillon du certificat vert, il faut calculer
les points de péenalité pour les reactifs utilise et I’instrument et les déchets sont calculés selon

les criteres établis dans la littérature et les résultats résumés dans le tableau.

Tableau 11.27 : Evaluation écologique ATR-IRTF.

Coefficient de danger | Point de pénalité

réactifs / 0 0
Balance 0 0
instrument
IRTF 0 0
déchet / 0
Point de pénalité
0
totale
Score totale % 100%

Au regard des points de pénalité calculés et du score total obtenu (tableau 11.27), la méthode
développée peut étre qualifiée d’excellente approche d’analyse verte.
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Figure 11.24 : Certificat vert de la méthode développée pour la détermination des huiles
essentielles dans formulation par PLS —IRTF




Page |70

Conclusion générale

Dans le cadre de ce travail, nous avons poursuivi I’objectif de développer et valider une
approche méthodologique pour la quantification des huiles essentielles issues de plantes
médicinales et aromatiques. Cette approche repose sur la combinaison de la spectrométrie
infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) et la calibration multivariée fondée sur la régression
des moindres carrés partiels (PLS). Cette étude constitue une contribution significative au
champ des produits naturels, en offrant un outil méthodologique complémentaire au service des

chercheurs.

Une étude qualitative a été menée en vue de comparer les huiles essentielles pures
commerciales étiquetées comme « 100 % pures » et obtenues par entrainement a la vapeur (Ev)
a celles préparées au laboratoire a partir de la matiére vegétale seche. Les résultats ont montré
des spectres identiques, attestant de la pureté des huiles analysées. Une analyse spectrale des
bandes caractéristiques a ensuite été réalisée afin d’identifier les principales fonctions
chimiques des composés présents dans les formulations d’huiles essentielles (F.1, F.2 et F.3).
Toutefois, en raison de 1’indisponibilité de certaines huiles essentielles nécessaires a la
préparation des mélanges F.1 et F.2, I’étude quantitative s’est concentrée sur le mélange F.3,

compos¢ d’huiles essentielles de clou de girofle, de thym et de camomille.

Pour la préparation des étalons, 1’huile de tournesol a été retenue comme solvant, ce choix
étant justifié par ’analyse qualitative des spectres qui n’a révélé aucune différence significative
avec les autres huiles végétales testées. Cette huile a en outre été privilégiée pour sa
disponibilité sur le marché et son cott réduit par rapport a d’autres huiles. Une calibration
individuelle des huiles essentielles qui constituent la formulation F.3 a éte reéalisée. Cependant,
les modeles monovariables se sont révélés insuffisants pour assurer une quantification
simultanée précise des composés cibles, en raison du chevauchement important des pics
caractéristiques. Face a cette limitation, nous avons eu recours a la méthode de calibration
multivariée. Des modeles PLS (PLS-IRTF) ont été développés sur la base des données
spectrales obtenues. Nous avons étudi¢ les différents paramétres d’optimisation lors de cette
modélisation a savoir les gammes d’optimisation, les traitements spectraux (sans prétraitement
des données, hauteur non corrigée, hauteur corrigée et dérivée premiére), les régions spectrales

utilisées et les variables latentes.
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Le parametre principal choisi pour établir les meilleurs modeles est le RMSEP le plus faible
en considérant les régions spectrales 811-802 cm™, 895-855 cm?,1005-985 cm™ et 1599-1579
cm pour le clous de girofle, 1045-1024 cm, 1282-1260 cm™ et 1536-1492 cm™ pour le thym

et 1324-1288 cm™ pour la camomille.

Le modéle PLS 11 développé est le modele le plus adéquat pour la détermination simultanée
des trois huiles essentielles en fournissant des erreurs de prédiction RMSEP les plus faibles de

0.187, 0.216 et 0.357 pour le clou de girofle, le thym et la camomille, respectivement.

Les résultats obtenus montrent une bonne corrélation entre les valeurs prédites et les valeurs

réelles pour les mélanges synthétiques des huiles essentielles étudiées.

Les teneurs des trois huiles essentielles dans la formulation F.3 obtenues selon la méthode
développee sont 0.57%, 4.31% et 2.69% pour le clou de girofle, le thym et la camomille,

respectivement.

La méthode ATR-IRTF developpée se distingue par son caractere écologique, autorisant
I’analyse directe des échantillons avec un recours limité aux solvants, exclusivement verts, et
sans éetapes de traitement polluantes. Elle répond ainsi pleinement aux critéres d’une «

excellente analyse verte ».
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