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Résumé

Cette €tude est consacrée au développement d’une calibration multicomposé PLS-
IRTF pour la détermination simultanée des composés phénoliques (phénylpropénes) dans
des huiles essentielles d’origine végétale.

Pour effectuer le modele de calibration multivariable, vingt solutions étalon
contenant les trois analytes (eugénol, trans anéthol, vanilline) avec différentes proportions
sont utilisées.

La calibration a été établie avec deux modes d’intégration K et R, en considérant
des bandes séparées (spécifiques) a 997 cm™, 967 cm™ et 1690 cm! pour I’eugénol, le
trans anéthol et la vanilline, respectivement, et une bande commune & ces trois
composantes & 1510 cm™ pour déterminer la fraction phénolique (globale).

Les résultats de calibrage indiquent que le modéle PLS-IRTF est adéquat pour la
détermination simultanée des trois analytes et de la fraction phénolique en fournissant un
coefficient de corrélation compris entre 0.997 et 0.990 avec une erreur d’analyse faible
d’ordre de 0.3.

L’analyse directe (sans traitement préalable) des huiles essentielles diluées dans
CH,Cl, avec ou sans ajouts fournie des concentrations prédites qui sont en accord avec les
données  bibliographiques. La bande commune aux composé€s  phénoliques

(phénylpropenes) confirme les résultats obtenus.

Mots clés : Calibration multivariable et multicomposé, spectrométrie IRTF, PLS, eugénol,

trans anéthol, vanilline.



Abstract

This study is devoted to the development of a calibration multicompounds PLS-
IRTF for the simultaneous determination of the phenolic compounds (phenylpropenes) in
essential oils of vegetable origin.

To carry out the calibration model multivariate, twenty standard solutions
containing the three compounds (eugénoltrans anéthol, vanilline) with various
concentrations is used.

The calibration was etablished with two modes of integration K and R, by
considering separate bands (spesific) to 997 cm™, 967 cm™ and 1690 cm™ for eugenol , the
trans anethol and vanillin, respectively, and a band common to these three components to
1510 cm™ to determinate the phenolic fraction (all components at the same time).

The modeling results indicate that the PLS-FTIR model is adequate for the
simultaneous determination of the three compounds and of the phenolic fraction by
providind a correlation coefficient between 0.997 and 0.990 with a low error of analysis
(0.3).

Direct analysis (without premliminary treatment) of the essential oils diluted in
CH,Cl, with or without additions provided the predicted concentrations which are in
agreement with the bibliographic data. The band common to the phenolic compounds
(phenylpropenes) confirms the got results.

Keywords : Multivariate calibration multicompounds, FTIR spectrometry, PLS, eugenol,

trans anethol, vanillin.
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IRTF Infrarouge a Transformée de Fourier

PLS Régression des moindres carrées partielle (Partiel Least Squares)
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de Fourier

IR Infrarouge

PIR Proche Infrarouge
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NIPALS NonLinaer Iterative Partiel Least Squares
FDA Food and Dug Administration
ADI Acceptable Daily Intake

CLHP Chromatographie Liquide 4 Haute Performance



Tableau II.16 Résultats de prédiction des trois composés et la fraction 75

phénolique des huiles essentielles avant et apres 1’enrichissement
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Introduction générale

Un grand nombre de plantes aromatiques, médicinales, et autres, possedent des
propriétés biologiques trés intéressantes qui trouvent application dans divers domaines
telles que la médecine, la pharmacie, la cosmétologie et I’agriculture [1].

L’importance et la valeur de ces plantes est relatif a leurs huiles essentielles qui
sont constituées essentiellement de composés volatils [2].

La composition chimique des huiles essentielles est assez complexe, les composés
terpéniques et aromatiques représentent les principaux constituants. On y trouve
¢galement, et en faibles concentrations des acides organiques, des cétones et des
coumarines volatiles. La nature du composé majoritaire (phénol, alcool, aldéhyde,
cétone...) joue un rdle principal dans I’efficacité¢ de leurs effets biologiques [3]. Pour
vérifier ces effets on fait recours au dosage des principes actifs quand ils sont connus.

Différentes techniques analytiques sont utilisées dans [’analyse des composés
phénoliques dans les huiles essentielles. Néanmoins, la Spectroscopie infrarouge a été bien
établie comme un outil utile pour 1’élucidation de la structure et le contréle de qualité dans
diverses applications industrielles depuis quelques décennies. Le développement de la
transformée de Fourier a pousser 1’utilisation de cette technique et la rendre trés employée
pour I’analyse d’échantillons de diverses nature, en mélanges. L’intérét de cette technique
réside essentiellement dans sa rapidité et son caractére non destructif. Son utilisation est
aussi due aux avancées de I’instrumentation et au développement des méthodes
chimiométriques.

L’apparition de la nouvelle méthode de calibration multicomposée a facilité
I’exploitation et I’obtention des différents paramétres analytiques de validation en un
temps trés rapide bien que, le principe théorique de cette méthode d’analyse est assez
complexe.

La méthode de calibration multivariable la plus utilisée pour le traitement des
données spectroscopiques IRTF est la régression des moindres carrées partiels (PLS). Les
travaux réalisés dans ce domaine de recherche (PLS-IRTF) s’intéressent généralement, au
développement de modeles dans les différentes zones du spectre de l’infrarouge (PIR-
MIR-LIR), ou a la détermination simultanée d’analytes dans des matrices complexes.

Le dosage des métabolites secondaires est tres important aussi bien pour la
valorisation de la plante que pour la différentiation entre les différentes espéces. De ce fait
le développement de nouvelle méthode de dosage est toujours d’actualité afin d’offrir un

outil supplémentaire aux chercheurs travaillant dans les différents domaines.




Le travail entrepris dans le cadre de ce mémoire s’insére dans le large domaine des
produits naturels, en se fixant un objectif :

Développement d’un modéle de calibration PLS-IRTF pour la détermination des
phénols dans les huiles essentielles de plantes médicinales et aromatiques.

Ce mémoire est réparti en deux chapitres :

Le premier chapitre présente une partie théorique générale sur les connaissances de
bases de cette étude suivi d’une synthése des travaux antérieurs.

Le deuxieme chapitre comporte une partie expérimentale qui a pour objet d’une
part de sélectionner les conditions adéquates de travail, et d’autre part de développer un
modele de calibration multicomposé pour la détermination simultanée des composeés
phénoliques (eugénol, trans anéthol, vanilline) dans des échantillons d’huiles essentielles
de différentes espéces anis étoilé, clous de girofle, armoise, carvi, romarin, myrte, thym et
zeste d’orange.

Enfin, une conclusion générale résume les principaux résultats obtenus.




Chapitre I : Partie théorique




I Spectroscopie Infrarouge
L.1 Historique

Frédéric Wilhem Herschel découvrit le rayonnement infrarouge en 1800. En
mesurant des températures dans différentes zones du spectre solaire, il constata que le
maximum se situait & des longueurs d’ondes plus élevés que celles du domaine visible.
Ces radiations furent appel€es infrarouge par Becquerel vers 1870 [4].

Au début de XXe siecle, il n’existait que quelques spectrométres permettant
d’étudier ces radiations. Le principe de ces spectrometres était basé sur la dispersion des
longueurs d’onde par prisme puis par un réseau. La seconde moitié de ce siécle fut marqué
par le développement rapide d’une instrumentation scientifique de plus en plus élaborée, a
partir de 1975 avec les fulgurants progres de la microinformatique [4,5].

Les années 1980 I’infrarouge connaisse une nouvelle jeunesse grice aux progres
énormes de I’informatique qui ont permis le développement de I’interférométrie et de la
transformée de Fourier pour donner naissance a la spectrométrie infrarouge a
transformation de Fourier (IRTF) [4] ; Dés lors, il devint facile de stocker et de traiter des
signaux, de les transformer et de mettre en ceuvre des méthodes mathématiques et

statistiques [5].

I.1.1 Domaine spectral de la zone infrarouge

La lumiére infrarouge est une radiation de nature électromagnétique. Le spectre
électromagnétique est généralement divisé en plusieurs régions : les rayons gamma, les
rayons X, I'ultraviolet, le visible, I’infrarouge, les micro-ondes et les ondes radios
fréquences [6].

Le rayonnement infrarouge se divise en trois régions : le proche infrarouge de 800 a
3000 nm, I’infrarouge moyen 3000 & 25000 nm et I’infrarouge lointain de 25000 a 10" nm.
Ces subdivisions sont arbitraires et reposent essentiellement sur des criteéres d’appareillages

et également sur le type d’informations accessibles dans chacun de ces domaines [4].

I.1.2 Spectroscopie Infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

La spectroscopie IRTF est une technique basée sur la détermination de I’interaction
entre un rayonnement infrarouge et d’un échantillon qui peut étre solide, liquide ou
gazeux. Il mesure les fréquences qu’absorbe 1’échantillon, ainsi que les intensités de ces
absorptions. Les fréquences sont utiles pour 1’identification de la composition chimique de
I’échantillon en raison du fait que les groupes fonctionnels sont responsables de

I’absorption du rayonnement a des fréquences différentes [7].



L’interférometre de Michelson est le dispositif principal de ce type de spectrometre.
Dans ce systéme le rayon lumineux peut prendre deux trajets optiques différents ce qui
crée alors une interférence [6].

L’interférométrie se base sur la division, par une lame séparatrice, d’une lumiére
infrarouge polychromatique. Chaque moitié¢ du signal infrarouge parcourt un trajet optique
différent, la différence de trajet optique se traduit au moment de leur réunion par un
déphasage. Ce déphasage est variable en fonction de la position du miroir mobile. La
réunion des deux signaux au niveau du détecteur infrarouge engendre un signal
d’interférence. La mesure précise du déphasage est primordiale ; elle est réalisée par un

laser qui n’apparait pas sur la figure II.1 [8].

/ Miroir \
Signal 100 % .

" .ODétecteur I.R.

: Cuvette

Signal 50 %
Signal d'interférence

® 5 o @
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\ I Miroir mobile

L]

Figure I.1 : Interférométre de Michelson

L’échantillon est placé dans le trajet des rayons lumineux a proximité du détecteur.
Si le miroir mobile se déplace a une vitesse constante, un rayon lumineux
monochromatique est a I’origine d’un signal électrique sinusoidal. Pour une lumiére
polychromatique, le signal enregistré est appelé interférogramme. L’application de la
transformée de Fourier permet d’obtenir les intensités en fonction des fréquences [6].

La spectrométric IRTF posséde un certain nombre d’avantages décisifs sur la
spectrométrie classique car elle permet I’acquisition simultanée des caractéristiques de
toutes les fréquences. Un spectre complet peut é&tre ainsi généré trés rapidement.
L’intensité lumineuse est nettement plus élevée et la sensibilité de la détection et le rapport
signal/bruit sont améliorés d’autant. La calibration des fréquences est beaucoup plus

précise et plus stable a long terme que dans un instrument dispersif [9].



I.1.3 Analyse qualitative et quantitative

Le grand développement de la technique IRTF est dii & son emploi tant pour
I’identification qualitative que pour 1’analyse quantitative et pour I’étude des structures
chimiques.

L’analyse qualitative se réalise généralement en deux étapes : (1) Identification des
groupements fonctionnels de la structure. (2) Confirmation de la structure moléculaire par
comparaison de la totalité du spectre avec celui d’un composé connu [10]. La concordance
exacte entre le spectre d’un composé de structure connue et celui d’un analyte permet
d’identifier ce dernier sans aucun doute possible, du fait qu’il n’existe pas deux composés
de structure différente qui ont le méme spectre IR (on parle "d’empreinte digitale" du
composé€) [11].

Les études quantitatives sont basées sur 1’utilisation de la loi de Beer-Lamber qui
établit une relation entre les mesures d’absorbances et la concentration des espéces a
déterminer. Des analyses quantitatives a +10% sont relativement aisées a obtenir, pour des
analyses plus précises (<10% en solution) il est nécessaire d’établir une courbe
d’étalonnage et de s’assurer que les spectres sont enregistrés dans les conditions optimales

[12].

1.2 Méthode de calibration multivariable
L.2.1 Chimiométrie

Les débuts de la chimiométrie datent de 1969 lorsque Jurs et ses collaborateurs ont
publié des articles concernant 1’utilisation d’une méthode, «Linear Learning Machine»
permettant de classer les spectres de masse [13].

La chimiométrie (chemometrics) est la science de I’acquisition, de la validation et
du traitement des données dans le domaine de la chimie analytique. Le développement des
méthodes analytiques est intimement lié aux progrés chimiométriques [14]. C’est un outil
basé sur la construction, puis 1’exploitation d’un modele de comportement a 1’aide d’outils
statistiques. Il peut traiter des systémes complexes et donc généralement multivariables
[15].

La chimiométrie est I’application des principes de la métrologie et des
mathématiques et statistiques a variables multiples pour extraire efficacement le maximum
d’informations a partir des données. Elle peut étre appliquée aux mesures sensorielles,
chimiques et biologiques et typiquement quant des mesures multiples sont effectuées sur

une série d’échantillons [16]. C’est un outil utilis€é pour extraire des informations



pertinentes a partir de données physicochimiques mesurées. Pour ce faire, il faut tenter de
construire un modele reliant nos données mesurées aux données observées [17].

La chimiométrie est aujourd’hui appliquée a nombreux domaines de la chimie
analytique, notamment aux méthodes séparatives telles que la chromatographie et
I’électrophorese et aux méthodes spectroscopiques telles que Raman, IRTF, SPIR, VIS-
SPIR. Plusieurs domaines d’application bénéficient déja des avantages apportés par la
chimiométrie comme [’agroalimentaire, 1’environnement et les géosciences, la
pharmaceutique, le contrdle réactionnel industriel en temps réel et la criminologie [18].

La spectroscopie IRTF en combine avec la chimiométrie est une technique rapide,
facile et conviviale avec I’environnement. En outre, I’utilisation de cette technique peut
éliminer des étapes en rendant le protocole plus facile et peut méme permettre une analyse
directe sans aucun traitement préalable des échantillons, et ce, en permettant de fournir la
précision, I’exactitude et I’information analytique et d’économiser beaucoup de temps [19].

L’analyse multivariable consiste & modéliser les variations d’un certain nombre de

variables. Pour ce faire, deux opérations sont nécessaires a savoir 1’étalonnage et la

prédiction.
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Figure 1.2 : Schéma représentative de la chimiométrie

> L’étalonnage en laboratoire (ou modélisation) ou toutes les mesures de variables
doivent étre réalisées ol le modele (ou «prédicteur») est calculé.
> La prédiction, utilisation courante «sur le terrain», ou seules les variables X

«faciles» sont mesurées, les autres, Y, étant calculées a I’aide du modele [15].



1.2.2 Calibration multivariable

La calibration multivariée est I’application la plus réussie de la combinaison de la
chimiométrie et des données spectrales [20]. Les modeles multivariables de calibration
sont d’importance pour beaucoup de mesures analytiques, en particulier pour des données
spectroscopiques [21].

La calibration multivariée a toujours ét¢ une pierre angulaire majeure de la
chimiométrie appliquée a la chimie analytique. Cependant, il y’a un grand nombre de
raisonnement de diverses écoles. Pour certains, la chimiométrie implique la calibration
multivariée. Certain groupes scandinaves et nord-américains ont fondé une grande partie
de leur développement au cours des deux derniéres décennies principalement sur les
applications des algorithmes des régressions des moindres carrés partiels (PLS), alors que
le texte classique par Massart et ces colléges ne mentionne pas 1’expérience PLS.
L’étalonnage miltivarié est considéré par certains comme une grande batterie d’approches

a interprétation des données analytiques [22].

1.2.3 Méthodes de régressions usuelles pour le calibrage multivariable
I a été proposé plusieurs méthodes pour le calibrage multivariable, il s’avére que

plusieurs de ces méthodes ne s’exécutent que pareillement pour éviter la confusion due a
I’utilisation de beaucoup de différentes méthodes :

e Régression linéaire multiple (MLR)

e Régression de composant principal (PCR)

e Régression des moindres carrés partielle (PLS)

e Régression de réseaux neurologiques (NN)

e Régression localement pesée (LWR)

e Fonctions des bases radiales combinées avec PLS (RBF-PLS)

1.2.4 Régression des moindres carrées partielles (PLS : Partial Least Squares)
1.2.4.1 Présentation

La régression PLS est actuellement la méthode la plus connue et la plus utilisée
dans de nombreux domaines. Elle a été introduite par Wold (1966) et a fait I’objet de
nombreuses adaptations et développement [23].

La régression PLS (partial least squares, moindres carrés partiels) est une méthode
de régression qui a recue de trés nombreuses applications pratiques, notamment en

spectroscopie, dans les problémes d’étalonnages de spectromeétres et d’autres instruments



de mesure. Cette méthode a comme objectif de créer un modéle linéaire permettant
d’estimer une ou plusieurs variables Y connaissant une matrice de données prédictives
[24].

La régression PLS est donc une extension du modéle de régression linéaire
multible. Dans sa forme la plus simple, un modéle linéaire spécifie la relation (linéaire)
entre une (ou des) variable(s) dépendantes (réponses) Y et un ensemble de variable de
prédictives X telles que :

Y=5bo+ biX; + b2Xo + ...+ X,
Ou les b; sont les coefficients de régression.

La régression PLS est une technique récente qui généralise et combine les
caractéristiques de ’analyse sur composantes principales et de régression multiple. Elle est
particuliérement utile quand on a besoin de prédire un ensemble de variables dépendantes a
partir d’une ensemble trés grande variable explicative (prédicteurs) qui peuvent étre tres
fortement corrélées entre elles.

La principale originalité de la régression PLS est de préserver 1’asymétrie de la
relation entre les prédicteurs et les variables dépendantes, contrairement aux autres
techniques qui les traite symétriquement [25].

La PLS est basée sur la construction de facteurs a partir des données spectrales
initiales. Le but de cette méthode est de réduire la quantité de données et d’éviter ainsi les
problémes de surentrainement sans éliminer les informations utiles. Les composantes ou
variables de la nouvelle base vectorielle, dites variables latentes, sont des combinaisons
linéaires des variables dans 1’ancienne base.

La condensation des données se fait donc suivant les directions les plus pertinentes
en termes de prédiction des variables Y. La régression sur la matrice des variables latentes
est utilisée pour construire I’équation de prédiction.

11 existe de nombreuses versions de 1’algorithme de régression PLS. Elles différent
au niveau des normalisations et des calculs intermédiaires, mais elles aboutissent toutes a
la méme régression. Il existe une distinction dans 1’application de la méthode de régression
PLS. Il faut séparer le cas ou il y’a une seule variable Y a prédire de celui ou en a
plusieurs. Dans le premier cas, on parle de régression PLS univariée (PLSI) et dans le

second cas de régression PLS multivariée (PLS2) (Vigneau et al.2006) [24].

1.2.4.2 Historique
1960 : Herman Wold [26] publie un ouvrage introduisant le PLS, alors appelée

NonLinaer Iterative Partiel Least Squares NIPALS. Un modéle congu pour 1’estimation des
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modeles d’équations structurelles sur les variables latentes. Il en résulte une représentation
"classique" de la régression PLS sous la forme d’un algorithme.

1983 : Svante Wold (le fils d’Herman) et Harold Mertent [27] adaptent NIPALS au
probléme de régression avec trop de prédicteurs et appellent PLS cette adaptation de
I’algorithme.

1990 : Stone et Brooks [28] introduisent le PLS dans le contexte du "Continuum
Régression" (elle ajoute un parametre contenu A autorisant la méthode de modélisation a
varier continuement entre MLR "Miltiple Linear Régression" (A=0), PLS (A=0.5) et PCR
"Principal Component Régression" (A=1)). Ce qui signifie une premiere projection sérieuse
du PLS dans un contexte statistique.

1998 : Tenenhaus [29] écrit un ouvrage entierement en francais dédie a cette

méthode.

I.3 Description des plantes utilisées
1.3.1 Anis étoilé
1.3.1.1 Descriptions botaniques

L’anis étoilé, lllicium verum est un trés bel arbuste badianier chinois, il est toujours
vert, & cyme pyramidal, qui peut atteindre 8 m de hauteur et dont le tronc est une écorce
blanche. Les feuilles brillantes lisses lancéolées et allongées. Les grandes fleurs solitaires
sont jaunatres ou rosées. Les fruits sont a forte odeur (anisée) et de saveur agréable, se sont
des follicules constituées de huit carpelles qui forment une étoile & 8 branches qui sont

cueillies vertes et seront séchées au soleil et prennent la couleur marron [30].

1.3.1.2 Classification

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Illiciales (Austrobaileyales)
Famille : Illiciaceae (Schisandraceae)
Genre : lllicium

Espeéce : Verum Hook [31].

1.3.1.3 Composition chimique de I’huile essentielle
L’huile essentielle de I’anis étoilé contient 80 & 90 % de trans-anéthol (E-anéthol)
et d’huile grasse, flavonoides (quercétine et kaempférol), tanins, acides phénols (acide

shikimique, acide caféine...), les autres composants de I’huile essentielle sont: des
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monoterpénes (limonéne, o-pinéne), estragol, anisaldéhyde, linalo et le 2-(1-

cyclopentényl)-furane [32].

1.3.2 Clous de girofle (giroflier)
1.3.2.1 Descriptions botaniques

Le giroflier est un arbre de 10 4 20 m de haut dans les régions tropicales, humides
et chaudes. Ses fleurs rougeétres ont 4 pétales blancs créme et sont regroupées en cyme.

Le feuillage est touffu et persistant, les feuilles font de 8 8 12 cm de long et 3 a 5
cm de large; le limbe est ponctué de petits points (a peine visibles a la loupe)
correspondant aux poches sécrétrices d’huile essentielle. Le fruit est une baie trés rouge.
Les fameux clous de girofle sont des floraux pas encore épanouis ; ils sont formés d’un
tube d’un centimétre environ qui s’élargit au sommet en forme de croix. La partie
supérieure du clou, appelée « tete », est formée des 4 pétales de corolle enroulés sur eux-

mémes en une petite sphere [33].

I.3.2.2 Classification

Régne : Plantae

Sous-régne : Trachéophyte

Embrochement : Spermatophytes ou Phanérogames
Sous-embrochement : Angiospermes

Classe : Dicotyledonae

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Eugenia

Espeéce : Eugenia cayophyllata Thunb [34].
1.3.2.3 Composition chimique de I’huile essentielle

L’huile essentielle de clous de girofle contient 70 a 83 % (eugénol), 20 % esters (acétate

d’eugényle), 5 a 6 % des sesquiterpénes et B- caryophylléne 4 %... [33].
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1.3.3 Armoise
1.3.3.1 Descriptions botaniques

L’armoise est une plante vivace a ligneuse, rampante et fibreuse. La tige qui peut
atteindre 1.5 m, est herbacée, cylindrique, striée, rougeatre. Les fleurs jaunes sont groupées

en petits capitules. Le fruit est ovale et lisse [35].

1.3.3.2 Classification
Régne : Plantae
Sous-régne : Trachéobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Artemisia

Espece : Artemisia vulgaris [36].

1.3.3.3 Composition chimique de I’huile essentielle
La composition de I’huile essentielle d’armoise est hautement variable. On note la
présence constante de camphre, bornéol. D’autres composés sont souvent retrouvés tels

que I’eucalyptol et le B-pinéne [37].

I.3.4 Carvi
1.3.4.1 Descriptions botaniques

Carvi Carum carvi L, est une plante bisannuelle, sa tige est fine et cannelée. Les
feuilles sont oblongues et les fleurs blanches parfois roses se présentent en ombelles. Ses
graines sont de 5 mm de mesure. Sa taille ne dépasse pas les 60/75 cm de haut au

maximum [30].

1.3.4.2 Classification
Régne : Plantae
Classe : Angiospermes
Ordre : Apirals
Famille : Apiaceae

Genre : Carum
13



Espece : Carum carvi L [38].

1.3.4.3 Composition chimique de ’huile essentielle

L’huile essentielle du carvi contenant majoritairement de la S-carvone (50 a 80%)
et du (R)-limonéne (35 a 49 %). Ces deux composés représentent entre 90 et 98 % de
I’huile essentielle. Les autres constituants sont le myrcéne, I’a-phellandréne, le p-cyméne,
le B-caryophylléne et des isomeéres de la dihydrocarvone, du dihydrocarvéol et du carvéol
[39].

L.3.5 Romarin
1.3.5.1 Descriptions botaniques

Le romarin est un arbrisseau peut atteindre jusqu’a 1.5 m de hauteur, il est
facilement reconnaissable en toute saison a ses feuilles persistantes sans pétiole, coriaces,
vert sombre luisant sur le dessus, blanchatres en dessous. La couleur des fruits varie du

bleu pale au violet [30].

I.3.5.2 Classification
Régne : Plantae
Division : Magnoliopta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Rosmarinus

Espéce : Rosmarinus officinalis [30].

1.3.5.3 Composition chimique de I’huile essentielle

L’huile essentielle du romarin (1 a 2 % dans la plante) contient : de a-pinéne (7 a
80 %), de la verbinone (1 a 37 %), du camphre (1 a 38 %), de I’eucalyptol (1 a 35 %), du
bornéol (4 a 19 %), de I’acétate de bornyle (jusqu’a 10 %) et du camphene [1].

1.3.6 Myrte
1.3.6.1 Descriptions botaniques
Le myrte est un arbuste de 2 a 3 metres de hauteur, buissonnant et touffu aux

feuilles brillantes. Le myrte a des rameaux brun-rouge, les feuilles sont persistantes, ovales
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et pointues, de couleur vert foncé assez luisantes, elles sont coriaces. Ses fleurs sont

blanches au parfum sucré, elles donnent des petites baies noires en automne [33].

1.3.6.2 Classification

Régne : Plantae

Sous-régne : Eucaryotes
Embrochement : Spermaphytes
Sous-embrochement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Myrtus

Espece : Myrtus Communis L [40].

1.3.6.3 Composition chimique de I’huile essentielle
L’huile essentielle de myrte contient a-pinéne 28.5 a 30 %, 1,8-cincole 15.3 a

28.8%, linalol 1%, acétate de linalyle, myrténal, cadinéne 2.5 % [33].

1.3.7 Thym
I.3.7.1 Descriptions botaniques

Les thyms (Thymus) sont des plantes basses sous-ligneuses, pouvant atteindre 40
cm de hauteur. IIs possédent de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur verte

foncé, et qui sont recouvertes de poils et de glandes [41].

1.3.7.2 Classification
Régne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Astéridae
Ordre : Limiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espéce : Thymus vulgaris [42].
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L.3.7.3 Composition chimique de I’huile essentielle

L’huile essentielle de thymus vulgaris est également de type monoterpénique
(93.9 %), avec une proportion sensiblement identique de monoterpénes hydrocarbonés (45
%) et de monoterpénes oxygénés (48.9 %). Le principal constituant de la fraction oxygégée
est de thymol (40.1 %). Parmi les monoterpeénes hydrocarbonés, on peut citer le p-cymeéne

(23.4 %) et le y-terpinéne (15.1 %) [43].

1.3.8 Zeste d’orange (orange douce)
I.3.8.1 Descriptions botaniques

L’oranger a une hauteur de 2 4 3 m et d’une durée de vie de 300 a 400 ans, les
orangeraies prosperent dans les régions tempérées disposant d'un hiver doux. Ils ont
besoin de beaucoup de soleil, de chaleur et d’eau. La différence de température entre 1’été
et I’hiver et entre le jour et la nuit est importante pour le développement correct de la

saveur et de la couleur. Son nom scientifique est devenu Citrus sinensis [44].

1.3.8.2 Classification

Régne : Végétale

Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicotylédones

Sous-classe : Rosidées

Ordre : Rutales

Famille : Rutaceae

Genre : Citrus sinensis [45].

1.3.8.3 Composition chimique de I’huile essentielle

L’huile essentielle des oranges contient les monoterpénes 89-91 % de I’huile (d-
limonéne 83-90 %), les hydrocarbures (a-pinéne 0.5 %, B-pinéne 1 %, myrcéne 2 %,
y-terpinéne 0.1 %), les aldéhydes 1.8 % de I’huile, les alcools 0.9 % de I’huile et les esters
2.9% de I’huile [44].

1.4 Huiles essentielles
1.4.1 Définition
Une huile essentielle est une essence concentrée qui est odorante et volatile,

provenant de plantes aromatiques que 1’on extrait par divers moyens et les recueille sous
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forme liquide et volatile. La composition des huiles essentielles est trés complexe :
terpénes, aldéhyde, cétone, phénol, lactone, ester, en sont les composants principaux. Les
huiles essentielles sont solubles dans I’huile et dans 1’alcool, mais pas dans I’eau [46].

Elles sont bien connues par leurs bienfaits comme agents antimicrobiens qui
pourraient étre employés pour commander la détérioration de nourriture et les bactéries
pathogénes portées par les aliments [47-48].

Les huiles essentielles peuvent étre obtenues par expression, mais la méthode de
distillation par la vapeur est la plus utilisée généralement pour leur production

commerciale [49].

L.4.2 Procédés d’extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles est certainement la phase la plus délicate et la
plus importante du processus. Elle a pour but d’isoler les produits les plus subtils et les
plus fragiles élaborés par le végétal. De nombreux procédés sont utilisés pour 1’extraction
de ces substances [50].

Les protocoles d’extraction les plus utilisés dans la préparation des huiles

essentielles sont I’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur d’eau.

1.4.2.1 Hydrodistillation

L’hdrodistillation est la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement
utilisée. Le matériel végétal est immergé directement dans un alambic rempli d’eau placé
sur une source de chaleur. Le tout est ensuite porté a 1’ébullition. Les vapeurs hétérogenes
sont condensées dans un réfrigérant et I’huile essentielle se sépare de I’hydrolat par simple
différence de densité. L’huile essentielle étant plus 1égére que ’eau (sauf quelques rares

exceptions), elle surnage au-dessus de I’hydrolat [51].

1.4.2.2 Entrainement a la vapeur d’eau

Pour éviter certain phénoménes d’hydrolyse sur des composants de [’huile
essentielle ou des réactions chimiques pouvant altérer les résultats, le protocole de
’entrainement a la vapeur a été mis au point. La masse végétale repose sur une grille vers
laquelle la vapeur est pulsée. Les cellules se distendent et les particules d’huile se libérent.
Ces derniéres sont alors vaporisées et condensées dans un serpentin réfrigéré. La
récupération de I’huile essentielle est la méme que dans le cas de I’hdrodistillation [52-

54].
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L.5 Description des composés phénoliques utilisés comme étalons
L.5.1 Généralité sur les composés phénoliques

Les métabolites secondaires des végétaux peuvent é&tre définis comme des
molécules indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites
primaires (protéines, lipides et glucides) qui alimentent les grandes voies du métabolisme
basal. Ces métabolites secondaires exercent cependant une action déterminante sur
I’adaptation des plantes & leur environnement. Ils participent ainsi, de maniére trés
efficace, a la tolérance des végétaux a des stress variés (attaques de pathogénes, prédations
d’insectes, sécheresse, lumiere UV...).

On trouve des métabolites secondaires dans toutes les parties des plantes, mais ils
sont distribués différemment selon leurs roles défensifs. Cette distribution varie d’une
plante a I’autre.

On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grandes groupes : parmi
ceux-ci, les composés phénoliques, les terpénes et stéroides et les composés azotés dont les
alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui
posseédent une trés large gamme d’activités en biologie humaine [55].

Les phénols forment un groupe tres vaste de substance qu’il est souvent difficile de
définir correctement (tableau 1, annexe). Ils contiennent dans leurs structures un noyau
benzénique auquel est 1li€é au moins un groupe hydroxyle libre ou engagé dans une autre
fonction éther [56],...

Les composés phénoliques participent activement aux interactions de la plantes
avec son environnement en jouant soit le réle des signaux de reconnaissance entre les
plantes (allélopathie), entre les plantes et les symbioses [57].

Les composés phénoliques sont obtenus par deux grandes vois d’aromagenése : La
voie de I’acide shikimique [56] (la voie de shikimate "biosynthése des composés
aromatiques «phénylpropénesy» [58] comme la vanilline, I’eugénol, I’anéthol, I’estragol et
d’autres ") [59], et la voie de I’acétate, mais peuvent étre également obtenus par une
biogenése mixte avec la participation du shikimate et de I’acétate (le cas des flavonoides,
stilbéne, pyrones, xanthones,...) ou par le mévalonate avec le shikimate dans la
biosynthése d’autres dérivés mixte (le cas de certaines quinones ou comme le furano- et les
pyranocoumarines). Les notions biosynthétiques évoquées permettent de bien cerner la
notion de composé phénolique: dérivé non azoté dont le cycle aromatique est
principalement issus du métabolisme de I’acide shikimique ou/et de celui d’un polyacétate

[56].
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1.5.2 Propriétés physico-chimiques des étalons utilisés
La figure 1.3 montre les structures chimiques des composés phénoliques utilisés

dans cette étude et leurs sources.
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Figure 1.3 : Structures chimiques des composés phénoliques (phénylpropénes) et leurs sources

1.5.2.1 Eugénol

L’eugénol est un composé aromatique dérivé de la voie de biosynthése du
phénylpropéne, généralement, il est extrait du cinnamon en tant que produit mineur, aussi
de clous de girofle comme commandant [60].

L’eugénol est un phénol autorisé par la FDA (Food and Dug Administration)
comme ingrédient alimentaire. La valeur ADI (Acceptable Daily Intake) a été fixée a 2,5
mg/kg [61].

I1 a une huile jaune clair pale avec une odeur agréable et un gott épicé, peu soluble
dans I’eau [62].

Il est beaucoup utilise en médecine dentaire pour sa propriété d’anesthésique local

[63-66] (figure L4).
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Figure 1.4 : Eugénol

L’eugénol était déja utilisé au siécle dernier comme anti-infectieux contre la
tuberculose et la gangréne bronchique [67]. Depuis, d’autres propriétés lui ont été
découvertes, comme par exemple 1’effet anti-inflammatoire [68], 1’effet antibactérien [69],

anti-cancers [70], anti-oxydantes [71].

1.5.2.2 Trans anéthol

Le trans anéthol est un composé organique qui est largement utilisé dans I’industrie
des parfums. Dans certains pays, il est utilis¢é dans les industries alimentaires et
pharmaceutiques. Récemment, il a été étudié et considéré comme insectifuge. Les isoméres
naturels de I’anéthol se trouvent dans les variétés de plantes anis étoilé, camphre et fenouil.
Le trans anéthol est extrait de ces plantes par un procédé d’écrasement et d’évaporation de

I’eau [72] (figure 1.5)

4

Figure L5 : Trans anéthol

1.5.2.3 Vanilline

La vanilline est le principe aromatique auquel la vanille doit son parfum principal.
Isolé de la vanille ou préparée par la synthése, elle se présente sous forme d’aiguilles
blanches fondant a 80-84°C, et bouillante 285°C. Sa solubilité dans I’eau est de 1% a froid
et de 5% a 78°C. Elle est trés soluble dans 1’alcool, 1’éther, le chloroforme et les huiles [73]

(figure 1.6).
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Figure 1.6 : Vanilline

Le tableau 1.1 résume quelques propriétés physico-chimiques des composés
phénoliques considérés dans ce travail.

Tableau I.1 : Propriétés physico-chimiques d’eugénol, trans anéthol et vanilline

Masse | Température Masse
Composés Formule
Nom UIPA molaire | d’ébullition | volumique
phénoliques brute . ;
g.mol °« g.cm’

2-méthoxy-4-(2-
Eugénol CioH120, 164 253 1.066
propenyl)-phénol

Trans Trans-1-méthoxy-4-
CioH120 148 234 0.99
anéthol (prop-1-enyl) benzene
4-hydroxy-3-
Vanilline CsHzOs 152 285 1.05
méthoxybenzaldéhyde

1.6 Synthése des travaux antérieurs PLS-IRTF

Différents travaux ont été menés en utilisant le PLS-IRTF et en s’intéressant d’un
coté aux régions spectrales de mesure dans les différentes zones de I’infrarouge IRTF
(PIR-MIR-LIR) et d’autre c6té aux matrices ciblées.

% D’aprés Julia Kuligowski et al [74].

Le but principal de ce travail consiste a déterminer la lécithine et 1’huile de soja
dans les compléments alimentaires par spectrométriec IRTF en combinaison avec une
méthode régression des moindres carrés partiels (PLS). Deux modeles différents de PLS
ont été développés. L’utilisation de 16 mélanges synthétiques de substances a analyser
dans le dichlorométhane, dans une gamme spectrale allant de 931.8 cm™” a 1252.3 cm™

pour la Iécithine et de 911.4 cm™ & 1246 cm™ et 1695.3 cm™ 4 1774.5 cm™ pour I’huile de
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soja ont ¢été analysés. Sept produits du marché Espagnol avec des concentrations de
lécithine entre 21.1% et 99.1% et d’huile de soja entre 0% et 37.2% ont été analysés par la
méthode proposée. Pour les échantillons enrichis, des quantités comprises entre 50 mg et
250 mg de lécithine et de soja ont été ajoutées. L’exactitude obtenue varie entre 98.0% et
102.1% et entre 93.6% et 102.0%, et la précision moyenne varie de 0.35% et 0.41% pour la
lécithine et I’huile de soja, respectivement. Les données obtenues ont été comparées a une
méthode de référence chromatographique (CLHP). Les résultats des deux méthodes

concordent.

% D’aprés Julia Kuligowski et al [75].

L’intérét de cette étude était de développer une méthode verte pour la détermination
des triacylglycérides polymérisés PTG dans les huiles de friture de 1égumes de différentes
origine botanique et ce, par I’utilisation de la spectroscopie proche infrarouge et les
régressions des moindres carrés partiels (SPIR-PLS). Quatre types d’huiles différentes ont
été chauffées pendant plusieurs heures, avec et sans addition des produits alimentaires. Les
spectres de transmission SPIR ont été obtenus directement a partir des fractions aliquotes
d’échantillons stockés dans des flacons en verre en évitant ainsi la consommation de
solvants et en minimisant la production de déchets. Un mod¢le de PLS global a I’aide des
spectres de chacun des quatre types d’huiles a été comparé aux modeles de PLS fixés pour
chaque type d’huile. En raison des faibles différences observées dans les spectres du
proche infrarouge qui peuvent €tre li€ a 1’origine botanique et aux résultats obtenus a partir
de la comparaison des modeles de PLS, ['utilisation d’un modele global de PLS est
recommandé ce qui a conduit a des erreurs de prédiction de 2.28% (v/v) dns la

détermination de PTG des huiles de friture.

% D’apres Sergio Armenta et al [76].

Le but de ce travail était de développer une procédure d’analyse par spectroscopie
IRTF-ATR-PLS pour déterminer la concentration de composantes chimiques telles que le
glucose, le fructose, le saccharose et 1I’éthanol pendant la fermentation de nectar d’ananas.
Cette méthode de couplage fournie simultanément une bonne estimation pour les quatre
analytes utilisés, ce qui permet d’obtenir une erreur quadratique moyenne de 1’étalonnage
pour le glucose, le fructose, le saccharose et 1’éthanol égale a 0.0040, 0.021, 0.063, et
0.074% (v/v) respectivement, et une erreur relative de validation de 2.9, 2.1, 2.6 et 3.6%
(v/v) respectivement. Les résultats obtenus lors de cette étude ont été comparables a ceux

obtenus avec une méthode spectroscopique de référence (UV-Visible).
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Chapitre II : Partie expérimentale
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I1.1 Introduction

/ / / -S4 \i \\é
La chimiométrie est aujourd’hui appliquée & nombreux donfxames de la chjmi

analytique, notamment aux méthodes spectroscopiques telle que \Ia Spectrometne 1 TF
[18]. \

\ ¥

L’objectif principal de ce travail a été 1’utilisation d’un logiciel\\(:)uaﬁf:l”'d”OPUS
pour développer une calibration multicomposé (PLS-IRTF).

Dans cette étude, nous allons optimiser les différents paramétres analytiques ainsi
que les conditions opératoires. L’application concerne la détermination des composés
phénoliques (phénylpropénes : eugénol, trans anéthol, vanilline) dans une série d’huiles
essentielles diluées directement dans le solvant sans traitement préalable en considérant
des bandes spécifiques et une bande commune aux trois étalons étudiés.

Ce travail a été réalisé au laboratoire de chimie des substances naturelles du
département de chimie, faculté des sciences et au laboratoire des plantes médicinales et

aromatiques du département d’agronomie, faculté d’agro-vétérinaire, Université de Blida.

I1.2 Appareillages et réactifs
I1.2.1 Spectrophotométrie Infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

Un spectrométre infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) de marque Bruker
type Tensor 27, équipé d’un détecteur sulfate triglicine deuteré DTGS a température
ambiante, d’une source infrarouge moyen (4000-400 cm‘l), d’un rayonnement de laser
et un diviseur de faisceau KBr a été utilisé. Le traitement des spectres est réalisé avec
le logiciel OPUS 6.5 sous le systéme d’exploitation Microsoft Windows XP.

Les fenétres utilisées pour I’analyse de la phase liquide sont soit en fluorure
de baryum (BaF,) avec une entretoise en téflon de 0.1 mm d’épaisseur, ou bien en chlorure
de sodium (NaCl) avec une entretoise en téflon de 1 mm d’épaisseur. Les tubes
de connections sont en téflon avec un diamétre intérieur de 0.8 mm et le chargement est
réaliser en employant des tubes de chlorure de polyvinyle de diamétre intérieur
de 2.79 mm. L’acquisition des spectres a ¢té effectuée avec une résolution de 4 cm’
et un nombre de scan égal a 10 spectres ou bien des résolutions de 4 cm™ et 2 cm™ et un
nombre de scan égal a 20 spectres par rapport & un background stabilisé préalablement
dans les méme conditions instrumentales avec une cellule remplie de solvant pur utilisé
pour la préparation des solutions (CH,Cl, stabilisé avec I’amyléne).

L’introduction des solutions a été avec un systéme a écoulement bloqué avec

une cellule de flux. L’avantage d’une telle cellule est d’éviter les inconvénients relatifs au
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nettoyage et au remplissage des cellules conventionnelles et de minimiser la consommation
des solvants organiques et de réduire le temps d’analyse.

Le systéme d’écoulement est effectué en utilisant une pompe péristaltique, le flux
est stoppé momentanément une fois la cellule est remplie. On obtient le spectre et on
rétablit le flux pour rincer la cellule avec le solvant et la remplir & nouveau avec une autre
solution. Les spectres enregistrés sont traités a 1’aide d’une macro qui a été construire
a partir de logiciel intégré Quant 1 d’OPUS pour faire la calibration multicomposé.

La figure II.1 montre I’instrumentation utilisée pour effectuer les mesures.

Déchet

IRTF

Cellule
micro-flow

ique

Solvant

Pompe péristaltique

Figure I1.1 : Montage IRTF utilisé pour la détermination des étalons

I1.2.2 Réactifs
Tous les réactifs utilisés dans cette étude ; le dichlorométhane stabilisé avec

I’amyléne, I’éther, sont de grade analytique.

I1.3 Spectres IRTF des étalons

Dans cette étude une solution mére de concentration de 20 mg.ml" a été préparée
pour chaque étalon : eugénol, trans anéthol, vanilline.
Des solutions de chaque étalon sont analysées via une cellule contenant des fenétres de
BaF, avec une entretoise de 0.1 mm, résolution nominale 4 cm™, nombre de balayage 10

scans.

I1.3.1 Spectre IRTF de I’eugénol préparé directement dans CH,Cl,
Une solution d’eugénol dans CH,Cl, de concentration 4 mg.ml™ a été préparée a

partir de la solution mere (20 mg.ml™).

26




Absorbance

La Figure II.2 montre le spectre d’absorbance de 1’eugénol dans le domaine spectral

compris entre 4000 et 850 cm™.
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Figure IL.2 : Spectre IRTF de 1’eugénol préparé directement dans CH,Cl, (4 mg.ml™)

On constate que le spectre de ’eugénol présente des bandes a 3542 em’

et 3689 cm™ représentant 1’élongation de la liaison OH d’un alcool. La région entre
2942 cm’ et 2848 cm est caractéristique de I’élongation des groupes CH, et CHs.
Une bande moyenne a 1639 cm™ correspond & I’élongation du groupement C=C d’un
alcene. Il présente également une bande intense a 1515 cm™ caractéristique de 1’élongation
du groupement C=C aromatique. Les bandes a 1372 cm™ et 1184 cm™ sont relatives a
I’élongation de la liaison OH d’un alcool. Les deux bandes a 1149 cm” et 1123 cm™ sont
caractéristiques de 1’élongation de la liaison C-O et de la déformation de la liaison O-H
d’un phénol, respectivement. Il présente une bande 4 997 cm™ correspond 4 la déformation

de la liaison CH hors-plan.

I1.3.2 Spectre IRTF de trans anéthol préparé directement dans CH,Cl,

Une solution de trans anéthol dans CH,Cl, de concentration 4 mg.ml'1 a été
préparée a partir de la solution mere (20 mg.ml™).

La Figure II.3 montre le spectre d’absorbance de trans anéthol dans le domaine

spectral compris entre 4000 et 850 cm™.
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Absorbance
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Figure IL3 : Spectre IRTF de trans anéthol préparé directement dans CH,Cl, (4 mg.ml™)

Le spectre de trans anéthol montre une faible bande a 1682 cm™ qui représente
I’élongation du groupement C=C d’un alcene. Il présente deux bandes intenses a 1609 cm’
et 1509 cm™ caractéristique de 1’élongation du groupement C=C aromatique. Les bandes
moyennes a 1465 cm” et 1307 cm™ correspondent a 1’élongation du groupement CH et 4 la
déformation du groupement CH3, et une forte bande a 1175 cm’ représente 1’élongation du
groupement C-O. Il présente une forte bande a 967 cm’ caractéristique de la déformation

de la liaison CH hors-plan.

I1.3.3 Spectre IRTF de la vanilline préparée directement dans CH,Cl,

Une solution de vanilline dans CH,Cl, de concentration 4 mg.ml'1 a été préparée a
partir de la solution mére (20 mg.ml™).

La Figure I1.4 montre le spectre d’absorbance de la vanilline dans le domaine

spectral compris entre 4000 et 850 cm™.
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Figure IL.4 : Spectre IRTF de la vanilline préparée directement dans CH,Cl, (4 mg.ml™)

Comme on peut le constater, le spectre de la vanilline montre une forte bande a
3519 em™ qui représente I’élongation de la liaison OH d’un alcool. La région entre 2826

et 2735 cm™ est caractéristique de I’élongation du groupement CH. Il présente

cm’
également une bande intense & 1690 cm™ qui correspond a 1I’élongation du groupement
C=0, et une bande intense & 1509 cm™ relatif 4 1’élongation du groupement C=C
aromatique. Les deux bandes & 1205 et 1150 cm’ sont caractéristiques de 1’élongation de la

liaison C-O et de la déformation de la liaison OH du phénol.

I1.4 Choix des conditions de travail

Avant d’effectuer la détermination quantitative nous allons commencer tout
d’abord par I’optimisation et le choix des conditions spectrales et opératoires a savoir :
Les bandes d’absorbances, les modes d’intégration, la nature des fenétres, le chemin

optique, la résolution et le nombre de balayage.

I1.4.1 Choix des bandes de travail pour les différents étalons
Les bandes spécifiques (séparées) de chaque composante a savoir 1’eugénol, le
trans anéthol et la vanilline, aussi qu’une bande commune de ces trois composantes ont

été sélectionnées.
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La figure I1.5 présente les bandes séparées et commune pour effectuer le travail.
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Figure ILS : Spectres IRTF des trois étalons : (rouge) eugénol, (bleu) trans anéthol, (vert) vanilline
4 mg.ml'l)

D’aprés le spectre de la figure I1.5, on constate qu’il existe une bande a 1510 cm™

commune aux trois étalons utilisés. Elle est caractéristique comme indiqué auparavant a

I’élongation du groupement C=C aromatique (la fonction qui existe dans les trois étalons).

Cette bande sera exploitée pour la détermination de la fraction phénolique (tous les phénols

existant dans les échantillons réels).

Le tableau II.1 regroupe les bandes séparées et commune (hauteur des pics) pour

I’eugénol, le trans anéthol, la vanilline et la fraction phénolique.

Tableau II.1 : Sélection des bandes séparées et commune

Etalons Eugénol Trans anéthol Vanilline Fraction
phénolique
Lignes de base Hauteur des pics
(cm™)

1007-984 @x 997

977-955 @x 967>
1721-1659 @ 1@
1541-1484 @x | @

@andes sélectionnées pour le développement du modeéle.
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D’apres les résultats mentionnés dans le tableau I1.1 on constate que :
> Les bandes 4 997 cm™, 967 cm™ et 4 1690 cm™ sont des bandes séparées
pour I’eugénol, le trans anéthol et la vanilline, respectivement.
» Labande 4 1510 cm™ est une bande commune des trois étalons.

Il est & montrer que les bandes sélectionnées se sont les bandes utilisées pour

développer la calibration multicomposé.

I1.4.2 Sélection des modes d’intégration

Le logiciel Quant 1 d’OPUS permet de sélectionner une gamme d’intégration pour
les pics du spectre IR. La hauteur ou I’aire de pic (intégrale) peuvent étre utilisé pour la
calibration. II existe 19 modes d’intégration (figure I1.6, annexe). Six modes ont été testés

pour le calcul des intensités des pics. Les modes R et K ont été choisi pour effectuer la

calibration.
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Figure I1.6 : Modes d’intégration

I1.4.3 Choix du chemin optique des fenétres
11.4.3.1 Chemin optique avec des fenétres de BaF,

Nous avons utilisé des fenétres de BaF, avec un chemin optique de 0.1 mm, une
résolution nominale de 4 cm™ et un nombre de balayage égal a 10 scans.

Le tableau II.2 regroupe les valeurs des intensités des bandes sélectionnées pour les

trois étalons dilués dans CH,Cl, (4 mg.ml™).
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Tableau IL.2 : Analyse des étalons en utilisant les fenétres de BaF, avec une entretoise de

0.1 mm

Etalons Mode d’intégration Intensités
J 0.018796

K 0.008137

Eugénol . L 0.009101
LBM??OO%?’;;;H cm™) N 00 lo7s

N 0.008137

R 0.008082

J 0.047042

K 0.032195

Trans anéthol1 L 0.035482

LA ?9'73?975?;111'1) M s

N 0.032195

R 0.032195

J 0.137860

K 0.123703

Vanilline . L 0:123593
L.Bhfig’}zll?gsc;::m") M e
N 0.123703

R 0.123283

L.B : Ligne de Base

D’apreés les résultats indiqués dans le tableau I1.2, on remarque qu’avec les fenétres
de BaF; on a obtenu des faibles intensités pour les bandes choisies de I’eugénol et le trans
anéthol.

Pour palier a cette défaillance on a pensé changer les fenétres de la cellule de flux

ainsi que le chemin optique.

I1.4.3.2 Chemin optique avec des fenétres de NaCl
Nous avons utilisé¢ une fenétre de NaCl avec un chemin optique de 1 mm et une

résolution nominale de 4 cm™ et un nombre de balayage égal a 20 scans.
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La figure IL.7 représente les spectres des trois étalons dilues dans CH,Cl,

(5mg.ml™) en utilisant des fenétres de NaCl.
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Figure IL.7 : Spectres IRTF des trois étalons : (A) eugénol, (B) trans anéthol, (C) vanilline (5 mg.m1™)
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Conditions expérimentales : Fenétre de NaCl, Chemin optique 1 mm, Résolution nominale 4 cm™, Nombre de

halavage 20) scans. Backeround de 1a cellule remnlie de CH.Cl-.

D’aprés la figure I1.7, on remarque que 1’intensité des pics a augmenté avec un

facteur de 10, et on a gagné un domaine spectral compris entre 900-650 cm™.

Donc on va utiliser le long de cette étude une cellule contenant des fenétres de

NaCl et un chemin optique de 1 mm.

11.4.4 Sélection de la résolution

Le tableau II.3 regroupe les valeurs d’intensités des pics des trois étalons dilués

dans CH,Cl, (5 mg.ml™) en utilisant les fenétres de NaCl pour des valeurs de résolution de

4et2cem™.

Tableau IL.3 : Analyse des étalons en utilisant des fenétres de NaCl avec une entretoise de

1 mm
Mode Intensité avec Intensité avec
Etalons Y i
d’intégration résolution 4 cm” résolution 2 cm”
J 0.157985 0.169593
K 0.098062 0.109830
Eugénol
L 0.108983 0.120323
Max : 997 cm™
't M 0.091253 0.103535
L.B: (1007-984 cm™)
N 0.098062 0.109830
R 0.097386 0.108084
J 0.482520 0.532252
K 0.370713 0.426793
Trans anéthol
L 0.408846 0.462808
Max : 967 em™
. M 0.424651 0.478349
L.B: (977-955 cm™)
N 0.370713 0.426793
R 0.370715 0.426796
J 1.686577 1.727211
K 1.595309 1.635810
Vanilline
L 1.621355 1.660114
Max : 1690 cm™!
i M 1.636854 1.677307
LB:(1721-1659 cm™)
N 1.595309 1.635810
R 1.582798 1.632587

L.B : Ligne de Base
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D’apreés les résultats mentionnés dans le tableau I1.3, on a remarqué qu’il y’ a une
augmentation de I’intensité des pics et ce, a cause de 1’utilisation d’un chemin optique de
1 mm d’épaisseur.

De méme on a constaté que la variation de la résolution 2 et 4 cm™ n’influence pas
Iintensité des bandes choisies. Alors on a opté pour la valeur de la résolution 4 cm™ afin
d’effectuer cette étude.

Pour effectuer cette étude, nous avons choisi des bandes caractéristiques de
I’eugénol a 997 cm'l, le trans anéthol a 967 cm'l, la vanilline 4 1690 cm™ et la fraction
phénolique & 1510 cm™. Les fenétres utilisées sont 4 base de NaCl avec une entretoise de 1

mm. Une résolution de 4 cm™ a été fixée avec un nombre de balayage de 20 scans.

I1.5 Calibration multivariable et multicomposé

Dans cette étude nous allons utiliser le logiciel Quant 1 d’OPUS (figure 11.8) pour
développer un modele de calibration multivariable et multicomposé (PLS).

Ce modele sera utilisé pour la détermination simultanée de I’eugénol, le trans
anéthol et la vanilline. La bande commune de ces trois étalons sera exploitée.

Nous allons optimiser le domaine de calibration et le mode d’intégration.

Une fois les calibrages réalisés, les concentrations des composantes chimiques

seront déterminées dans les échantillons réels.
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Figure IL.8 : Fenétre de logiciel Quant 1 d’OPUS
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IL.5.1 Optimisation du modéle PLS (Quant 1)
I1.5.1.1 Définition de la méthode Quant 1

Pour procéder au calibrage et obtenir les meilleures valeurs de prédiction, nous
devons disposer d’un jeu d’échantillons de calibrage. Chacun des échantillons de calibrage
doit contenir une concentration différente de la composante qui nous intéresse. Les
concentrations doivent étre connues. Le calibrage s’effectue a I’aide des concentrations des
composantes connues et des spectres des échantillons de calibrage. Pour ce faire, on
apparie a chacun des spectres une bande (un pic) spécifique qui subi I’intégration selon le

mode optimisé.

I1.5.1.2 Etape de I’édition de la méthode Quant 1
Les différentes étapes de 1’édition ou de la création de méthode Quant 1 sont trés
faciles et pratiques a exécuter grace a un assistant OPUS qui nous guide dans chaque étape

(figure I1.9) une fois les spectres des solutions étalons sont enregistrées.

Cet assistant va vous aider a définir une méthode d’analyse quantitative Quant 1
Les étapes suivantes sont & parcourir :
Sélection des spectres pour le calibrage
e Spécification de la désignation et des unités des composantes
e Entrée des concentrations des composantes
e Choix d’un pic spectral correspondant a chaque composante (mode d’intégration)
e Sélection du type de courbe de calibrage (régressions linéaire, cubique ou carré)
pour la courbe de calibrage, nous pouvons choisir entre une droite ou une
parabole (carrée ou cubique). En choisissant une parabole comme courbe de
calibrage, il est éventuellement possible de prendre en compte les écarts par
rapport a la loi de Beer-Lambert.
e Calcul de calibrage
e Affichage et impression des résultats de calibrage (tableau et diagrammes)
Cliquer sur «Suite» pour définir une nouvelle méthode

Cliquer sur «Sélection de méthode Quant 1» pour éditer une méthode existante.

o - - - - - —

I
]
]
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Figure I1.9 : Assistant de I’éditeur de la méthode Quant 1

I1.6 Choix de la gamme de calibration
I1.6.1 Préparation d’une matrice réduite de la calibration

Comme la teneur des métabolites secondaires est variable dans les plantes, nous
avons choisi un domaine arbitraire qui vérifie la linéarité (loi de Beer-Lambert).

On a considéré le domaine de concentration linéaire pour ’eugénol et la vanilline
compris entre 0.2 et 5 mg.ml™, et pour le trans anéthol entre 0.6 & 5 mg.ml™.

Dans cette étude dix solutions ont été préparées a partir des trois solutions meéres de
10 mg.ml” de chaque composeé.

La concentration de la fraction phénolique a été déduite chaque fois par la
sommation des concentrations des trois étalons.

Les compositions des dix solutions étalons en termes de concentration sont

regroupées dans le tableau I1.4.
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Tableau I1.4 : Composition des solutions étalons (matrice réduite)

H:mmﬁo_ Trans anéthol Vanilline Fraction phénolique
Solution C v C A% C A% C v
(mg.ml™?) (ml) (mg.mI™) (ml) (mg.mlI™) (ml) (mg.mlI™) (ml)

étalon

Solution 1 0.6 0.3 1.6 0.8 0.2 0.1 2.4 1.2
Solution 2 0.6 0.3 S 2.5 0.2 0.1 5.8 29
Solution 3 5 2.5 1.6 0.8 0.2 0.1 6.8 3.4
Solution 4 0.6 0.3 1.6 0.8 5 2.5 7.2 3.6
Solution 5 4 2 4 2 0.5 0.1 8.2 4.1
Solution 6 0.6 0.3 4 2 4 2 8.6 4.3
Solution 7 4 2 1.6 0.8 4 2 9.6 4.8
Solution 8 3 15 3 15 3 15 9 4.5
Solution 9 0.2 0.1 0.6 0.3 0.2 0.1 1 0.5
Solution 10 4 2 0 0 4 2 8 4

C : concentration de I’étalon dans la solution étalon en mg.ml™, V : volume prélevé de la solution mére en ml (un volume final de 25 ml est considéré).
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I1.6.1.1 Paramétres d’intégration de chaque composante

Pour exécuter correctement Quant 1, il est indispensable de considérer des bandes
séparées de chaque composante et la bande commune de ces trois composantes, pour se
faire on a considéré les bandes sélectionnées dans le tableau II.1.

Différents modeles PLS ont été construits en considérant les bandes séparées de
chaque composante et la bande commune avec les différents modes d’intégrations.

Les spectres IRTF de la figure I1.10 illustre le mode d’intégration choisi pour

chaque composante pour construire enfin le modéle de calibration.
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On a constaté que le mode R est adéquat pour I’eugénol et que le mode K est

adéquat pour le trans anéthol, la vanilline et la fraction phénolique.

I1.6.1.2 Paramétres analytiques de ’analyse Quant 1 des trois composantes et de la
fraction phénolique

Les tableaux II.5-II.8 résument les résultats de 1’analyse Quant 1 pour les trois
composantes (eugénol, trans anéthol et vanilline) et la fraction phénolique.

Chaque tableau contient toutes les données relatives & la composante choisie de la
solution de calibrage, la valeur réelle, la valeur calculée (la valeur de prédiction) & partir
des résultats de calibrage, la différence «absolue» entre ces deux valeurs, la position X, qui

constitue la valeur d’intégration du pic, et enfin I’erreur relative.
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Tableau ILS : Résultats de calibrage pour I’eugénol

EUGENOL

L’intégration : mode R : 997 (1007-984)

Droite d’étalonnage : Y=+0.11678 + 42.635 X

Coefficient de corrélation (r) : 0.991

régression : linéaire

Y : Valeur pour la composante en mg.ml™

X : Valeur d’intégration

Sigma = 0.255 : est la différence entre la quantité réelle (Valeur Réelle) et la prédiction (Valeur Calculée) ou le domaine de confiance a I’intérieur

duquel se situe la valeur, moyennant le degré de probabilité de 1o (~ 68%).

(x+0) : Valeur moyenne =+ déviation standard pour (n=3), trois valeurs dépendantes.

Différence : Valeur réelle — Valeur calculée (valeur de prédiction).

Solution étalon

Valeur réelle

Valeur calculée (x*o)

Différence (x+o)

Valeur d’intégration (x+c)

Solution 1 0.6 0.571 £ 0.003 0.028 = 0.003 0.010 +9.030.10°
Solution 2 0.6 0.157 £ 0.011 0.442 = 0.011 9,539.10* +2.718.10™
Solution 3 S 4.874 £ 0.033 0.125 + 0.033 0.111 *+ 7.760.10™
Solution 4 0.6 0.482 = 0.058 0.117 £+ 0.058 0.008 = 0.00136
Solution 5 4 3.933 £0.012 0.066 + 0.012 0.089 +2.899.10™
Solution 6 0.6 0.487 + 0.061 0.112 £ 0.06 0.008 + 0.001
Solution 7 4 4.009 £ 0.008 -0.009 + 0.008 0.091 + 2.021.10™
Solution 8 3 2.847 £ 0.007 0.152 £ 0.007 0.064 + 1.715.10™
Solution 9 0.2 0.801 = 0.026 -0.601 £ 0.026 0.016 + 6.331.10™
Solution 10 4 4.225 + 0.013 -0.224 £ 0.013 0.096 =+ 3.225.10™
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Les figures II.11-I11.14 montrent

les représentations graphiques de chaque

paramétre analytique calculé pour 1’eugénol, le trans anéthol, la vanilline et la fraction

phénolique, respectivement. Les diagrammes (A) illustre ’adaptation aux valeurs

paramétrées, c.a.d la corrélation entre la valeur calculée et réelle, les diagrammes (B)

représentent la différence par rapport aux valeurs paramétrées, c.a.d la dispersion de

I’erreur absolue par rapport a la valeur réelle et les diagrammes (C) qui montrent la

corrélation entre les valeurs paramétrées (la concentration de la composante) et la réponse

analytique (valeur d’intégration des pics). Les trois diagrammes obtenus permettent

d’apprécier la qualité de la série de calibrage et de décaler d’éventuels dérivés.
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Figure I1.11 : Représentations graphiques des parameétres analytiques pour I’eugénol
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Tableau IL6 : Résultats de calibrage pour le trans anéthol

TRANS ANETHOL

L’intégration : mode K : 967 (977-955)
Droite d’étalonnage : Y=-0.21422 + 13.864 X

Coefficient de corrélation (r) : 0.991

régression : linéaire

Y : Valeur pour la composante en mg.ml™

X : Valeur d’intégration

Sigma = 0.229: est la différence entre la quantité réelle (Valeur Réelle) et la prédiction (Valeur Calculée) ou le domaine de confiance a I’ intérieur

dugquel se situe la valeur, moyennant le degré de probabilité de 16 (~ 68%).

(x£6) : Valeur moyenne =+ déviation standard pour (n=3), trois valeurs dépendantes.

Différence : Valeur réelle — Valeur calculée (valeur de prédiction).

Solution étalon Valeur réelle Valeur calculée (x+6) Différence (x+c) Valeur d’intégration (x+o)
Solution 1 1.6 1.348 + 9.428.10" 0.251 +9.285.10™ 0.112 + 8.164.10°
Solution 2 5 4.705 % 0.003 0.294 + 0.003 0.354 +2.494.10°
Solution 3 1.6 1.374 £ 0.089 0.225 + 0.090 0.114 £ 0.006
Solution 4 1.6 1.676 £ 0.042 -0.076 + 0.041 0.136 + 0.003
Solution 5 4 4.020 % 0.009 -0.020 + 0.009 0.305 + 7.118.10"
Solution 6 4 4.159 £ 0.053 -0.159 £ 0.053 0.315 + 0.003
Solution 7 1.6 1.804 + 0.018 -0.203 £ 0.018 0.145 £ 0.001
Solution 8 3 3.080 + 0.015 -0.080 £ 0.015 0.237 £+ 0.001
Solution 9 0.6 1.021 £ 0.010 -0.420 £ 0.010 0.089 + 7.643.10™
Solution 10 0 0.165 £ 0.010 -0.165 £ 0.010 0.027 + 7.638.10™
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Figure II.12 : Représentations graphiques des paramétres analytiques pour le trans anéthol




Tableau IL.7 : Résultats de calibrage pour la vanilline

VANILLINE

L’intégration : mode K : 1690 (1721-1659)

Droite d’étalonnage : Y=-0.020945 +3.1608 X

Coefficient de corrélation (r) : 0.999

i
¢
o,

régression : linéaire

Y : Valeur pour la composante en mg.ml™

X : Valeur d’intégration

Sigma = 0.109 : est la différence entre la quantité réelle (Valeur Réelle) et la prédiction (Valeur Calculée) ou le domaine de confiance a I’intérieur

duquel se situe la valeur, moyennant le degré de probabilité de 1o (~ 68%).

(x%0) : Valeur moyenne =+ déviation standard pour (n=3), trois valeurs dépendantes.

Différence : Valeur réelle — Valeur calculée (valeur de prédiction).

Solution étalon Valeur réelle Valeur calculée (x£0) Différence (x+oc) Valeur d’intégration (x+o)
Solution 1 0.2 0.148 + 3.681.10" 0.051 = 3.960.10™ 0.053 + 1.265.10™
Solution 2 0.2 0.277 £+ 0.001 -0.077 £ 0.001 0.094 + 3.652.10™
Solution 3 0.2 -0.020 £ 0.000 0.220 = 0.000 0.000 £ 0.000
Solution 4 5 4.964 = 0.021 0.035 + 0.021 1.577 £ 0.006
Solution 5 0.2 0.192 + 0.007 0.007 + 0.007 0.067 £ 0.002
Solution 6 4 4.055 = 0.022 -0.054 £ 0.022 1.289 + 0.007
Solution 7 4 3.956 = 0.008 0.043 + 0.008 1.258 £ 0.002
Solution 8 3 3.081 = 0.007 -0.081 £ 0.007 0.981 + 0.002
Solution 9 0.2 0.436 = 0.008 -0.236 + 0.008 0.144 + 0.002
Solution 10 4 3.936 = 0.005 0.063 = 0.005 1.252 £ 0.001
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Tableau IL.8 : Résultats de calibrage pour la fraction phénolique

FRACTION PHENOLIQUE

L’intégration : mode K : 1510 (1541-1484)

Droite d’étalonnage : Y=-0.31527 + 3.3646 X

Coefficient de corrélation (r) : 0.996

régression : linéaire

A"H Y : Valeur pour la composante en mg.ml™

X : Valeur d’intégration

Sigma = 0.306 : est la différence entre la quantité réelle (Valeur Réelle) et la prédiction (Valeur Calculée) ou le domaine de confiance a I’intérieur

duquel se situe la valeur, moyennant le degré de probabilité de 16 (~ 68%).

(x*0) : Valeur moyenne = déviation standard pour (n=3), trois valeurs dépendantes.

Différence : Valeur réelle — Valeur calculée (valeur de prédiction).

Solution étalon

Valeur réelle

Valeur calculée (x*o)

Différence (x+o)

Valeur d’intégration (x+c)

Solution 1 24 2.514 £ 0.003 -0.114 + 0.003 0.840 = 0.001
Solution 2 5.8 5.602 £ 0.005 0.197 = 0.006 1.758 = 0.001
Solution 3 6.8 6.757 £ 0.119 0.042 £ 0.118 2.102 = 0.035
Solution 4 7.2 7.456 = 0.199 -0.256 £ 0.200 2.309 + 0.059
Solution S 8.2 8.154 + 0.068 0.045 = 0.068 2.517 £0.020
Solution 6 8.6 8.401 = 0.162 0.199 + 0.162 2.590 = 0.048
Solution 7 9.6 9.470 =+ 0.335 0.129 + 0.335 2.908 = 0.099
Solution 8 9.0 9.146 + 0.220 -0.146 £ 0.220 2.812 £ 0.065
Solution 9 1.0 1.651 = 0.007 -0.650 £ 0.007 0.584 = 0.0021
Solution 10 8.0 7.985 = 0.087 0.044 £ 0.050 2.458 = 0.014
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Figure I1.14 : Représentations graphiques des paramétres analytiques pour la fraction phénolique

On constate que, dans ce domaine de concentration on a une bonne qualité de
calibrage, car le modéle donne un bon coefficient de corrélation (r), et une erreur
d’analyse faible (0.3), cette derniére est apprécié au regard du facteur sigma.

Est-il possible d’élargir ce domaine pour effectuer la détermination quantitative?
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I1.6.2 Elargissement de la matrice de calibration

Etant donné que les composés phénoliques chez les plantes choisies dans cette
étude se trouvent dans des proportions diverses qui peuvent étre faibles, nous avons été
amenés a élargir le domaine de calibration vers les faibles concentrations.

Dix autres solutions ont été préparées a partir des trois solutions meéres de 2.5
mg.ml" de chaque composé.

Donc les domaines de concentration linéaires pour I’eugénol compris entre 0.2 et 5
mg.ml”, le trans anéthol entre 0.1 et 5 mg.ml™ et pour la vanilline entre 0.05 et 5 mg.ml™
a été considéré.

La concentration de la fraction phénolique a été déduite chaque fois par la
sommation des concentrations des trois €talons.

Les compositions des vingt solutions étalons en termes de concentration sont

regroupées dans le tableau I1.9.
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Tableau I1.9 : Composition des solutions étalon (élargissement de la matrice)

Eugénol Trans anéthol Vanilline Fraction phénolique
Solution C v C A% C v C v
cinlan (mg.ml) (ml) (mg.ml™) (ml) (mg.ml™) (ml) (mg.ml') (ml)
Solution 1 0.6 0.3 1.6 0.8 0.2 0.1 2.4 1.2
Solution 2 0.6 0.3 5 2.5 0.2 0.1 5.8 2.9
Solution 3 5 2.5 1.6 0.8 0.2 0.1 6.8 34
Solution 4 0.6 0.3 1.6 0.8 5 2.5 72 3.6
Solution S 4 2 4 2 0.2 0.1 8.2 4.1
Solution 6 0.6 0.3 4 2 4 2 8.6 4.3
Solution 7 4 2 1.6 0.8 4 2 9.6 4.8
Solution 8 3 1.5 3 1.5 3 1.5 9 4.5
Solution 9 0.2 0.1 0.6 0.3 0.2 0.1 1 0.5
Solution 10 4 2 0 0 4 2 8 4
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Solution 11 0.5 1 0.1 0.2 0.05 0.1 0.65 1.3
Solution 12 0.6 1.2 0.2 0.4 1 2 1.8 3.6
Solution 13 1.8 3.6 0.15 0.3 0.08 0.16 2.03 4.06
Solution 14 0.5 1 1 2 0.05 0.1 1.55 3.1
Solution 15 0.8 1.6 0.2 0.4 0.8 1.6 1.8 3.6
Solution 16 1.05 2.1 0.8 1.6 0.05 0.1 1.9 3.8
Solution 17 0.6 1.2 0.8 1.6 0.8 1.6 2.2 4.4
Solution 18 0.7 1.4 0.7 1.4 0.7 1.4 2.1 4.2
Solution 19 1.05 2 0 0 1.4 2.8 245 4.9
Solution 20 1.2 24 0.7 1.4 0 0 1.9 3.8

C : Concentration de I’étalon dans Ia solution étalon en mg.ml”, V : Volume prélevé de la solution mére en ml, (des volumes de la solution mére de 25 et 10 ml sont considérés).
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I1.6.2.1 Parameétres d’intégration de chaque composante
On a constaté que le mode R est adéquat pour 1’eugénol, le trans anéthol et la

vanilline et que le mode K est adéquat pour la fraction phénolique.

I1.6.2.2 Paramétres analytiques de I’amalyse Quant 1 des trois composantes et la
fraction phénolique

Les tableaux I1.10-I1.13 résument les résultats de ’analyse Quant 1 pour les trois
composantes (eugénol, trans anéthol, vanilline) et la fraction phénolique.

Chaque tableau contient toutes les données relatives a la composante choisie de la
solution de calibrage, la valeur réelle, la valeur calculée (la valeur de prédiction) a partir
des résultats de calibrage, la différence «absolue» entre ces deux valeurs, la position X, qui

constitue la valeur d’intégration du pic, et enfin I’erreur relative.
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Tableau II.10 : Résultats de calibrage pour I’eugénol

EUGENOL

L’intégration : mode R : 997 (1007-984) iR

Droite d’étalonnage : Y=+0.11813 +42.684 X

Coefficient de corrélation (r) : 0.992

régression : linéaire

Y : Valeur pour la composante en mg.ml™

X : Valeur d’intégration

Sigma = 0.184 : est la différence entre la quantité réelle (Valeur Réelle) et la prédiction (Valeur Calculée) ou le domaine de confiance a I’intérieur

duquel se situe la valeur, moyennant le degré de probabilité de 16 (~ 68%).
(x£6) : Valeur moyenne =+ déviation standard pour (n=3), trois valeurs dépendantes.

Différence : Valeur réelle — Valeur calculée (valeur de prédiction).

Solution étalon Valeur réelle Valeur calculée (x+6) Différence (x*o) Valeur d’intégration (x+c)
Solution 1 0.6 0.572 £+ 0.003 0.027 £ 0.003 0.010 + 9.030.10°

Solution 2 0.6 0.158 + 0.011 0.441 + 0.011 9.539.10 + 2.718.10™
Solution 3 5 4.881 + 0.033 0.118 = 0.033 0.111 £ 7.760.10™*

Solution 4 0.6 0.484 £ 0.058 0.115 + 0.058 0.008 = 0.0013

Solution 5 4 3.938 + 0.012 0.061 + 0.012 0.089 + 2.899.10°

Solution 6 0.6 0.489 = 0.062 0.110 = 0.062 0.008 + 0.0014

Solution 7 4 4.015 £ 0.008 -0.015 £+ 0.008 0.091 + 2.021.10™
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Solution 8 3 2.852 + 0.007 0.147 + 0.007 0.064 + 1.715.10”
Solution 9 0.2 0.803  0.026 -0.603 = 0.026 0.016 + 6.331.10™
Solution 10 4 4.231 +0.013 -0.230 + 0.013 0.096 + 3.225.10™
Solution 11 0.5 0.586 + 5.185.10 -0.086 + 5.238.10°° 0.010 + 1.414.107
Solution 12 0.6 0.598 =+ 0.001 0.001 = 0.001 0.011 % 2.624.10°
Solution 13 1.8 1.793 + 0.002 0.006 = 0.001 0.039 + 4.109.107
Solution 14 0.5 0.463 + 4.496.10 0.036 + 4.422.10™ 0.008 + 1.040.10°
Solution 15 0.8 0.804 = 0.001 -0.004 + 0.001 0.016 + 4.496.10°
Solution 16 1.05 1.014 = 0.001 0.035 =+ 0.001 0.020 + 3.741.10°
Solution 17 0.6 0.534 + 0.003 0.065  0.003 0.009 = 7.802.107
Solution 18 0.7 0.651 = 0.002 0.048 =+ 0.002 0.012 + 6.944.10
Solution 19 1.05 1.013 + 8.164.10™ 0.036 + 9.297.10™ 0.020 + 2.494.107
Solution 20 1.2 1.183 + 0.002 0.016 = 0.002 0.024 + 5.354.10°
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Les figures II.15-11.18 montrent les représentations graphiques de chaque parameétre
analytique calculé pour I’eugénol, le trans anéthol, la vanilline et la fraction phénolique,
respectivement. Les diagrammes (A) illustre ’adaptation aux valeurs paramétrées, c.a.d la
corrélation entre la valeur calculée et réelle, les diagrammes (B) représentent la différence
par rapport aux valeurs paramétrées, c.a.d la dispersion de I’erreur absolue par rapport a la
valeur réelle et les diagrammes (C) qui montrent la corrélation entre les valeurs
paramétrées (la concentration de la composante) et la réponse analytique (valeur
d’intégration des pics). Les trois diagrammes obtenus permettent d’apprécier la qualité de

la série de calibrage et de décaler d’éventuels dérivés.
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Figure IL.15 : Représentations graphiques des parameétres analytiques pour I’eugénol

56



Tableau I1.11 : Résultats de calibrage pour le trans anéthol

TRANS ANETHOL

L’intégration : mode R : 967 (977-955) F A

Droite d’étalonnage : Y=-0.0032789 + 13.08 X

Coefficient de corrélation (r) : 0.990

Y : Valeur pour la composante en mg.ml™

régression : linéaire

X : Valeur d’intégration

Sigma = 0.208 : est la différence entre la quantité réelle (Valeur Réelle) et la prédiction (Valeur Calculée) ou le domaine de confiance a I’intérieur

duquel se situe la valeur, moyennant le degré de probabilité de 1o (~ 68%).
(xx6) : Valeur moyenne =+ déviation standard pour (n=3), trois valeurs dépendantes.

Différence : Valeur réelle — Valeur calculée (valeur de prédiction).

Solution étalon Valeur réelle Valeur calculée (x+0) Différence (x+o) Valeur d’intégration (x+oc)
Solution 1 1.6 1.471 +9.428.10" 0.128 + 8.831.10” 0.112 + 9.428.10°

Solution 2 5 4.638 + 0.003 0.361 £ 0.003 0.354 +2.494.10™

Solution 3 1.6 1.496 + 0.084 0.103 £ 0.084 0.114 £ 0.006

Solution 4 1.6 1.781 + 0.039 -0.181 + 0.039 0.136 £ 0.003

Solution 5 4 3.993 + 0.009 0.006 = 0.009 0.305 + 7.586.10™

Solution 6 4 4.123 £ 0.050 -0.123 + 0.050 0.315 £+ 0.003

Solution 8 3 3.106 + 0.015 -0.106 + 0.014 0.237 = 0.001

Solution 9 0.6 1.179 £ 0.011 -0.579 + 0.010 0.090 + 8.230.10™
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Solution 10 0 0.386 =+ 0.009 -0.386 = 0.009 0.029 +7.599.10
Solution 11 0.1 0.068 + 4.927.10° 0.031 + 4.927.10 0.005 + 3.760.10°
Solution 12 0.2 0.142 +2.357.10™ 0.057 +2.569.10™ 0.011 + 1.885.10°
Solution 13 0.15 0.072 + 8.440.10™ 0.077 + 8.440.10™ 0.005 =+ 6.465.10™
Solution 14 1 0.808 + 6.976.10™ 0.191 + 6.976.10™ 0.062 +5.312.10°
Solution 15 0.2 0.133 + 4.027.10™ 0.066 =+ 4.336.10™ 0.010 + 3.299.10°
Solution 16 0.8 0.634 + 8.178.10™ 0.165 + 8.178.10™ 0.048 + 6.128.10-5
Solution 17 0.8 0.637 +9.092.10™* 0.162 +9.092.10™* 0.049 + 7.039.10°°
Solution 18 0.7 0.549 + 3.399.10™ 0.150 + 3.399.10™ 0.042 +2.624.10°
Solution 19 0 -0.053 + 4.152.10° 0.053 + 4.152.10™° -0.003 + 3.206.107°
Solution 20 0.7 0.586 + 6.0184.10™* 0.113 + 6.018.10™ 0.045 + 4.320.10°
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Figure I1.16 : Représentations graphiques des paramétres analytiques pour le trans anéthol
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Tableau I1.12 :

Résultats de calibrage pour la vanilline

VANILLINE

L’intégration :

Droite d’étalonnage : Y=+0.031698 + 3.1522 X

mode R : 1690 (1721-1659)

Coefficient de corrélation (r) : 0.997

régression : linéaire

Y : Valeur pour la composante en mg.ml™

X : Valeur d’intégration

Sigma = 0.125 : est la différence entre la quantité réelle (Valeur Réelle) et la prédiction (Valeur Calculée) ou le domaine de confiance & I’intérieur

duquel se situe la valeur, moyennant le degré de probabilité de 16 (~ 68%).

(x+0) : Valeur moyenne + déviation standard pour (n=3), trois valeurs dépendantes.

Différence : Valeur réelle — Valeur calculée (valeur de prédiction).

Solution étalon Valeur réelle Valeur calculée (x£o) Différence (x+o) Valeur d’intégration (x+¢)
Solution 1 0.2 0.192 +9.092.10 0.007 + 9.314.10* 0.051 + 2.976.10™

Solution 2 0.2 0.288 + 9.899.10 -0.088 + 0.001 0.081 + 3.175.10™

Solution 3 0.2 0.024 + 0.010 0.175 £+ 0.010 -0.002 £ 0.003

Solution 4 S 4.974 + 0.023 0.025 + 0.023 1.568 + 0.007

Solution 5 0.2 0.178 £+ 0.009 0.021 £ 0.009 0.046 £ 0.002

Solution 6 4 4.060 = 0.040 -0.073 + 0.022 1.282 £ 0.007

Solution 7 4 3.973 £ 0.008 0.026 + 0.008 1.250 + 0.002
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Solution 8 3 3.109 + 0.007 -0.109 = 0.007 0.976 =+ 0.002
Solution 9 0.2 0.514 + 0.011 -0.314 £ 0.011 0.153 + 0.003
Solution 10 4 3.952 + 0.005 0.048 =+ 0.005 1.243 + 0.001
Solution 11 0.05 0.059 + 2.449.10°> -0.009 +2.616.107° 0.008 + 8.178.10°°
Solution 12 1 0.983 + 1.414.10™° 0.016 * 1.583.10™ 0.301 + 4.714.10°
Solution 13 0.08 0.036 +5.792.10°° 0.043 +5.792.10°° 0.001 + 1.892.10°
Solution 14 0.05 0.096 + 6.480.107° -0.046 + 6.480.107° 0.020 + 2.054.10°
Solution 15 0.8 0.783 + 1.247.107* 0.016 + 1.219.10™ 0.238 + 4.714.10°
Solution 16 0.05 0.067 + 4.496.107 -0.017 + 4.496.10°° 0.011 + 1.414.10°
Solution 17 0.8 0.827 +2.160.10™ -0.027 £2.217.10°% 0.252 + 8.164.10°
Solution 18 0.7 0.721 + 8.164.107 -0.021 + 7.133.10° 0.218 + 4.714.10°
Solution 19 1.4 0.984 + 1.632.107* 0.415 + 1.632.10™ 0.302 + 4.714.10°
Solution 20 0 0.000 £ 0.000 -1.274.10™ + 0.000 -0.010 + 9.428.10°°
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Figure I1.17: Représentations graphiques des paramétres analytiques pour la vanilline
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Tableau II.13 : Résultats de calibrage pour la fraction phénolique

FRACTION PHENOLIQUE

L’intégration : mode K : 1510 (1541-1484)
Droite d’étalonnage : Y=-0.033029 + 3.2568 X

Coefficient de corrélation (r) : 0.996

régression : linéaire

Y : Valeur pour la composante en mg.m!”

X : Valeur d’intégration

Sigma = 0.273 : est la différence entre la quantité réelle (Valeur Réelle) et la prédiction (Valeur Calculée) ou le domaine de confiance a I’intérieur

duquel se situe la valeur, moyennant le degré de probabilité de 16 (~ 68%).

(x*0) : Valeur moyenne + déviation standard pour (n=3), trois valeurs dépendantes.

Différence : Valeur réelle — Valeur calculée (valeur de prédiction).

Solution étalon Valeur réelle Valeur calculée (x*o) Différence (x+o) Valeur d’intégration (x+oc)
Solution 1 24 2,705 +0.003 -0.305 = 0.003 0.840 + 0.001
Solution 2 5.8 5.695 £ 0.005 0.104 £ 0.005 1.758 + 0.001
Solution 3 6.8 6.813 +0.115 -0.013 £ 0.115 2.102 £ 0.035
Solution 4 7.2 7.489 £+ 0.193 -0.289 + 0.193 2.309 £ 0.059
Solution 5 8.2 8.165 £ 0.066 0.034 = 0.066 2.517 £ 0.202
Solution 6 8.6 8.403 + 0.157 0.196 + 0.157 2.590 = 0.048
Solution 7 9.6 9.439 + 0.324 0.161 + 0.324 2.908 + 0.099
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Solution 8 9 9,125 + 0.213 -0.125 +0.213 2.812 + 0.065
Solution 9 1 1.870 + 0.007 -0.870 + 0.007 0.584 = 0.002

Solution 10 8 7.972 + 0.048 0.027 + 0.048 2.458 + 0.014

Solution 11 0.65 0.618 + 2.867.10™ 0.031 +2.867.10 0.200 + 8.164.10°
Solution 12 1.8 1.717 £ 0.000 0.082 + 1.438.10 0.537 + 4.714.10°
Solution 13 2.03 1.978 + 4.714.10° 0.051 +5.314.10™ 0.617 + 1.247.10™
Solution 14 1.55 1.541 + 4.714.10° 0.008 + 7.254.10™ 0.483 +2.160.10™
Solution 15 1.8 1.692 + 0.001 0.107 + 5.906.10™ 0.529 + 1.414.10°
Solution 16 1.9 1.847 + 4.714.10° 0.053 =+ 0.001 0.577 + 4.027.10°
Solution 17 2.2 2.163 +9.428.10 0.036 + 1.359.10™ 0.674 + 4.714.10°
Solution 18 2.1 2.049 % 0.001 0.050 + 8.549.10 0.639 +2.624.10™
Solution 19 2.45 1.856 + 0.001 0.593 + 0.001 0.580 + 3.559.10™
Solution 20 1.9 1.907 £ 0.001 -0.007 + 0.001 0.595 + 3.559.10™
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Figure I1.18 : Représentations graphiques des paramétres analytiques pour la fraction phénolique

Les résultats de ces analyses consécutives démontent que le modéle PLS développé

est adéquat pour la détermination simultanée des trois étalons et aussi pour la fraction

phénolique dans le cas de I’élargissement du domaine de concentration qui sera considéré

pour la détermination des étalons dans les échantillons réels.

Le modele donne un coefficient de corrélation (r) permettant d’estimer la bonne

qualité¢ de calibrage, une erreur d’analyse faible (<0.3), cette derniére est apprécie au

regard du facteur sigma.

Les meilleurs paramétres analytiques sont obtenus pour la vanilline.
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I1.7 Détermination de I’eugénol, le trans anéthol et la vanilline dans les échantillons
réels

Le but de cette étude est la détermination des trois composés (eugénol, trans
anéthol, vanilline) dans des échantillons réels par PLS-IRTF sans traitement préalable.

Les échantillons utilisés dans cette partie de travail se sont des huiles essentielles
(HE) obtenues a partir d’espéces de plantes soit par I’ hydrodistillation ou par
’entrainement a la vapeur d’eau.

Les espéces utilisées sont 1’anis étoilé, le clou de girofle, I’armoise, le carvi, le
myrte, le romarin, le thym et le zeste d’orange. Ces plantes sont choisies sur la base de leur
composition en composés phénoliques.

I1.7.1 Préparation des huiles essentielles

Une masse bien précise de chaque plante a ét€é mise en contact avec un volume
d’eau ou de vapeur d’eau pendant 2 heures.

Le tableau II.14 présente la masse végétale utilisée et sa méthode d’extraction.

Tableau II.14 : Conditions de préparation des huiles essentielles

Clous
Anis Zeste
Espéce de | Armoise | Carvi | Romarin | Myrte | Thym
étoilé d’orange
girofle
Masse
12.9 60 100 100 125 100 125 141.09
végétale (g)
Entrainement
Méthode o
] Hydrodistillation a la vapeur
d’extraction
d’eau

L’hydrolat a été traité par un volume d’éther pour obtenir 1’huile essentielle selon la

figure 11.19.
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Figure I1.19 : Protocole de préparation de I’HE & partir de la matiére végétale

MgSO,

I1.7.2 Dilution des huiles essentielles directement dans le CH,Cl,

Nous allons effectuer la détermination des trois étalons dans les huiles essentielles
préparées directement sans traitement préalable dans le CH,Cl,.

Une masse bien précise de chaque huile essentielle a été diluée dans le CH,Cl,.

Les solutions d’huile essentielle ont été préparées en se basant dans la limite du
possible sur les données de la littérature et analysées par la combinaison de la PLS-IRTF.

La figure I1.20 résume le protocole de préparation des échantillons réels.

Masse de I’huile essentielle + 3 ml CH,Cl,

v

Agiter pendant 1 min

v

Analvse IRTF

Figure I1.20 : Protocole de la dilution directe des huiles essentielles dans CH,Cl,
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I1.7.2.1 Spectres IRTF des huiles essentielles diluées dans CH,Cl,

@

&)

Figure I1.21 : Spectres IRTF d’absorbance des huiles essentielles diluées dans CH,Cl, (1) anis étoilé (2) clous de girofle (3) armoise (4) carvi
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Figure I1.22 : Spectres IRTF d’absorbance des huiles essentielles diluées dans CH,Cl, (5) myrte (6) romarin (7) thym (8) zeste d’orange



I1.7.2.2 Analyse PLS-IRTF des huiles essentielles diluées dans CH,Cl,

Le tableau II.15 résume les résultats des concentrations prédites et théoriques des
trois composantes et de la fraction phénolique dans différentes huiles diluées directement
dans CH,Cl,.

Tableau IL.15: Résultats de prédiction des trois composés et de la fraction phénolique dans

les huiles essentielles diluées directement dans CH,Cl,

Concentration Concentration
HE Composantes/ théori dit I
fraction phénolique i Bie e S e
mg.ml Cxo*
Eugénol - 0.17+0.00
Trans anéthol 2.75 [78] 2.43+0.19
Anis étoilé Vanilline - 0.060.00
Fraction phénolique -
2.59+0.18
Eugénol 2.59 [79] 2.13+0.14
Trans anéthol - -0.00+0.00
Clous de girofle
Vanilline - 0.03+0.00
Fraction phénolique - 2.01+0.15
Eugénol - 0.29+0.01
Trans anéthol - -0.00+0.00
Armoise
Vanilline - 0.46+0.03
Fraction phénolique - -0.03+0.00
Eugénol - 0.25+0.08
Trans anéthol - 0.09+0.00
Carvi
Vanilline - 1.82+0.01
Fraction phénolique - -0.03%0.00
Eugénol - 0.21+0.04
Trans anéthol - -0.0+0.00
Romarin

Vanilline - 0.58+0.07
Fraction phénolique - -0.03+0.00
Eugénol - 0.17+0.00
Myrte Trans anéthol - -0.00+0.00
Vanilline - 0.03+0.00
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Fraction phénolique - 0.29+0.02

Eugénol - 2.55+0.03
Thym Trans anéthol - -0.00+0.00
Vanilline - 0.03+0.00
Fraction phénolique - 0.42+0.00
Eugénol - 0.18+0.01
Trans anéthol - 0.02+0.00
Zest d’orange
Vanilline - 0.03+0.00
Fraction phénolique - 0.01+0.00

* : Valeur moyenne + déviation standard de deux mesures indépendantes.
D’apreés les résultats du tableau II.15, on remarque que :

> Pour I’anis ¢étoilé et le clous de girofle, les concentrations prédites du trans
anéthol et de 1’eugénol, respectivement, sont proches de la concentration
théorique. Le trans anéthol est absent dans le clous de girofle. Dans le cas
de I’anis étoilé I’eugénol représente une valeur de 0.17 mg.ml™. Cette valeur
est due probablement & d’autres composés d’huile essentielle qui absorbent
dans la méme bande (région) [78-79]. Par contre, la concentration de la
vanilline est faible dans les deux huiles essentielles. Les valeurs de
prédiction de la fraction phénolique dans ces deux huiles essentielles
confirment ces résultats.

> Chez les huiles essentielles d’armoise, de carvi et du romarin bien qu’il
existe des teneurs faibles des étalons, la fraction phénolique indique
I’absence de ces composés. Ce qui est en accord avec la documentation
[80-82].

» Dans le myrte et le thym, malgré qu’il n’existe pas réellement les trois
étalons, la fraction phénolique présente des valeurs de 0.29 mg.ml™ et 0.42
mg.ml”, respectivement, qui montre probablement la présence de composés
phénoliques différents des étalons et possédant un noyau aromatique [83-
84].

> Dans le cas du zeste d’orange, les concentrations prédites de ’eugénol, trans
anéthol et vanilline sont de 0.18 mg.ml™, 0.02 mg.ml” et 0.03 mg.ml™,
respectivement, celle de la fraction phénolique est trés faible (0.01 mg.ml™),
ce qui explique probablement 1’absence de ces composés dans cette huile

essentielle. Résultat conforme avec la documentation [85].
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A cause des faibles teneurs voire absence des composés dans les huiles essentielles on a
pensé faire appelle a I’enrichissement (addition standard). C’est fait exprés, pour que la
valeur ajoutée soit la valeur théorique et doue un moyen pour vérifier le modéle développé.
I1.7.3 Analyse PLS-IRTF des huiles essentielles enrichies
I1.7.3.1 Addition standard

L’addition standard peut étre la méthode de choix, en raison de certaines
interférences dues a la nature complexe de la matrice, ou bien lorsqu’on ne peut pas
reproduire la composition de 1’échantillon. Donc cette méthode permettra de réduire les
erreurs de manipulation et de calculer d’une maniére précise la concentration de 1’analyte
dans la matrice complexe.

Ici une série d’échantillons est préparée. Chaque échantillon est enrichi par une
quantit¢ bien précise d’analyte. Et ensuite, les échantillons préparés sont soumis a

I’analyse.

I1.7.3.2 Préparation des huiles essentielles enrichies

A une masse bien précise de chaque huile essentielle on a ajouté une quantité
donnée de chaque étalon. Les mélanges dilués dans 2 ml de solvant ont été analysés par
PLS-IRTF (voir figure 11.23-11.24).

La concentration de la fraction phénolique a été déduite chaque fois par la

sommation des concentrations des trois étalons.
I1.7.3.3 Analyse PL.S-IRTF des huiles essentielles enrichies

On a résumé les résultats de prédiction des trois composés et la fraction phénolique

des huiles essentielles avant et apres I’enrichissement dans le tableau I1.17.
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I1.7.3.4 Spectres IRTF des huiles essentielles enrichies et diluées dans CH,Cl,
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Tableau I1.16 : Résultats de Ea&o:on des trois composés et de la fraction phénolique des huiles essentielles avant et aprés 1’enrichissement

Huiles essentielles

Anis étoilé

Armoise

Carvi

| Concentration | | Concentration

P Mﬁ présente avant Concentration _ V trouvée aprés

| Penrichissement | ajoutée en mg.ml’ Penrichissement

| mg.ml'  Cxo* w Em ml!  Cxo**

W,w__wm.a_ = T 0.17:0.00 03 0174000

| Trans anéthol 243:0.19 1.5 | 4.3620.02

Vanilline 0.06+0.00 | 0.25 0.24+0.00
Fraction phénolique | 2.59+0.18 | 2.05 4.49+0.01

(Eugénol | 2132014 115 7 453002
Trans anéthol -0.00+0.00 0.1 0.17::0.00
Vanilline | 0.030.00 0.1 0.13+0.00
Fraction crgc__nza m 2.01+0.15 1.35 4.74+0.01

' Eugénol -~ 0.290.01 03 . 0.57x0.00

' Trans anéthol -0.00::0.00 0.25 0.360.00

' Vanilline 0.46+0.03 0.35 0.70::0.00
Fraction phénolique 0.03:0.00 0.9 1.530.00
'Eugénol , 025:008 | 16 |  1.66%0.00

| Trans anéthol 0.09:0.00 1.45 1.48+0.01

' Vanilline 1.82+0.01 | 0.35 1.37:0.00

_ Fraction EEE..E.S , -0.03+0.00 34 , 3.38+0.01

|
|
|
|
|
|
|
W,
*
w
|
|

Exactitude

(précision %)
36.17
110.94
77.42

63.13
100.30




|
|
|
|
!

Romarin

Zeste d’orange

| Eugénol

' Trans anéthol

| Vanilline

' Fraction phénolique

|

A
|

| Eugénol

Trans anéthol

Vanilline

| Fraction phénolique

.m.u__m.mnc_ ‘

Trans anéthol

Vanilline

Fraction phénolique
H:mgnc_ S

Trans anéthol

| Vanilline

Fraction phénolique

Exactitude % =

|
|
|
|
|
|

|
|

|

|

** : Valeur moyenne + déviation standard de trois mesures dépendantes.

* ; Valeur moyenne + déviation standard de deux mesures indépendantes.

. 0.2120.04 = 0 0.83£0.00
0.00:0.00 0.3 0.27:0.00
0.58+0.07 0.25 0.93+0.00
-0.03£0.00 1.15 1.360.00

L 0172000 | 02 | 1052000
0.000£0.00 | 1.15 1.16£0.01
0.03£0.00 | 0.15 0.030.00
0.20£0.02 | 1.5 2.19:0.01

 2.55:0.03 =  4.19+0.02
0.00:0.00 | 0.4 0.280.00
0.03:0.00 | 0.3 0.31:0.00
0.42£0.00 1.9 | 2.1720.01

. 0.18x0.01 Y Y , 0.44%0.00
0.02:0.00 0.45 0.570.00
0.03£0.00 0.15 0.2420.00
0.015:0.00 1.35 1.26+0.00

Concentration trouvée -

Concentration présente + Concentration ajoutéé

10247
90
112.05
121.43
28378
100.87

16.67

11173
| 70
93.94
93.53

T 4131

121.28
133.33
92.31
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D’apreés les résultats représentés dans le tableau I1.17, on constate que pour chaque
huile essentielle, I’exactitude oscille autour de 100% pour une ou plusieurs composantes.
Des valeurs élevés ou faibles des concentrations prédites sont dues probablement a la
composition complexe des différentes matrices, en ce qui concerne la fraction phénolique,
on remarque que les valeurs des concentrations prédites sont généralement excellentes,
mais parfois elles sont données en exces, ce qui peut étre expliqué par la nature des

composés phénoliques existants.
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Conclusion générale

La partie principale de ce mémoire a été consacrée au développement d’une
calibration multicomposé pour la détermination simultanée des phénylpropénes dans des
huiles essentielles d’origine végétale.

Dans un premier temps, nous avons sélectionné les conditions opératoires
appropric¢es pour effectuer ce travail et optimiser enfin les paramétres analytiques de la
calibration multicomposé.

Pour procéder a la calibration PLS-IRTF et obtenir les bonnes valeurs de
prédiction, nous avons considéré deux domaines de concentrations.

Un domaine réduit de dix solutions étalons contenant les trois analytes (eugénol,
trans anéthol et vanilline). Les concentrations de ce domaine et les proportions entre les
analytes sont choisies arbitrairement.

Différents modeles PLS ont été construits en considérant les bandes séparées de
chaque composante avec une bande commune de ces composantes et différents modes
d’intégration. On a sélectionné le mode R pour I’eugénol en considérant le maximum de
bande & 997 cm™, et le mode K pour le trans anéthol, la vanilline et la fraction phénolique
en considérant le maximum des bandes & 967 cm™, 1690 cm™ et 1510 cm™ respectivement.

Les résultats des analyses consécutives démontrent que le modéle PLS développé
est adéquat pour la détermination simultanée des trois analytes et la fraction phénolique, en
fournissant un coefficient de corrélation compris entre 0.999 et 0.991, permettant d’estimer
la bonne qualité de calibrage et une erreur d’analyse faible de [’ordre de 0.3.

Ensuite, nous avons élargi notre domaine vers les faibles concentrations. Dix autres
solutions €talons contenant des concentrations différentes des trois composantes ont été
préparées.

Différents modeles PLS ont été construits en considérant les bandes séparées de
chaque composante avec une bande commune de ces composantes et différents modes
d’intégration. On a sélectionné le mode R pour I’eugénol, le trans anéthol et la vanilline en
considérant le maximum des bandes & 997 cm'l, 967 cm'l, 1690 cm™ respectivement, et le
mode K pour la fraction phénolique en considérant le maximum de bandes 4 1510 cm™.

Les résultats des analyses successives démontrent que le mode PLS développé est
adéquat pour la détermination simultanée des trois analytes et de la fraction phénolique, en
fournissant un coefficient de corrélation compris entre 0.997 et 0.990, permettant d’estimer

la bonne qualité de calibrage et une grande précision d’analyse (erreur <0.3).
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L’application concerne huit huiles essentielles de plantes obtenues par
hydrodistillation ou entrainement a la vapeur d’eau. Il s’agit de [’anis étoilé, le clous de
girofle, ’armoise, la carvi, le romarin, le myrte, le thym et le zeste d’orange.

L’analyse directe (sans traitement préalable) des huiles essentielles diluées dans
CH,Cl, avec ou sans ajouts donne des valeurs de concentrations prédites qui sont en accord

avec les données bibliographiques.

Lutilisation de la bande commune aux composés phénoliques (phénylpropenes) a

confirmé les résultats obtenus pour chaque composante.
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ANNEXE

Tableau 1 : Classe des phénols

J Phénols simple, benzoquinones Cs
| Acide Hydroxybenzoique - CeCy
- Acéthophénones, acide phénylacétique Cs-C2
Acide hydroxycinnamiqué, phénylprdpﬁnoides Ce-Cs
(coumarines, isocoumarines, chromones, chroménes)
Napthoquinohes ' , Cs-Cy
Xanthones | | Ce-C1-Co
' Stilbénes,anthraquinones Cs-C-Cs
Flavonoides, isoflavonoides Cs-C3-Cg
: Lignans, neolignans (Cs-Cs)
' Biflavonoides | | | . (Cs-C3-Ce)2
Lignins | (Cs-C3)n
' Tanins Condensés (proanthoicyahidine‘si ou flavolants) (C6-C3-Co) n

Figure 1: Les standards utilisés dans cette étude : Eugénol,

Trans anéthol, Vanilline



ANNEXE

Définition des modes d’intégrations

H

'/"\
”/ \‘ A) L’intégrale est limitée par le spectre, par I’axe des X et par les limites

paramétrées.

les deux fréquences paramétrées.

B) L’intégration est calculée par rapport a une ligne de base locale reliant

C ™
T
- =l () La ligne de base est déterminée a I’aide d’un premier et d’un deuxiéme

point de ligne de base. L’ intégration porte sur la zone " remplie " de la bande.

O I8

A~

~ D) La ligne de base est définie horizontalement par le point de ligne de base

préalablement paramétré.

E I|’<.
gt 14 T1 E) Pour limiter le bruit, on calcule la moyenne des valeurs d’intensité

respectives aux points de ligne de base 1 a 4. La ligne de base est formée a I’aide de ces

moyennes, auxquelles s’ajoutent les valeurs x des 2° et 3° points de ligne de base.

Foof

o Tt#f F) La ligne de base est déterminée par la tangente entre le ler et le 2e ainsi

qu’entre le 3e et le 4e point de ligne de base.

E l'r-\'l
= G) Recherche du maximum d’intensité entre la premiére et la deuxiéme

limite. Recherche du minimum & gauche et & droite de ce maximum. La ligne de base relie

ces deux minima.

H

iy
y 1S
p f H) Calcul de la surface délimitée par le minimum gauche et le maximum.

X

41(\'!
A BRA
]\”—;/] I) Calcul de la surface délimitée par le maximum et le minimum droit.




AL
14 /
D |
minima.
0 .
TV
P

J) Intensité absolue maximale de la bande.

K) Intensité de la bande par rapport a la ligne de base locale.

L) Intensité de la bande par rapport a la ligne de base paramétrée.

M) Intensité de la bande par rapport a une ligne de base horizontale.

N) Intensité de la bande par rapport a la ligne de base reliant les deux

0) Minimum entre les deux limites paramétrées.

P) Intensité a la fréquence paramétrée.

0) Intensité par rapport a la ligne de base.

R) Pic d’intensité a une fréquence donnée.



