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Abstract

The aim of this work was to carry out and develop, a multicompounds calibration
method PLS applied to FTIR spectroscopy for the simultaneous determination of phenolic
compounds cinnamic acid, salicylic acid, eugenol, eugenyl acetate in essential oil and extract
of clove. Using the parameters of the “Quant 2” integrated software of OPUS 6.5, allowing

the treatment of overlapping infrared bands.

To build the multicompounds calibration models, sixteen standard solutions containing
the four analytes, namely: cinnamic acid, salicylic acid, eugenole, eugenyl acetate at two

levels of concentrations were used.

Various optimization parameters were studied during the modeling, quoting:

optimization ranges, spectral preprocessing option, spectral regions and ranks of the model.

Prediction results revealed that PLS-FTIR models were adequate for the simultaneous
determination of the four analytes by providing analytical errors 0.015<RMSEP<0.084 and
0.009<RMSEE<0.060 with convenient coefficients of determination (99.97>R?>96).

Keywords: clove (syzygium aromaticum), cinnamic acid, salisylic acid, eugenol, eugenyl

acetate, Multicompounds calibration, PLS-FTIR,,,



Résume

L’objectif assigné a ce travail était de réaliser et de développer une méthode de
calibration multicomposée PLS appliquée & la spectroscopie IRTF pour la détermination
simultanée des composés phénoliques 1’acide cinnamique, 1’acide salicylique, 1’eugénol et
lacétate d’eugényle dans I’huile essentielle et I’extrait de clous de girofle en exploitant
d’avantage les parametres du logiciel intégré « Quant 2 » d’OPUS 6.5, permettant le

traitement des bandes infrarouge chevauchées.

Pour construire les modeles de la calibration multicomposée, seize solutions étalons
contenant les quatre analytes & savoir 1’acide cinnamique, 1’acide salicylique, 1’eugénol et

’acétate d’eugéyle a deux niveaux de concentrations ont été utilisés.

Différents parameétres d’optimisation ont été étudié lors de la modélisation, on cite : les
gammes d’optimisation, 1’option de prétraitement spectral, les régions spectrales et les rangs

du modele.

Les résultats de la prédiction ont révélé que les modeles PLS-FTIR étaient adéquats
pour la détermination simultanée des quatre analytes en fournissant des erreurs analytiques
0.084>RMSEP>0.015 et 0.060>RMSEE>0.009 avec des bons coefficients de détermination
(99.81>R? > 96).

Mots-clés : clous de girofle (Syzygium aromaticum), Acide cinnamique, Acide salicylique,

Eugénol, Acétate d’eugényle, Calibration multi variée, PLS-FTIR,,,






Introduction générale.

Introduction générale

La chimie analytique peut étre définit comme: 1’étude des méthodes physiques et
chimiques de I’analyse chimique. D’ailleurs, I’encyclopédie universelle définit la chimie
analytique comme suit : « la chimie analytique est la branche de la chimie qui a pour but
’identification, la caractérisation, et la quantification des substances chimiques ainsi que le
développement des méthodes nécessaires a cette analyse. Elle s’intéresse également & la
compréhension des phénoménes mis en jeu dans les processus et les techniques d’analyse afin

de pouvoir sans cesse les améliorer ».

Les spectroscopies optiques, en exploitant les interactions entre la matiére et la
lumiere, permettent d’obtenir la composition chimique et de caractériser les propriétés

physiques et chimiques d’échantillons selon la gamme spectrale utilisée.

Dans I'infrarouge, les niveaux vibrationnels sont sondés pour caractériser aussi bien
les groupements chimiques constituant 1I’échantillon que la structure moléculaire ou encore

les propriétés physiques, d’ordre et désordre, de stress mécanique, optique, efc...

En pratique, les spectrométres actuels dits & transformée de Fourier (FTIR) possédent des

qualités permettant une large gamme de possibilités d’analyse.

La régression des moindres carrés partiels (PLS), qui peut étre vue comme une
méthode de régularisation basée sur la réduction de la dimensionnalité est la méthode la plus

utilisée dans le traitement des données spectroscopiques IRTF.

Depuis plusieurs années, de nombreux produits de phytothérapie sont mis sur le marché,
et sous différentes galéniques rendant le choix difficile. La qualité de la plante utilisée :
plante fraiche, plante séche, issue de 1’ Agriculture Biologique ou non, conditionne sa teneur et
sa richesse en actifs. Ces actifs ont été étudiés et reproduits chimiquement pour étre

incorporés de nos jours dans de nombreux médicaments.

Le clou de girofle est un bouton de fleur séchée originaire d'Indonésie. Epice
savoureuse dans nos cuisines, elle cache bien d'autres vertus, notamment pour avoir une

meilleure santé.

L'eugénol qu'il contient, leur confére en effet ses propriétés médicales.



Introduction générale.

Le clou de girofle et son huile essentielle ont de nombreuses vertus: antibactérien,

antifongique, anti-inflammatoire, anesthésique...

Ce travail a été effectué au laboratoire de chimie des produits naturels, du département

de chimie de la faculté des sciences, Université de Blida 1 a pour but de :

» L’application d’un nouveau logiciel de calibration multi variée PLS, le « Quant 2 ».
» Le développement d’une nouvelle méthode de dosage des phénols dans 1’huile
essenticlle et ’extrait des clous de girofle par spectrométrie IRTF en utilisant les

modeles prédictifs optimisés de la calibration PLS.
Ce manuscrit est réparti en trois chapitres :

Le premier chapitre est une synthése bibliographique sur les clous de girofle.

Le deuxiéme chapitre comporte une partie théorique sur les connaissances de bases de
cette étude, tout en commencant par la spectroscopie IRTF, la régression par moindres carrés
partiels (PLS) et en terminant par des généralités sur les composés phénoliques.

Le troisiéme chapitre présente une étude expérimentale consacrée a développer ensuite
a déterminer, a I’aide du logiciel Quant 2, les bons modeles de calibration multi variée PLS-
FTIR pour le dosage des acides phénoliques (I’acide cinnamique et 1’acide salicylique), de
I’eugénol, et d’un dérivé phénolique (acétate d’eugényle) dans trois différentes huiles
essentielles et un extrait.

Nous avons terminé ce mémoire par une conclusion générale qui nous permettra d’avoir des

perspectives liées a ce travail



Chapitre I. synthése bibliographique sur les clous de girofle.

Introduction

Le clou de girofle provient d’une plante appelée giroflier (Syzygium aromaticum).
Chaque bouton floral de cette plante est un clou de girofle [1].

Le giroflier (Syzygium aromaticum) est un arbre de la famille des Myrtaceae qui peut
vivre 100 ans. II est également connu sous d’autres noms : Caryophyllus aromaticus, Eugenia
aromatica, Eugenia caryophyllata et Eugenia caryophyllus. Le giroflier commence a donner
des fruits a I'age de 5 ou 6 ans mais il s’agit d’une trés faible production qu’il vaut mieux ne
pas récolter. La premiére floraison normale se produit vers les 8-10 ans : ¢’est & partir de ce
moment que la production des clous de girofle devient exploitable. Il faut attendre que I'arbre
atteigne les 20 ans pour atteindre la pleine production (production optimale).

La principale production de giroflier provient de 1’Indonésie, mais les clous de girofle
utilisés pour 1’alimentation viennent en majorité de Madagascar, ceux de I’Indonésie étant
utilisés pour faire des cigarettes, appelées «kreteks» [2].

Le clou de girofle a été utilisé pendant des années dans des préparations dentaires, des
bonbons et de la gomme pour sa saveur et sa capacité 4 promouvoir la santé orale, mais offre
aussi une myriade de bienfaits pour la santé. Son composant chimique principal, 1’eugénol, en
fait une huile essentielle tres stimulante et énergisante qui peut favoriser la circulation du sang
et bénéficier & la santé cardiovasculaire. Le clou de girofle est un antioxydant puissant qui
peut aider a conjuguer les radicaux libres et & maintenir un systéme immunitaire sain. En
raison de sa haute teneur en phénol, la prudence doit étre prise lors de I’inhalation directe du
clou de girofle et il doit étre dilué lorsqu’il est appliqué sur la peau. En tant qu’épice culinaire,
le clou de girofle ajoute une saveur épicée a tout plat ou dessert tout en offrant des bienfaits a
la santé interne. Une goutte de clou de girofle peut apaiser les dents et les gencives tout en
maintenant la santé bucco-dentaire générale [3].

L’essence de girofle contient une forte proportion d’eugénol. L’eugénol 4-allyl-2-
méthoxyphénol est un composé aromatique de la famille des phénylpropénes dont les usages
sont nombreux. Il sert & la préparation de la vanilline artificielle [4].

Les essences de clous, de griffes, de feuilles et d’anthofles servent également en
pharmacie pour la préparation de divers médicaments (propriétés antiseptiques,
anésthésiantes), en chirurgie (propriétés bactéricides), en droguerie, en parfumerie, en
savonnerie, pour la préparation des pates dentifrices, pour la préparation de certaines

peintures et vernis [5, 6].
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Accessoirement, les anthofles peuvent également étre utilisés en confiserie [7]. Les
déchets des feuilles cuites peuvent servir de compost favorisant la croissance des bananiers et

de la canne a sucre [8].

I.1. Histoire de 1’épice

Le mot épice tire son origine du latin species qui signifie espéce, substance ou drogue.
I désigne de nombreuses plantes comme le poivre, la cannelle, la vanille, le safran, ou bien le
giroflier, possédant toutes des ardmes puissants qui stimulent nos perceptions olfactives et
gustatives.

Autrefois, une épice était toujours synonyme de denrée rare, de denrée de luxe. Elles
étaient vendues au poids de I’or ! Les épices faisaient 1’objet de cadeau a la nouvelle année,
aux mariages, aux baptémes, sous forme de confitures ou de dragées. C’est de 14 que nous
vient cette tradition des dragées aux cérémonies.

Nous nous intéresserons plus particuliérement au clou de girofle. Il était trés bien
connu des Chinois, et cela bien avant 1’ére chrétienne. A cette époque, il fallait se rafraichir
I’haleine en méchant quelques clous « hi-sho-hiang » avant de pouvoir parler & I’Empereur
[9].

Par la suite, les commergants arabes auraient introduit cette épice en Europe au
VIIeme siecle [10]. Ce serait finalement I’explorateur portugais Serrano qui aurait découvert
en 1511 que le giroflier était cultivé sur 1’archipel des Moluques en Indonésie et en particulier
dans les petites fles de Banda et de Ternate. C’est ainsi que les Portugais acquirent le
monopole du commerce des clous de girofle durant prés de 100 ans. En 1605, les Hollandais
conquirent 1’archipel et afin d’empécher toute concurrence ils concentrérent la culture de
girofliers sur I’fle d’ Amboine, une autre petite ile de I’archipel [11]. Ce n’est qu’une centaine
d’années plus tard, en 1753, que ’arrivée du navigateur frangais Pierre Poivre fit basculer le
monopole hollandais. Les girofliers furent tout d’abord introduits & I’'Ile de France (Ile
Maurice), puis, suite a I’autorisation de transport des plants en 1772, a I’Ile Bourbon (Ile de la
Réunion), la Guyane, St Domingue et la Martinique. Le giroflier fut par la suite introduit a
Sainte-Marie en 1827 par la Société Albran-Carayon-Hugot et enfin sur la cote Est de la

« Grande Terre » de Madagascar aux alentours de 1900 [12].
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L.2. Etude de la plante

L1.2.1. Description botanique du giroflier
L1.2.1. a) Classification

Tableau I.1 : Classification du giroflier.

Classe Angiosperme
Sous-classe Tiporées
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Sous-famille Myrtoideae
Genre Syzygium
Espece Syzygium aromaticum

Comme beaucoup d’especes, le giroflier a porté plusieurs noms scientifiques avant
d’étre nommé Syzygium aromaticum :
- Caryophyllus aromaticus.
- Eugenia caryophyllata.
- Eugenia caryophyllus.
- Eugenia aromatic.
- Jambosa caryophyllus.
- Syzygium aromaticum.
Actuellement, les noms Sygygium aromaticum et Eugenia caryophyllus sont tous les

deux employés [13, 14, 15].

L.2.1. b) Description de I’arbre

Cet arbre vivace originaire des Moluques et du sud des Philippines peut atteindre une
hauteur de 12 metres sur un sol perméable et fertile. Mais il supporte mal le froid, et la
température ne devrait pas descendre en dessous de 15-18 °C pendant la saison froide.

Le genre comporte quelque 400-500 espéces qui sont a présent également cultivées
dans d’autres régions du globe. Les grosses feuilles ovales de jusqu’a 12 cm de long sont
disposées par paires opposées.

Les fleurs blanches rosées agréablement parfumées donnent des baies pourpres
aromatiques. La multiplication du giroflier s’effectue par semis de graines matures. Les

boutons floraux séchés du Syzygium aromaticum sont une épice trés connue et trés appréciée.
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Les boutons sont roses a rougeétres avant d’étre séchés et prennent ensuite une teinte brune
foncée.

Les especes les plus fines sont les clous de girofle des Moluques, archipel de I’est
d’Indonésie, ainsi que celles de Penang, Zanzibar et Madagascar. Les clous de girofle

américains sont réputés étre de qualité inférieure & cause de leur plus faible teneur en huile
essentielle [16].

Al I S

Figure 1.1 : Le giroflier [16].
L.3. Les principales zones de production

Les principales zones de production des clous de girofle sont les régions de : Sava la
plus au Nord, Analanjirofo, Atsinanana, Vatovavy-Fitovinany et celle de Atsimo Atsinanana
plus au Sud (figure 1.2) [17].

o
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Figure 1.2: Les principales zones de production des clous
de girofle (données 2007) [17].
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I.4. Huile essentielle du clou de girofle
1.4.1. Définition d’une huile essentielle

Nous trouvons différentes définitions d’une huile: essentielle dans :

% La Pharmacopée européenne 7e édition qui définit une huile essentielle comme un
produit odorant, généralement de composition caomplexe, obtenu & partir d’une matiére
premiére végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit
par distillation seche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage [18].

% La Pharmacopée francaise 11e édition : Les huiles essentielles médicinales sont des
huiles essentielles au sens de la Pharmacopée européenne, possédant des propriétés

médicamenteuses [19].

1.4.2. Propriétés physiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles étant des substances volatiles et non des corps gras. Leur
volatilité augmente avec la chaleur. Elles sont insolubles dans I’eau et solubles dans de
I’alcool ou dans un corps gras, leur consistance est huileuse mais non grasse.

Elles sont liquides a température ambiante, leur densité est inférieure 4 celle de I’eau,
sauf exception comme 1’HE de giroflier par exemple. Leurs couleurs sont variées, beaucoup
sont jaunatres ou incolores mais les couleurs peuvent aller du jaune vert au brun rouge. Elles

sont treés odorantes [20].

1.4.3. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles de la matiére: végétale peut étre réalisée au moyen
de nombreux et divers procédés basés sur des techniques anciennes comme : distillation,
expression, enfleurage ou plus récentes comme : extraction par irradiation micro-onde, ou par

ultra-sons [21].
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Figure 1.3 : Modes d’extraction des huiles essentielles [21].

1.4.3. a) Distillation
1.4.3. a-1) Hydrodistillation

C’est la technique la plus simple et la plus répandue. Elle consiste & immerger la
maticre premiére directement dans 1’eau, puis I’ensemble est porté a ébullition. L’opération

est généralement conduite & pression atmosphérique. Les vapeurs formées sont condensées

par un systéme de réfrigération par courant d’eau [22].
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Figure 1.4 : Schéma d’un montage d’hydrodistillation [22].
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1.4.3. a-2) Entrainement par vapeur d’eau

La plante aromatique est placée entiére ou broyée s’il s’agit d’organes durs (racine ou
écorce), dans une cuve et immergée dans 1’eau. Le procédé consiste a faire traverser cette
cuve par de la vapeur d’eau produite par une chaudiére indépendante. La vapeur d’eau
entraine I’huile essentielle de la plante puis passe dans un serpentin baignant dans de I’eau
fraiche. Ainsi, il y a condensation et le liquide aboutit dans I’ «essencier» ou «vase florentiny
dans lequel I’huile essentielle se sépare de 1’eau par différence de densité (voir figure 1.5). Les
huiles essentielles ont, pour la plupart, une densité inférieure a celle de 1’eau (< 1), sauf
exception (cas de I'HE de giroflier présentant une densité de 1,0594).

Ainsi, dans la majorité des cas, I’huile essentielle constitue la phase supérieure et flotte
au-dessus de I’hydrolat aromatique ce qui permet de la recueillir par débordement. Cet
hydrolat aromatique, aussi appelé eau florale, renferme une faible quantité de molécules
aromatiques (moins de 5%o) ; il est utilisé notamment chez les jeunes enfants ainsi qu’en

cosmétologie [23].

Wapear o gau ot
huile sssenrislle "

Chaleur

Distillation & la vapeur

Figure L.5 : Schéma d’un montage d’entrainement a la vapeur d’eau [23].

L.4.3. a-3) Distillation par les solvants organiques

Certaines huiles essentielles ont une densité voisine de I’eau et le procédé par
distillation a la vapeur d’eau ne peut étre dans ce cas utilisé. Le principe consiste a faire
macérer la plante dans le solvant afin de faire passer les substances odorantes dans le solvant
[24].



Chapitre I. synthése bibliographique sur les clous de girofle.

L.4.3. b) Extraction par micro-ondes
L’extraction par micro-onde consiste a chauffer I’extractant (eau ou solvant organique)
mis en contact avec la plante sous 1’énergie micro-ondes ce qui permet un chauffage

homogeéne. Ce nouveau procédé d’extraction permet des gains de temps et d’énergie
considérables [25, 26].
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Figure L.6 : montage d’extraction par micro-onde [25].

L.4.3. ¢) Extraction par ultra-sons

Le matériel végétal mis en contact avec le solvant (eau ou solvant organique) est

immergé dans un bain & sonication maintenu a une agitation constante.

Figure 1.7 : Montage d’une extraction par ultrasons [27].

1.4.3. d) Enfleurage

L’enfleurage est une technique assez difficile. Elle date de I’antiquité égyptienne et est
basée sur la forte affinité des molécules odorantes pour les graisses. Elle est réservée
principalement aux organes fragiles qui sont les fleurs (violette, tubéreuse, jasmin...).

Celles-ci sont étalées délicatement sur des plaques de verre enduites de mince couche

de graisse et on superpose ces plaques sur des chéssis de bois. Les substances volatiles
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diffusent et sont absorbées par la couche de graisse. Ensuite ces graisses sont épuisées a

I’alcool. Ce procédé a tendance & disparaitre car il nécessite une forte main-d’ceuvre [23].

Figure 1.8 : Méthode d’enfleurage [23].

1.4.3. e) Expression a froid

Les huiles essentielles de fruits d’hespéridés ou encore d’agrumes ont une trés grande
importance dans I'industrie des parfums et des cosmétiques. Cependant ce sont des produits
fragiles en raison de leur composition en terpénes et aldéhydes. C’est pourquoi,
spécifiquement pour cette catégorie de matiére premiére, est utilisé un procédé totalement
différent d’une distillation classique, qui est I’expression a froid. Le principe de cette
technique est basé sur la rupture ou la dilacération des parois des sacs oléiféres contenues

dans I’écorce des fruits et sur la pression du contenu de ces sacs sur les parois [23].

Figure 1.9 : Méthode d’expression a froid [23].
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L.4.3. f) Co: supercritique

I consiste a faire circuler du CO, supercritique, sous pression et température, a travers
une matiére, puis d’opérer une décompression pour récupérer 1’extrait ou le contaminant.

A la dépressurisation, le CO; est libéré sous forme gazeuse et le composé recherché
sous forme liquide ou solide. Le CO2 supercritique peut voir sa polarité modifiée par I’ajout
d’un « dopant » polaire communément appelé co-solvant permettant ainsi d’augmenter le
spectre des molécules extraites par le solvant supercritique. Par ailleurs, le développement
d'unité fonctionnant & haute pression (>400 bar) permet de récupérer des molécules de plus en

plus polaires sans ajout de co-solvant [23].
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Figure 1.10 : Principe d’une extraction par Coz supercritique [23].

1.4.4. Composition chimique de I’huile essentielle du clou de girofle

Les huiles essentielles des clous, des feuilles et des griffes du girofle sont
principalement caractérisées par 1’eugénol, I’acétate d’eugényle et le p-caryophylléne mais a
des proportions différentes selon les auteurs.

Une teneur €levée en eugénol et en B-caryophylléne, respectivement de 78 % et de 13
% est remarquée dans I’huile essentielle de clou de Prashar et al. (2006) alors que les huiles
essentielles étudiées par Pawar et Thaker (2006) présentent une faible teneur en eugénol
(47,64 %) avec une concentration en benzyle alcool de 34 %. Par ailleurs, les huiles
essentielles de clous analysées par Fu et al. (2007) et Chaieb et al. (2007) different
énormément. Les huiles analysées par Fu et al. sont caractérisées par 1’eugénol (68,52 %), le
p-caryophylléne (19 %), acétate d’eugényle (10,15 %) et o-caryophylléne (1,85 %) et celles
de Chaieb et al. par I’eugénol (88,58 %), ’acétate d’eugényle (5,62 %), le p-caryophylléne
(1,39 %) et d’autres constituants mineurs (0,1 4 0,9 %). aussi que le - caryophylléne (2,9 %),
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le nérol (0,79 %) I’oxyde de caryophylléne (0,67 %) sont présents dans les huiles essentielles
venant de Little Andaman alors que ces constituants sont absents ou sous forme de traces dans
les échantillons venant du sud de ’Inde (Gopalakrishnan et al., 1988). De méme, 1’acétate

d’eugényle (1,5 %) et I’a-farnésol (0,5 %) ont été seulement détectés dans les huiles du sud de
I’Inde [24].

u
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Chapitre II. Application de la chimiométrie a la spectroscopie IRTF.

Introduction

L’origine de la spectroscopie infrarouge remonte & 1’année 1800, lorsque William
Herschel a découvert la région infrarouge du spectre électromagnétique. Depuis 1905, lorsque
William W. Coblentz a couru le premier spectre infrarouge, la spectroscopie vibrationnelle est

devenue un outil d’analyse important dans la recherche et dans les domaines techniques [28].

Pendant les années 1930 et 1940, les progrés de [I’électronique ont abouti a
I'introduction de thermocouples de rayonnement infrarouge. En conséquence, une
instrumentation « moderne » pour la spectroscopie d’absorption devenait réguliérement

disponible dans les années 40 [29].

L’apparition des premiers spectrométres infrarouges a transformée de Fourier (IRTF)
de la catégorie de recherche au début des années 1970 a initié la naissance de la spectrométrie
infrarouge moderne. Apres les instruments analytiques (depuis la fin des années 70) et les
instruments de routine (depuis le milieu des années 80), des instruments spécialisés sont

maintenant disponibles & des prix raisonnables [30].

Les applications de la spectrométrie infrarouge moderne incluent les examens
d’identité et de pureté simples et routiniers ainsi que I’analyse quantitative, les mesures de
processus et 1’identification des composés inconnus..., en combinaison avec la chimiométrie,
elle est maintenant appliquée a de nombreux autres domaines, ex. : polyméres, agriculture et
alimentation, échantillons géologiques, industrie pharmaceutique, analyse biologique et
médicale [30].

I1.1. Spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge (IR) est une classe de spectroscopie qui traite de la région
infrarouge du spectres éléctromagnétique. C’est une technique basée essentiellement sur les
vibrations des atomes d’une molécule et elle recouvre une large gamme de techniques, la plus

commune étant un type de spectroscopie d’absorption [31, 32].

I1 est relativement facile d’obtenir des spectres d’échantillons en solution ou dans les
états liquide, solide ou gazeux. Un spectre infrarouge est généralement obtenu en passant le
rayonnement infrarouge par un échantillon et en déterminant quelle fraction du rayonnement

d’incident est absorbée a une énergie particuliére [29, 32].

12|
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Les spectrometres infrarouges a transformée de Fourier sont aujourd’hui

principalement utilisés et ont amélioré radicalement ’acquisition des spectres infrarouges
[32].

IL2. Principe de fonctionnement des spectrométres infrarouges a

transformée de Fourier

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est basée sur 1’idée de
I'interférence du rayonnement entre deux faisceaux pour produire un interférogramme. Ce
dernier est un signal produit en fonction du changement de la longueur de trajet entre les deux
faisceaux. Les deux domaines de distance et de fréquence sont interconvertibles par la

méthode mathématique de transformation de Fourier [33].

Les composants de base d’un spectrometre IRTF sont représentés schématiquement
dans la figure II.1. Le rayonnement sortant de la source est passé a travers un interféromeétre
puis a I’échantillon avant d’atteindre le détecteur. Lors de I’amplification du signal, dans
laquelle les contributions & hautes fréquences ont été éliminées par un filtre, les données sont
converties en forme numérique par un convertisseur analogique-numérique et transférées a

I’ordinateur pour la transformation de Fourier [33].

@ Interférométre Echantillon @

v
Amplificateur

Convertisseur
analog-numérique

Figure I1.1 : Composants de base d’un spectrométre IRTF [33].

L’interférometre le plus utilisé couramment dans la spectrométrie IRTF est un
interféromeétre de Michelson, qui se compose de deux miroirs perpendiculaires, dont 1’un peut
se déplacer dans une direction perpendiculaire au plan (figure II.2). Un film semi-

réfléchissant, le séparateur de faisceau, divise les plans de ces deux miroirs [34].

13
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Figure I1.2 : Schéma d’un interférométre de Michelson [34].

I1.3. Méthodes d’analyse

I1.3.1. Méthodes de transmission

La spectroscopie de transmission est la méthode infrarouge la plus ancienne et la plus
directe. Cette technique est basée sur I’absorption du rayonnement infrarouge a des longueurs
d’onde spécifiques lorsqu’il traverse un échantillon. Il est possible d’analyser des échantillons

sous forme liquide, solide ou gazeuse en utilisant cette approche [29, 35].

Calibrage de la longueur du trajet optique

La longueur du trajet cellulaire peut étre mesurée par la méthode de comptage des
franges d’interférence. Si une cellule vide avec des fenétres paralléles est placée dans le
spectrométre et une gamme de longueurs d’onde balayée, un modéle d’interférence semblable
comme celui montré dans la figure I1.3 sera obtenu. L’amplitude de la forme d’onde varie de
2 a 15%, selon I’état des fenétres. La relation entre la longueur de trajet de la cellule / et les
franges de créte a créte est donnée par :

n

f = s Eq.

8]
iy

Ou n est le nombre de franges de créte a créte complétes entre deux maximums (ou

minimums) a a; et o2.

1’
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Figure I1.3 : Mode¢le d’interférence enregistré avec une cellule vide [29].

11.3.2 Méthodes de réflectance

Les techniques de réflectance peuvent &tre utilisées pour des échantillons qui sont
difficiles & analyser par les méthodes de transmission classiques. Les mesures de réflectance
interne peuvent étre effectuées en utilisant une cellule de réflectance totale atténuée (ATR) en

contact avec 1’échantillon [36, 37].
I1.4. Analyse spectrale

Une fois qu’un spectre infrarouge a été enregistré, 1’étape suivante de cette technique
expérimentale est 1’interprétation. Heureusement, I’interprétation du spectre est simplifiée par
le fait que les bandes qui apparaissent peuvent généralement étre attribuées a des parties

particulieres d’une molécule, produisant ce qu’on appelle les fréquences de groupe [30, 38].

La plupart des instruments commerciaux présentent un spectre dont le nombre d’ondes

diminue de gauche a droite.

La région IR du spectre comprend la région de longueur d’onde comprise entre
environ 0.78 et 1000 um (ou de nombre d’onde de 13,000 a 10 cm™). 11 est utile, tant sur le
plan des applications que sur le plan de I’instrumentation, de diviser cette zone du spectre en
trois régions principales : infrarouge lointain (< 400 cm™), infrarouge moyen (4000 - 400 cm

1) et infrarouge proche (13,000 - 4000 cm™). De nombreuses applications en infrarouge

5
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utilisent la zone de I’infrarouge moyen, mais les zones infrarouges proche et lointain

fournissent également des informations importantes sur certains matériaux [39].

IL.5. Loi de Beer-Lambert et concentration

La loi de Beer-Lambert est utilisée pour relier la quantité de lumiére transmise par un
échantillon & 1’épaisseur de cet échantillon. I’absorbance d’une solution est directement

proportionnelle a 1’épaisseur et a la concentration de 1’échantillon, comme suit :

A=¢glC

Ou 4 est I’absorbance de la solution, C la concentration et / la longueur du trajet de
1’échantillon [39].

I1.6. Principe de I’analyse quantitative

La spectroscopie infrarouge quantitative peut fournir certains avantages par rapport
aux autres techniques analytiques. Cette derniére peut étre utilisée pour I’analyse d’un
composant de mélange, en particulier lorsque les composés dans le mélange sont
chimiquement similaires ou ont des propriétés physiques trés semblables (par exemple, des
isomeres structuraux). Dans ces cas, I’analyse par la spectroscopie ultraviolet-visible (UV-
Vis), par exemple, est difficile car les spectres des composants seront presque identiques [40,
41].

La loi de Beer-Lambert nous dit qu’une courbe d’absorbance en fonction de la
concentration doit étre linéaire avec une pente de &/ et passer par 1’origine. En théorie, pour
analyser une solution de concentration inconnue, des solutions de concentration connue
doivent étre préparées, une bande appropriée choisie, I’absorbance a ce nombre d’onde
mesurée et un graphe d’étalonnage tracé. La concentration du composé en solution peut étre

lue a partir du graphe d’étalonnage, étant donné que son absorbance est connue.

Non seulement I’analyse infrarouge quantitative peut étre effectuée sur des systémes
simples (échantillons liquides et solides), mais elle peut aussi étre appliquée a des systémes

multi-composants.
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I1.7. Méthodes de calibrage chimiométrique des spectrophotometres

L’analyse chimique par spectrophotométrie repose sur 1’acquisition rapide d’un grand
nombre de données spectrales (plusieurs centaines, voire plusieurs milliers). Lorsque ces
données ne sont pas condensées dans des vecteurs propres, seul un petit nombre d’entre elles
peuvent entrer dans la constitution de chaque modéle de calibrage pour la détermination d’un
constituant particulier. Les modeles de calibrage consistent véritablement en des équations de
conversion des données spectrales (entrée) en des valeurs de composition chimique (sortie).
L’établissement de ces équations suppose 1’ajustement des paramétres affectant les valeurs

d’entrée pour arriver aux valeurs de sortie les plus proches possibles de la réalité [42].

L’amélioration de la technologie informatique associée a la spectroscopie a conduit a
I’expansion de la spectroscopie infrarouge quantitative. L’application des méthodes
statistiques & I’analyse de données expérimentales est connue sous le nom de

« chimiométrie ».

La chimiométrie s’intéresse a I’évaluation des données analytiques observées a I’aide
des mathématiques, particuliérement les méthodes statistiques. Quelques méthodes d’analyse
des données multivariées qui sont utilisées pour ’analyse des données spectroscopiques

d’IRTF seront décrites ici, sans détailler les mathématiques associées a ces méthodes [43].

Les méthodes analytiques les plus couramment utilisées dans la spectroscopie

infrarouge sont les suivantes :

1) Régression des moindres carrés classique (CLS).
2) Régression des moindres carrés inverse (ILS).
3) Régression des moindres carrés partiels (PLS).

4) Régression des composantes principales (PCR).

Les méthodes de régression CLS et ILS sont des méthodes des moindres carrés
impliquant des opérations matricielles. Ces méthodes peuvent étre limitées lorsque des
mélanges trés complexes sont étudiés et des méthodes d’analyse factorielle, telles que PLS et
PCR, peuvent étre plus utiles. Les méthodes d’analyse factorielle utilisent des fonctions pour

modéliser la variance dans un ensemble de données [44, 45].

Avec le temps, les méthodes d’évaluation chimiométriques sont devenues une partie

essentielle de [’analyse environnementale, de la médecine (ex. : analyses médico-légales), de
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I’analyse des processus, du contrdle de qualité, de la criminologie et de nombreux autres

domaines [43].

IL.8. Analyse par régression aux moindres carrés partiels

La régression par moindres carrés partiels, notée PLS, est une méthode d’analyse
quantitative statistique permettant de construire des modeles prédictifs lorsque les variables
explicatives sont nombreuses et trés corrélées. L’accent est mis dans cette méthode sur la
prédiction et non sur l’identification, problématique qui reléve plutét des différentes

techniques descriptives d’analyse factorielle [46].

La régression PLS a été développée a 1’origine par Herman Wold dans les années 60
comme technique économétrique puis fut popularisée aupres des chimistes par son propre fils,

Svante Wold, pour étre appliquée au contrdle de processus industriels [47].

L’objectif de la régression PLS est d’extraire des « composantes », variables latentes
responsables de la variation des variables explicatives, qui modélisent au mieux le
comportement des variables expliquées. Pour prédire les variables expliquées a partir des
variables explicatives, la PLS procéde de maniére indirecte en extrayant des composantes 7" &
partir des variables explicatives X (absorbances) pour estimer des composantes U qui

permettront de calculer les réponses y (concentrations) [46, 48].

Les composantes 7' et U sont choisies pour obtenir une liaison optimale au sein de
chaque paire de composantes. Il s’agit en fait d’une forme robuste de [’analyse des
redondances maximales qui recherche les directions de 1’espace des variables explicatives
lies aux plus fortes variations dans 1’espace des variables expliquées mais biaisées vers des

directions mieux prédites [46, 48].

La sortie du modéle PLS peut étre une seule variable, a savoir la concentration de
I’analyte, on parle dans ce cas de modele PLS-1 par opposition au modele PLS-2 qui permet
de traiter en sortie non pas un vecteur mais une matrice et qui permet notamment de prédire
les concentrations de plusieurs éléments simultanément [49]. Les chimistes se sont intéressés
aux méthodes multivariées deés lors que I’approche univariée ne permettait pas de traiter des

spectres complexes [50].
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Comme pour toute analyse par IRTF, un prétraitement des données spectrales est
nécessaire afin de disposer de données centrées sur la valeur moyenne ou méme centrées

réduites, ce qui signifie qu’elles sont en plus normalisées par I’ écart-type.

Dans le cas de I’analyse de données spectrales, considérons comme précédemment une
matrice X de dimension (N, k) avec N le nombre de spectres et k le nombre de variables. En
sortie du modéle, nous aurons le vecteur y de longueur N correspondant & la concentration de

I’analyte pour chaque échantillon [49].

Pour fixer les notations, d’une maniére générale, le modéle de la régression PLS
s’écrit [51, 52] :

I . T o i e T 1 p -
A =tpy Tlpy Tipy T+ i4ps + B Eq.2.3
Yy =gy +iq, g+ fy Eq.24

On remarque que les deux quantités X et y sont exprimées en fonction des mémes
scores /; tandis que chacune a ses propres vecteurs propres a savoir p; pour X et g; pour y. De
méme, chaque quantité a son propre résidu & savoir E; pour X et f; pour y. Grice & ce systéme
de deux équations couplées, on maximise la corrélation entre les N spectres (X) et les N

valeurs de concentration de I’analyte () [49].

On prend comme conditions initiales : Eoq= X et fy= y. Puis on relie les deux résidus par

un parametre de poids W tel que [51, 52] :

W, =Elfy,=X"Y Eq. 2.5
On peut ainsi calculer le premier score qui s’écrit :

t, = EoW, = XW, Eq. 26

Ce qui permet de calculer les vecteurs propres p; et g; :

"
Ti &
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Py T £q. 4
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W, =Ef, Eg. 2.11
t, = E,W; Eq.2.12
Et ainsi de suite. Plus généralement, on peut donc écrire :
B, =B, 3 —t.p, Eq. 2.13
. R + T
fa _—f::—i = la2ba E'Q 2.14
w, = f. Eq. 2.15
a-1/a-1 .
t, =E,_ 4w, Eq. 2.16
BT
=3
Py = — Eq.2.17
L
a"a
fa-1°
Qo =5 Eq. 2.18
tai,

Une fois que le modele PLS est construit, pour calculer les scores d’un échantillon
inconnu, il faut avant tout lui appliquer la méme normalisation que celle qui a servi a

I’étalonnage.

Ainsi, si I’étalonnage a été effectué avec des variables centrées, on devra soustraire au

spectre inconnu (vecteur xp) le vecteur ¥ des moyennes de la matrice X [49] :

=
(RE]

EG = ;;G_ = Eq; 119

Pour un échantillon inconnu, les scores sont également calculés d’une fagon itérative
si bien que pour chaque composante @, on peut écrire :

tap = a1 W, Eq. 2.20
Et on calcule le nouveau résidu pour le prochain calcul de score :
ea = ea-—i =

taoPs Eq. 2.21

Finalement, lorsqu’on fixe le nombre A de composantes, la valeur prédite pour y
s’écrit [51, 52] :




A

Yap = E TP

a=1

try
o]
()
(NS
3

IL.9. Généralité sur les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont parmi les classes les plus répandues de métabolites
dans la nature, et leur distribution est presque omniprésente. On estime que 100,000 a
200,000 métabolites secondaires existent et environ 20% du carbone fixé par la photosynthése
est canalisé dans la voie des phénylpropanoides, produisant ainsi la majorité des phénols

d’origine naturelle tels que les flavonoides et les stilbénes [53, 54].

Bien que les monophénols & proprement parler, tels que I'acide p-coumarique, ne sont
pas des polyphénols, ils partagent cependant avec ces derniers beaucoup de leurs propriétés et

caractéristiques, étant ainsi connu comme « polyphénols fonctionnels » [55].

Dans la littérature il existe deux propositions pour définir les polyphénols. La premiére
les définis comme étant une structure moléculaire qui porte plusieurs groupement phénoliques
tandis que la deuxiéme indique la présence d’un groupement phénol polyhydroxylé. Ces
polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés par les végétaux pour se défendre
contre les agressions environnementales. Il s’agit des dérivés connus par une grande variété

structurale dont environ 8000 composés ont été identifiés [56, 57].

Bien qu'une grande variété de phénols des plantes existe, la plupart de ces composés
proviennent d'une origine commune : les acides aminés phénylalanine ou tyrosine. Ces acides
sont désaminés en acides cinnamiques, qui entrent dans la voie des phénylpropanoides. Une
¢tape clé dans cette voie de biosynthése est l'introduction d'un ou plusieurs groupements
hydroxyle dans le cycle phényle. En conséquence, ces composés sont dérivés d'une
composante squelettique carbonique commune : l'unité phénylpropanoide en C6-C3. La
biosynthése, selon cette voie, produit une grande variété de composés phénoliques : les acides
cinnamiques (C6-C3), les acides benzoiques (C6-Cl), les flavonoides (C6-C3-C6), les
proanthocyanidines [(C6-C3-C6)n], les coumarines (C6-C3), les stilbénes (C6-C2-C6), les
lignanes (C6-C3-C3-C6) et les lignines [(C6-C3)a] [58, 59].

Chapitre II. Application de la chimiométrie a la spectroscopie IRTF.
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Tableau II.1 : Quelques composés phénoliques existants chez les clous de girofle [1].
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Introduction

Le clou de girofle forme une source riche en métabolites primaires. Il est beaucoup
utilisé en cuisine pour parfumer le pain d’épices. Le clou de girofle contient de 15 a 20%
d’huile essentielle. Celle-ci présente de nombreuses propriétés pharmacologiques comprenant
une action anti-inflammatoire, antiseptique, analgésique, bactéricide mais est également trés
utilisée en parfumerie. Ces propriétés sont lies a ce qu’il contient de divers métabolites
secondaires (phénols, terpénes...). L’huile essentielle du clou de girofle est composée
majoritairement d’eugénol (85 & 90%), de caryophylléne, de tanins et d’acide oléanolique.

Les travaux de recherche réalisés sur le clou de girofle montrent une teneur élevée en
composés phénoliques, ou les acides phénoliques représentent la classe majeure dans cette
espéce. L’identification et la quantification de ces composés a été faite, dans la plupart des
cas, par UPLC-ESI-MS/MS ou GC-MS qui sont des techniques indispensables et assez
«couteuses » ou par la méthode Folin-Ciocalteu qui reste néanmoins une technique

destructive et semi-quantitative.

L’objectif principal de ce travail de recherche était le développement d’une nouvelle
méthode analytique pour la détermination des teneurs des composés majoritaires (I’eugénol,
I’acide cinnamique, 1’acide salicylique et ’acétate d’eugényle) chez le clou de girofle par la
spectroscopie IRTF en exploitant les principes de la chimiométrie & la calibration
multicomposante de la méthode de régression des moindres carrés partiels (PLS) du logiciel
Quant 2 d’OPUS.

Ce travail a été réalisé au laboratoire de chimie des substances naturelles et des
molécules bioactives, laboratoire du département de chimie, faculté des sciences, Université
Blida 1.

III.1. Appareillages et réactifs
II1.1.1. Spectrophotométre Infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

Un spectrometre infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) de marque Jasco,
équipé d’un détecteur Sulfate de triglycine dopé au lanthane o-alanine deutéré DLaTGS et
une source céramique a haut rendement pour une stabilité maximale 4 température ambiante,
d’une source infrarouge moyen (7800 - 350cm™), d’un rayonnement de laser et un diviseur de
faisceau KBr a été utilisé. L’alignement optique permanent est garanti par des miroirs en

coin (rétro-réfléchissants) avec auta alignement pour un maximum d’énergie, avec une
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résolution de 4 cm™. Le traitement des spectres est réalisé avec le logiciel OPUS 6.5 sous le
systéme d’exploitation Microsoft Windows XP.

La fenétre utilisée pour I’analyse de la phase liquide était en fluorure de baryum (BaF»)
avec une entretoise en téflon de 0.1 mm d’épaisseur. Les tubes de connections sont en téflon
avec un diameétre intérieur de 0.8 mm et le chargement est réalisé en employant des tubes de
chlorure de polyvinyle de diameétre intérieur de 2.79 mm. L’acquisition des spectres a été
effectuée avec une résolution de 4 cm™ et un nombre de scan égal a 15 spectres par rapport a
un background stabilisé préalablement dans les mémes conditions instrumentales avec une

cellule remplie de solvant utilisé pour la préparation des solutions.

L’introduction des mélanges a ét€ faite a I’aide d’un systéme a écoulement bloqué avec
une cellule de flux. L’avantage d’une telle cellule est d’&viter les inconvénients du nettoyage

et du remplissage des cellules conventionnelles classiques.

Le systtme d’écoulement a été réalisé 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 salvant et la remplir & nouveau avec une autre solution.

Les spectres enregistrés sont traités a 1’aide d’une macro (boucle) qui a été construite a

partir de logiciel intégré Quant 2 d’OPUS pour faire la calibration multicomposante.

La figure II1.1 représente le montage de la chaine utilisée pour I’analyse.

Spectrométre
FTIR Jasco-4100 Pompe /\
il

1! 4 péristaltique /

Ordinateur

/ )

| R

" Mélange &

h I \ analyser
Flacon o
pour déchet
3;,
Cellule a flux (BaF>)

Figure III.1 : Montage IRTF utilisé pour ’analyse des solutions en mode écoulement bloqué.

|
3247
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II1.1.2. Réactifs et produits chimiques

Tous les réactifs utilisés dans cette étude : le dichlorométhane stabilisé avec ’amyléne

et les étalons, sont de grade analytique (tableau IIL.1).

Le tableau III.1 représente les réactifs et les produits chimiques utilisés.

Tableau III.1 : Réactifs et produits chimiques utilisés.

Produit Pureté (%) Fournisseur Pays
Acide salicylique 99% Sigma-Aldrich France
Acide cinnamique 97% Sigma-Aldrich France
Acétate d’eugényle 98% Sigma-Aldrich France
Eugénol 99% Prolabo Espagne
Dichlorométhane 99.9% Honeywell France
Cyclohexane 99.8% Sigma-Aldrich Allemagne
Hexane 95% Sigma-Aldrich Allemagne
MgSQq4 98% Sigma-Aldrich Allemagne
Ether diéthylique 99.5% Sigma-Aldrich Allemagne

II1.1.3. Choix des étalons et du solvant

Pour développer les modeles. de calibration multicomposante on a choisi une série de
quatre (04) composés qui sont présents dans le clou de girofle & savoir I’acide salicylique,

I’acide cinnamique, I’eugénol et I’acétate d’eugényle.

En phase liquide, un des solvants chlorés doit étre choisi pour les analyses infrarouges.
Le dichlorométhane avec une toxicité moins faible que les autres solvants chlorés et une
polarité moyenne n’interfére pas avec les bandes spécifiques des phénols donc il était le
solvant appropri€. Cependant, la majorité des composés phénoliques ne sont solubles que

dans les alcools, donc on avait choisis le dichlorométhane comme solvant.

La Figure II1.2 montre des spectres IRTF d’absorbance comparatifs des quatre étalons
utilisés & des concentrations équivalentes (10 mg.ml™) préparés séparément dans le solvant

CH:Cl dans le domaine spectral compris entre 4000 et 400 cm™.
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Figure III.2 : Spectres IRTF en phase liquide de 1’eugénol (en bleu), ’acétate d’eugényle
(en rouge), ’acide salicyligue (en mauve) et I’acide cinnamique (en vert).

1000

On constate que les spectres des étalons montrent une forte bande a 1700-1735 cm™ qui
représente 1’élongation du groupement C=0O de I’acide cinnamique, ’acide salicylique et
’acétate d’eugényle. Ils présemtent une bande a 1635 cm relative a 1’élongation du
groupement C=C d’un alcéne caractéristique de 1’acide cinnamique, ’eugénol et 1’acétate
d’eugéyle et également deux bandes intenses & 1600 et 1515 cm™ qui correspondent a

I’élongation du groupement C=C aromatique.

La gamme entre 1465 et 1380 cm™ contient des bandes caractéristiques de la
déformation des groupes CH, CH: et CHj3 et aux cycles des composés aromatiques. Les pics a

1200 cm™! présentent 1’élongation du groupement C-O des phénols.

Les pics & environ 1320-1210 cm™ correspondent aux C-O des acides salicylique et

cinnamique,

La bande moyenne & 960 ¢cm™ apparait seulement dans les spectres d’acide cinnamique
et d’acétate d’eugényle est caractéristique de la déformation de la liaison C-H hors-plan
(trans-RCH=CHR), alors que les. deux pics 4 880 et 850 cm™ montrent les cycles aromatiques

tri-substitué et para-substitué respectivement.
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ITI.2. Calibration PLS multicomposante

II1.2.1. Définition de la méthode Quant 2

Le Quant 2 est une méthode d’analyse quantitative statistique permettant de construire

des modéles prédictifs lorsque les variables explicatives sont nombreuses et trés corrélées.

La sortie du modele PLS de Quant 2 peut étre une seule variable, & savoir la
concentration de I’analyte, on parle dans ce cas de méthode PLS-1 (monovariable) par
opposition a la méthode PLS-2 (multivariable) qui permet de traiter en sortic non pas un
vecteur mais une matrice et qui permet notamment de prédire les concentrations de plusieurs

éléments simultanément.

L’avantage d’utilisation du Quant 2 par rapport au Quant 1 est que le premier permet de
traiter des spectres des étalons complexes qui sont exclusivement constitués de pics

superposés et qui ne sont pas spécifiques.
II1.2. 2. Optimisation des modéles PLS (Quant 2)

Dans ce travail on a exploité le logiciel intégré Quant 2 d’OPUS (figure II1.3) afin de
développer des modéles de calibration multicomposante (PLS-1). Ces derniers seront utilisés

pour déterminer simultanément les teneurs des composantes chimiques choisies dans des
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échantillons réels aprés un calibrage préalable avec des solutions étalons.

Le calibrage s’effectue donc avec les concentrations des composantes et les spectres des

mélanges. Pour ce faire, on apparie aux spectres des gammes d’optimisation bien définies.

II1.2.2. ) Préparation de la matrice de calibration

Afin de procéder au calibrage et obtenir les meilleures valeurs de prédiction, on doit
disposer d’une probabilité de concentrations des mélanges. Chacun de ces derniers doit

contenir une concentration connue et différente.

Pour construire les modeles, quatre (4) composés ont été choisis, deux limites
« supérieures » et « inférieures » des concentrations considérées ont éié sélectionnées,
respectivement, par rapport a la teneur des composés dans le clou de girofle et en respectant la

limite de détection infrarouge.

Donc, nous avons considéré les gammes des concentrations pour I’eugénol comprises
entre 0.4 et 4 mg.ml”, I’acétate d’eugényle entre 0.3 et 3 mg.ml”, I’acide salicylique entre

0.2 - 2 mg.ml™ et I’acide cinnamique entre 0.1 - 1 mg.m]™".

En paralléle, selon la formule 2", ou n ¢’est le nombre des étalons utilisés, seize (16)
solutions étalons de concentrations différentes doivent étre préparées & partir de quatre (4)

solutions meéres de concentrations équivalentes de 10 mg.ml™.

Les compositions des seize solutions étalon, en termes de concentrations, sont

regroupées dans le tableau II1.2.
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Tableau III.2 : Composition des solutions étalons (matrice de calibration).

Etalon Eugénol Acétate . - Acide
, Acide salicylique . .
d’eugényle cinnamique
R ) Cr VM Cr Vm Cr VM Cr Vm
Solution 1 o & 1
Etalon | @mgml™) | (ml) | (mgml”) | (ml) | (mgml) | (ml) | (mgml') (ml)
M 01 4 2 3 1.5 2 1 1 0.5
M 02 4 2 3 1.5 2 1 0.1 0.05
M 03 4 2 3 1.5 0.2 0.1 1 0.5
M 04 4 2 0.3 0.15 2 | 1 0.5
M 05 0.4 0.2 3 1.5 2 1 1 0.5
) M 06 4 2 3 1.5 0.2 0.1 0.1 0.05
M 07 4 2 0.3 0.15 2 1 0.1 0.05
- M 08 4 5 0.3 0.15 0.2 0.1 1 0.5
M 09 0.4 0.2 3 1.5 0.2 0.1 1 0.5
) M10 0.4 0.2 3 15 2 1 0.1 0.05
M11 0.4 0.2 0.3 0.15 2 1 1 0.5
M 12 4 2 0.3 0.15 0.2 0.1 0.1 0.05
M13 0.4 0.2 3 1.5 0.2 0.1 0.1 0.05
M 14 0.4 0.2 0.3 0.15 2 1 0.1 0.05
M 15 0.4 0.2 0.3 0.15 0.2 0.1 1 0.5
M 16 0.4 0.2 0.3 0.15 0.2 0.1 0.1 0.05

Cr : Concentration de I’étalon dans la solution étalon en mg.ml!, Vi : Volume prélevé de la
solution mére en ml (un volume final de 5 ml est considéré).

II1.2.2. b) Préparation de la matrice de validation de méthode

Cette étape consiste a vérifier la fiabilité de la méthode ou des modéles mathématiques
construits en utilisant des mélanges synthétiques de concentrations connues (Tableau III.3).

Tableau IIL.3 : Composition des mélanges synthétiques (matrice de validation).

Etalon Eugénol Acét’ate Acide salicylique . ACId,e
d’eugényle cinnamique
Meélange Cr VM Cr Vm Cr Vm Cr Vm
Vot | mgml!) | (ml) | @ogml") | @) | (mgmlh) | (m) | (mgml?) | (mi)
MS 01 1.40 0.70 1.50 0.75 0.50 0.25 0.20 0.10
. MS 02 1.80 0.90 1.80 0.90 0.90 0.45 0.40 0.20
MS 03 2.20 1.10 2.00 1.00 1.20 0.60 0.60 0.30
MS 04 2.70 1.35 2.60 1.30 1.60 0.80 0.70 0.35
MS 05 3.50 1.75 2.80 1.40 1.90 0.95 0.80 0.40

Cr : Concentration de I’étalon dans le mélange synthétique en mg.ml”', Vi : Volume prélevé de la
solution mere en ml (le volume considéré était 5 ml).
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Pour chaque mélange de la matrice de calibration et de validation, nous avons réalisé 5
analyses IRTF dépendantes parmi lesquelles seulement 4 répliques spectrales ont été

sélectionnées.

IIL.2. 3. Etapes de la création d’une méthode Quant 2

Les étapes d’édition de la méthode Quant 2 sont répétitives ou le logiciel intégré c’est
lui qui fait tous les calculs. Il faut juste comprendre bien en premier lieu les commandes a

inviter. Ces commandes sont comme suit :

® Sur la barre d’outils au-dessus, cliquer sur « Composantes » puis sur « Ajouter une
composante », spécifier aprés la désignation et I’unité des composantes.

o Sur « Spectres », ajouter les spectres avec leurs répliques ensuite sélectionner dans le
set de données ceux spectres qui vont étre utilisés pour le calibrage, les tests ou ceux
qui seront complétement exclus.

o Appuyer sur « Configuration », sélectionner « Gammes d’optimisation définies par
Iutilisateur » puis « Gammes A,B (max. 10) » et aprés « sélection interactive ». A
cette fenétre, le choix des gammes doit étre judicieux et englobe les bandes d’intérét.

® L’option « Options de traitement des données » permet de choisir le type de traitement

spectral avant I’optimisation ce qui peut améliorer plus les résultats.

La figure I11.4 explique avec numérotation les étapes suivies lors de la configuration.

i
Pagn graphiqus Protection cé méthody ; I

Tdodemaquer (10w [ Enmegieries n ol 2

Utiizes cetie oplion sewlement 5i vous souhatez
protéges améhoda en mode Etendre méthods' ou
& pasamatres’.

|+ Opbons de pié ralement pou foptinisation

P T
S0 s

I Démager foplimization en anibre-plan

e © o | R il = )
Figure I1L.4 : Etapes de travail numérotées suivies dans la fenétre de configuration.
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Dans « Validation », taper dans « rang max.» la valeur de la variable latente
généralement on met "15" pour toutes les composantes, on choisit la composante a
tester en appuyant sur « actif » ensuite on met dans la zone du « Nombre d’échantillon
exclus » le nombre de répliques spectrales.

Maintenant sur « Optimisation », sélectionner « Général A » puis appuyer sur
« Optimiser », 'ordinateur va traiter les données, cette opération peut prendre
quelques secondes. Une fois elle se termine, choisir la région appropriée et cliquer sur

« Utiliser les parameétres » (Figure IIL.5).

Edter | Vues  Eenftre  Mesure  Manipulation At S FE ft
H v’A’ i ' ——
Charger | e antes | Specties | Pasamdties | Validation | Graphiqus | Repport | hmw«l BCmruurm]
m 8 S p———
* Utiiser las paramatres |eugénol -l imi
§ T ——— 4
H e | ﬁmszcv Qg Gammes [ Pié uakement
18436-1477.2 Dérivée premidre + Soustiaction ¢
g 0.3& 5 3714.23-365252 18436-1477.2 Dérivée premidte + Soustiaction ¢
- n 3 0.388 5 1843.6-1477.2 14001 -1293.8 Dérivéo premidre + Soushaction ¢
9 0.389 5 3714.23-365252 18436-1477.2 1400.1 -12938 Dérivie premidre + Sousliaclion ¢
3 0.343 n 3714.23-365252 18436-1477.2 1400.1-12938 12.. Dérivée premitre + Soushaclion ¢
§- 7 0.343 n 18436-1477.2 1400.1-1293.8 1245.8- 756 Déiivée premire + Soushaclion ¢
e 1 0.305 n 3714.23-365252 35B6.3-34635 18436-1477.2 14.. Déiivée premidre + Soushaction ¢
2 0.365 n 3566.9- 34635 18436-1477.2 14001 - 1259.9 1245... Déiivée premidte + Soushaclion ¢
10 0.245 n 3714.23-3652.52 18436-1477.2 12458 Dévvéeumnéwﬁswmc
E 3} 0.347 1n 3714.23-365252 3566.9- 3463.5 13438 14772 12.. Déiivée premidie + Soushaclion ¢
° 5 0.371 4 3714.23-3652.52 3586.9- 3‘&.5 18436-1477.2 14.. Dénvée premigre + Soushaction ¢
12 0.375 8 3714.23-365252 14001 - Dérivée premiie + Soustaction ¢
§‘ 4 0401 10 3714.23 - 365252 3586.9- 3‘515 1400.1-12898 12.. Dérivée premidre + Soushaction ¢
i 8 0436 12 3714.23-365252 1400.1-1293.8 12458-756 Dérivés premidte + Soustiaction ¢
15 142 5 3714.23 - 365252 Dérivéo premiéte + Soustiaction ¢
g < | s
. T
00 Eteps d2 loptimisation 1400 1200
n 3 ‘B

Figure IIL5 : Etapes a suivre lors de I’optimisation.

Directement apres I’étape précédente, le logiciel va se transférer vers la validation, il
suffit juste de sélectionner un des deux paramétres : « Validation croisée » si on veut
prendre le RMSECV comme un paramétre principal ou bien « Test du set de
validation » si le RMSEP sera lui le paramétre principal. Cliquer enfin sur « Valider »
et « OK ».

Aprés « Validation », la fenétre « Graphique » va afficher automatiquement les
résultats sous forme de graphes et de tableaux.

Finalement, dans la barre d’outils cliquer sur « Sauvegarder la méthode », définir le

rang de la méthode et appuyer sur « Sauvegarder la méthode », a cette étape
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sélectionner les modeles choisis, entrer un nom correspondant a la méthode puis

« Sauvegarder ».

II1.2. 4. Parameétres analytiques fournis par le logiciel

Le logiciel Quant 2 présente les résultats sous forme de représentations graphiques ou
sous forme de tableaux et afin de valider les méthodes optimisées, le logiciel présente les

parametres analytiques suivants :

e R?: Le coefficient de détermination donne le pourcentage de variance présent dans les
valeurs des composantes réelles, qui est reproduit dans la prédiction. R? approche
100% quand les valeurs de concentration prédites approchent les valeurs réelles.

e Rang (facteur ou bien variable latente) : ¢’est le nombre de vecteurs PLS utilisés dans
le Quant 2.

e RMSEP (ou Erreur Quadratique Moyenne de Prédiction) : dans le cas de test du set
de validation, la valeur de 1’erreur RMSEP peut étre prise comme critére pour juger la
qualité de la prédiction du modéle utilisé.

e RMSEE (ou Erreur Quadratique Moyenne d’Estimation): ce critére détermine
respectivement la précision et la dispersion statistique des estimations de calibrage.

e RMSECYV (ou Erreur Quadratique Moyenne de Validation Croisée) : les valeurs de
RMSECYV sont utilisées pour estimer la fiabilité d’un modéle quand la méthode de la

validation croisée est choisie.

La figure II1.6 montre un exemple de représentations graphiques des paramétres
analytiques en considérant le RMSECV comme paramétre principal. Les diagrammes (A)
illustrent I’adaptation aux valeurs paramétrées, c-a-d la corrélation entre la valeur prédite et la
valeur réelle, (B) représente la différence par rapport aux valeurs paramétrées, c-a-d la
dispersion de I’erreur absolue par rapport a la valeur réelle, (C) montre la corrélation entre le
RMSECYV et le rang et enfin (D) illustre le coefficient de détermination R? en fonction du rang
de la méthode. Les quatre diagrammes obtenus permettent d’apprécier la qualité de la série de

calibrage.
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Chapitre III. Etude expérimentale.

Le tableau IIL.4 fournit par le logiciel, résume dans un seul rapport les résultats de
calibrage et des tests de chaque composante & part. Chaque table conmtient toutes les
informations relatives de la calibration et la validation ainsi que toutes les données relatives a

la composante choisie de la solution de calibrage.

Tableau III.4 : Rapport de validation fourni par le logiciel Quant 2.

Rapport de validation

Information générale

Fichier méthode: PAS DE PRE TRT.1.q2

Standards (total): 84

Spectres de calibrage: 64

Spectres de tast: 20

Bloc de données: AB

Composantes (total): 4

Gammes spectrales: 4

Points utilisés: 684

Centrage moyen: Oui

Pré traitement: Pas de pré traitement des données

Gammes spectrales:

de a |
3715.19 3652.52
3566.9 3462.6
1843.6 1476.2
1401 1299.8

acide cinnamique
Gamme de concentration: 02 -08
Unités: mg/ml
Type de validation: Test du set ds validation
Erreur de prédiction moyenne
Rang |Ra |RMSEP IRnn_g recom |
] 3223 0.177
2 62.18 0.12
3 525 0.147
4 79.88 0.0866
5 9298 0.0529
6 96.95 0.0376
7 9293 0.0573
B8 9514 0.0475
el 99.46 0.0158 +
10 96.95 0.0376
11 97.45 0.0344
12 93.14 0.0564
13 82.38 0.0904
14 BEi.19 0.125
15 54.25 0.138
Valeurs de composantes
Rang utilisé: 9
Fichier |Vmi [Prédictlon |Diﬁérenco Illmus poss
MS1-2.jws.dx. 0.2 0.2277 -0.0277
MS1-3.jws.dx. 0.2 0.2183 -0.0183
MS1-4.jws.dx. 0.2 0.2182 -0.0192
MS1-5.jws.dx. 0.2 0.2043 -0.00494
MS2-2.jws.dx. 0.4 0.4233 -0.0233
MS2-3.jws.dx. 0.4 0.4052 -0.00517
MS2-4.jws.dx. 0.4 0.412 -0.012
MS2-5.jws.dx. 0.4 0.4142 -0.0142
MS3-2.jws.dx. 0.6 0.6154 -0.0154
MS3-3.jws.dx. 0.6 0.5934 0.00664
MS3-4.jws.dx. 0.6 0.5969 0.0031
MS3-5.jws.dx. 0.6 0.6001 -0.000108
MS4-2.jws.dx. 0.7 0.7149 -0.0149
MS4-3.jws.dx. 0.7 0.7017 -0.00167
MS4-4.jws.dx. 0.7 0.7029 -0.0029
MS4-5.jws.dx. 0.7 0.7102 -0.0102
MS5-2.jws.dx. 0.8 0.8277 -0.0277
MS5-3.jws.dx. 0.8 0.8111 -0.0111
MS5-4.jws.dx. 0.8 0.833 -0.033 [
MS5-5.jws.dx. 0.8 0.8017 -0.00171
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IIL.2. 5. Parameétres d’optimisation des modéles mathématiques

Le Quant 2 permet d’établir différents parametres de régression comme les gammes
d’optimisation, 1’option de prétraitement spectral, les régions spectrales utilisées et le rang

jusqu’a atteindre les meilleurs résultats possibles.

Le prétraitement des données est une étape importante dans l'exécution d'un
¢talonnage. Pour assurer la reproductibilité des échantillons d'étalonnage, plusieurs spectres
de chaque échantillon doivent étre acquis. Si les spectres du méme échantillon ne sont pas

identiques, une procédure de prétraitement des données doit étre choisie pour les aligner les

uns avec les autres.

Le but du prétraitement des données est donc d'assurer une bonne corrélation entre les
données spectrales et les valeurs de concentration. Les méthodes suivantes peuvent étre

appliquées :

o Correction d’offset : déplace les spectres afin de régler le minimum de y a zéro.

o Soustraction d’une droite : s'adapte & une ligne droite du spectre et la soustrait. Cela
explique une inclinaison dans le spectre enregistré.

e Dérivée premiére : calcule la premiére dérivée du spectre. Cette méthode met 'accent
sur les bords abrupts d'un pic. Il est utilisé pour souligner les caractéristiques
prononcées, mais les petites fonctionnalités sur un large fond. Le bruit spectral est
¢galement amélioré.

Aucune recommandation générale ne peut étre donnée si un ensemble de données
donné doit étre prétraité ou quelle méthode convient le mieux pour cela. Par conséquent, la
méthode de prétraitement des données optimales ne peut étre trouvée que de maniére
empirique en appliquant plusieurs méthodes & vos données spectrales et en comparant les

résultats.

Dans cette étude nous avons optimisé tous ces paramétres et les résultats sont résumés
dans les tableaux de III.6 a IIL.9 pour les quatre étalons. Chaque tableau contient toutes les
données relatives a la composante choisie des solutions de calibrage, les erreurs calculées
RMSEP, RMSEE, RMSECYV et le R? pour chaque erreur.

Le paramétre principal suivi pour établir les modéles, dans notre étude, était 1’erreur

quadratique moyenne de prédiction (RMSEP).

Chapitre III. Etude expérimentale.
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A) Acide cinnamique

Tableau IIL5 : Résultats d’optimisation, de calibrage et de validation de ’acide cinnamique.

Traitement

RMSE-

Région spectrale | Rang | RMSEP  R? R? RMSEE R?
spectrale CvV
3715.19-365252 || 5 | 0.052 ] 93.98 | 0.087 9621 | 0048 99.02
3586.93462.6 | 6 | 0.037 9695 | 0.089 9605 | 0034 9947
1843.6-14762 | 7 | 0057 | 9293 | 0.037 9932 | 0017 99386
0l 8 8 | 0047 9514 | 0037 9932 | 0016 99.89
Pas de 5 | 0038 9679 | 0089 9602 | 0042 9920
prétraitement i’gig'zﬁ%g 6 | 0028 9829 | 0081 9670 | 0089 96.02
des données 9 7R oloBR 56 73 oTosB 55 40 T 0 ioas 9526
8 | 0037 9706 | 0035 9936 | 0089 9620
S e e AT e
PIOINES | 6 | 0106 7774 | 0165 8656 | 0109 9477
ST oA s e o A
8 | 0123 6761 | 0070 9756 | 0039 9936
3586.9-3462.6 || 5 | 0.016 1 9941 | 0.096 9540 | 0,035 99.94
1843.6-14762 | 6 | 0035 9723 | 0057 9835 | 0023 99.76
1401-1299.8 DA e R o olea s 850
Correction $ | 0066 9052 | 0031 9952 | 0011 99.94
doffset 5 | 0,034 9947 | 0.094 9563 | 0034  99.47
02 | 6 | 0022 9977 0057 9835 | 0022 9977
| ooielosisgl|Tokza oo 57 I Fi0 016199 89
8 | 0013 9992 | 0.030 9953 | 0013 99.92
4 | 0027 98.40 | 0052 9864 | 0.034 9946
lf:(‘:’i‘filz‘;;‘?éz 5 | 0035 9731 | 0034 9947 | 0021 99.79
6l el os 5 o 9a e 6T l99ie3
7 | 0015 9951 | 0020 9980 | 0.009 99.96
3715.19-3652.52 | 4 | 0027 | 9843 | 0051 | 9870 | 0.033 9950
Soustraction | 3586934626 | 5 | 0034 9742 | 0034 9942 | 0021 99.80
oo droite | 1843.614762 |6 | 0027 9835 | 0022 9975 | 0013 9992
1401-1299.8
7 | 0013 9962 0020 9979 | 0010 99.96
A R G
1843.6-14762 | 5 | 0034 9747 | 0035 9939 | 0021 99.79
6 | 00261 9846 | 0.021 19977 | 0013 99.92
7 | 0013 9959 | 0020 9979 | 0010 99.95
3586.93462.6 | 4 | 0.047 | 98.99 | 0.090 96.00 | 0.047 9899
1843.6-14762 | 5 | 0024 9972 | 0042 9909 | 0024 99.72
Dérivee 1401-1299.8 6 | 0018 9985| 0029 9956 | 0018  99.85
ool 7 | 0014 9991 | 0028 9960 | 0014 99.90
1843.6-14762 |04l [ia33061.98] 00009629 | 10:043 190,15
1401-1299.8 5 | 0127 6544 | 0037 9930 | 0021 99.79
ol G i 75 oloei 90 58 1o 67859 85
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Suite :
5 0.073 8828 | 0.120 92.89 | 0.046 99.04
Dérivée 3586.9-3462.6 6 0.076  87.56 | 0.077 97.06 | 0.046  99.05
premiére 1401-1299.8 7 0.121 6846 | 0.084 9650 | 0041 9926
8 0.134  61.53 | 0.089 96.02 | 0.039 9935
3586.9-3462.6 4 0.137  59.55 | 0.089  96.05 | 0.046  99.01
1843.6-1476.2 5 0.133  62.14 | 0.040 99.08 | 0024 99.73
Dérivée il 6 0.117 7065 | 0.029 99.56 | 0018 99.85
prenyiere 1843.6-1476.2 4 0.136 6037 | 0.084 9648 | 0.047 99.97
soustraction | 1401-1299.8 5 013011 63 5|l olos7looisil| Tolozil ee 79
d'une droite 6 0.118  69.91 | 0.029 99.57 | 0.018 99.85
3586.9-3462.6 4 0.092 8161 | 0.147 | 8933 | 0098 9555
s 5 0.079 8653 | 0.138 9058 | 0.093  96.08
B) Acide salicylique :
Tableau IIL6: Résultats d’optimisation, de calibrage et de validation pour I’acide
salicylique.
Traitement . 3 2 RMSE- 2 2
B—— Région spectrale | Rang | RMSEP R cV R RMSEE R
5 oozl oTsTbksalios oz [onat o990
oot | 6 | 0076 9762 | 0062 9952 | 0036 9936
' , 7 0.076  97.63 | 0.045 99.75| 0024  99.94
0.075 9770 | 0.039 99.81 | 0.023  99.94
_ 5 0.080 " 9739 | 0.082 99.17| 0055  99.66
, a.st © .| 1843.6-14762 6 0.080 9739 | 0.062 99.52 | 0.036  99.85
pcfeesrggznmé‘;‘; 7 0,079/ 9742 | 0.045/ 99.75/| 0029 99.91
8 0.096 9624 | 0.032 99.87| 0.021  99.95
3715.19-3652.52 | 5 0.080 9736 | 0.088 99.04 | 0037  99.84
3586.9-3462.6 6 0.080 9737 | 0.058 99.58 | 0.033  99.87
1843.6-1476.2 b 0.084  97.10 | 0.037 99.82| 0022 @ 99.95
8 0.084  97.11 | 0.035 99.84 | 0.022  99.95
5 DS o2 oS e9 74
3?;2;2‘?2%32 6 0.081 9731 | 0.060 99.54 | 0.036  99.86
G i iRl oTsR I olos0liioe s [iolozg llv9iea
8 0.079 9741 | 0.043 99.77 | 0.023  99.94
. 5 osIlE o750 0okl 09974
Comeoion | 3719363222 | 6 | 0081 9731 | 0.070 9938 | 0038  99.83
s 7 0.073  97.83 | 0.040 99.80| 0027 99.92
: 8 0.082 9722 | 0.038 99.82| 0.021  99.95
5 Oslsss o955 | 00a7 99 s4
18426 1400 2 6 0.107 9533 | 0.059 99.56| 0.030  99.90
7 0.095 9625 | 0.041 9979 | 0.026

9992
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R

4 [ 0085 9700 ] 0062 9952 ] 0046  99.75

S ienoe2 | 5 | 0082 9724 | 0.045 9975 | 0031 9989

6 | 0080 9734| 0037 9982| 0026 99.92

7 | 0089 9676 | 0041 9979 | 0023  99.94

4 |TT0.085] 97.00 | 0.0711 9937 0.047 ] 99.74

Soustraction | 2710003252 | s | 0082 9724 | 0045 9974 | 0032 99.89
dune droite | g0 el eI ORI ST s ISSieah bioseNsioz
T L7 | 0089 9676 | 0041 9978 | 0.023  99.94

4| 0.087 9690 | 0.071 9936 | 0.048  99.74

3586934626 | 5 | 0084 9712 | 0.044 9975 | 0.031  99.89
1843.6-14762 | 6 | 0081 9729 | 0037 9982 | 0026 @ 99.92

7 | 0094 9640 | 0.043 9977 | 0022  99.95

3 0.15] 89.74 | 0.072 9935 | 0,055 99.64

4 | 016 8958 | 0055 99.61| 0039 99.83

5 019 8388 | 0040 9980 | 0026 99.92

e 019 8388 | 0.040 9980 | 0027  99.92

1 o3 7 g0 BB i s0l6s) [ IaI0n 11 1 99i95

8 0.4 _ 91.01 | 0066 9945 | 0023  99.94

300159189700 |1 0:075] 17 99.30. 110,056 1 99.62

Dérivée 4 | 0161 8943 | 0056 99.60 | 0.039 99.82
oromiere | 3586934626 | 5| 0196 8435 | 0040 9980 | 0027 = 99.92
1843.6-14762 | 6 | 0195 8457 | 0039 9980 | 0027 99.92

7 | 02230 7970 | 0054 99.64| 0024 @ 99.94

8 | 0146 9128 | 0063 9950 | 0021 _ 99.95

S G ER T se s e ora oo 580 oss i eo 64

4 | 0161 8950 | 0.055 99.61| 0038 99.83

oot % S e g GRS e 55

6 | 0192 8498 | 0039 9980 | 0027 99.92

0 O s OG0 [P 651 199,93

8 | 0094 9635| 0062 99.52| 0021 99.95

S GG ao ST Ea oA o9.54) 055 19965

4 | 0162 8929 | 0055 9962 | 0038 99.83

sewpepieedl o G e T e )

01402 16 | 0196 8444 | 0039 9981 | 0026 99.92

7 | 0219 8045 | 0054 99.63| 0023 9994

8 | 0114 9475 | 0063 9950 | 0020  99.96

o 3| 0161 8943 | 0071 99.36| 0.055 | 99.65
RS 4 0.162  89.31 | 0.055 99.62 | 0.038  99.83
promucre | 1843.6-1070.0 SR O S e S R iR 5
ustoction 6 | 0200 8364 | 0040 9980 | 0026 99.92
i 7 | 0229 7867 | 0053 99.64| 0024  99.93
8 | 0102 9577 | 0065 9947 | 0022 _ 99.95

B e o 3o o 99350 100551 199.64

4 | 0163 8917 | 0055 99.62| 0039 99.82

Bpsspelie © TGN T R e

6 | 0198 8406 | 0039 9981 | 0027 99.92

T GO e O 0S s os 6 (Mo T2 4 99193

8 | 0095 9631 | 0064 9949 | 0021 _ 99.95
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C) Acétate d’eugényle :

Chapitre III. Etude expérimentale.

Tableau ITL7 : Résultats d’optimisation, de calibrage et de validation de I’acétate

d’eugényle.
Tsr;:;rr’;f:t Région spectrale | Rang | RMSEP  R? Rl\é\s,E R2 | RMSEE R?
S a0 s oEes e 95k
e | 6 | 0098 9548 | 0161 9858 | 0073 9973
oL 7 | 0086 9649 | 0.082 | 9963 | 0046 | 99.89
8 | 0085 9659 0082 9963 | 0046 99.90
s enesiss Blio s base o coon
Pas de 3586.9-3462.6
prétritement | 1843.6-1476.2 i o e e G512
desdomnées 11 HIIFLEES 8 0.079  97.04 | 0.088 99.58 | 0.047 99.89
5 | 0067 9790 | 0.098 9947 | 0071  99.74
3586.9-3462.6 | 6 | 0053 9867 | 0107 9937 | 0.065 9979
1401-1299.8 7 | 0064 9809 | 0109 |19935 | 0061 | 99.82
8 | 0066 9794 | 009 9945 | 0057 99.85
5 | 0215 7849 | 0.140 | 9893 | 0060  99.82
o2 | 6 | 0200 7962 | 0110 9934 | 0054 9986
e 7 R s Tsal aloRs el i GiouR 5550
g8 | 0078 9712 0104 9940 | 0046 99.90
3715.193652.52 |5 coss s 67 o aaooRer o6 o9 81
Correction | 1843.6-14762 | 6 | 0092 9600 | 0120 9921 | 0.057 99.84
& offset 1401-1299.8 7 | 0100 9534 | 0084 9961 | 0049  99.88
8 | 009 9567 | 0.112 9931 | 0044 99.91
SR E e s o 5o oe o0
i’gig'zzf;‘%'g 6 | 0207 80.10| 0.121 99.19 | 0058 99.83
GL, Ao e 550 oo gel o 50T oTAs 155 88
8 | 0073 9748 | 0099 9946 | 0047 99.90
3715.19-3652.52 | 5 | 0.056 9853 | 0.095 9949 | 0062  99.87
3586.9-3462.6 | 6 | 0.055 9857 | 0.093 9952 | 0057 99.84
1843.6-14762 | 7 | 0,005 95.72'| 0.094 19951 | 0,043 " 99.91
g8 | 0108 9459 | 0094 9951 | 0036 99.94
3715.193652.52 |G ossiseEsl oS o500 006t oo 81
Soustraction | 3586934626 | 6 | 0054 9863 | 0093 9952 | 0057 99.84
et | 1843.6-14762 | 7 | 0080 | 9698 | 0093 9952 | 0042 9991
1401-1299.8
& | 0083 9678 | 0.094 9951 | 0035 99.94
3586.9-3462.6 | 5 | 0050 | 9836 | 0.096 9949 | 0062 99,81
1843.6-14762 | 6 | 0060 9828 | 0092 9953 | 0057 99.84
1401-1299.8 i eosa e sa | ioaanosEs olhai o
8 | 0079 97.08| 0093 9952 | 0035 99.94
3715.193652.52 | 4 | 0.076 | 97.29 | 0.096  99.49 | 0063 99.80
Dérivee | 35869-34626 | 5 | 0072 9754 | 0.095 9950 | 0059 99.82
. 1843.6-14762 | 6 | 0082 9684 | 009 | 9949 | 0058 99.83
RIcImbe 1401-1299.8
7 | 0272 6541 | 0090 9955 | 0047 99.89

w




Chapitre III. Etude expérimentale.

Suite :
3586.9-3462.6 | 5 | 0083 9675 ] 0.097 9955 | 0.059 99.82
1843.6-14762 | 6 | 0.091  96.07 | 0.094 9948 | 0.058 99.83
s 7 | 0282 6287 | 0.08 99.51 | 0045 99.90
3715.193652.52 | 4 | 0.099 9537 | 0.098 99.46 | 0.069 99.76
Dérivée | 3586.9-3462.6 | 5 | 0081 9692 | 0.093 9953 | 0066 99.79
premiére 1401-1299.8 6 | 0181 8464 | 0.107 9937 | 0058 99.84
7 | 0274 6494 | 0109 9934 | 0054  99.86
3586.9-3462.6 | 5 | 0.099 9535 | 0.099 99.46 | 0.060 99.82
tsaelares B ol oo aiss oois [ oheiloo s
Derivée 1843.6-14762 | 5 | 0101 9526 | 0.104 9940 | 0062 99.81
premtiere 1401-1299.8
+ ' 6 | 0113 9403 | 0.097 9948 | 0060 99.82
N ['3715.19365252 | 5 | 0079 97.02 | 0100 9945 | 0.062 9981
1843.6-1476.2
1401-1299.8 6 | 0091 9612 | 0.099 9946 | 0.061 99.82
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D) Eugénol :

Chapitre III. Etude expérimentale.

Tableau II1.8 : Résultats d’optimisation, de calibrage et de validation pour 1’eugénol.

Ts’f;:;‘:‘af;‘t Région spectrale | Rang | RMSEP  R2 Rl\é[\S/E R2 | RMSEE R?
5 [ 0058 9935 | 0.181 9899 | 009 9976
doeod 0 | 6 | 0047 9957 | 0141 9938 | 0077 9983
Tiotoion s R GBI oSTs S A E e o oA sioa
8 | 0041 9951 | 0.09 9975 | 0046  99.94
P de 5[ 00339979 | 0.071 | 99.09 | 0.086 99.79
prétrattoment | 3586934626 | 6 | 0039 9971 | 0.127 9950 | 0060 9987
oot | 1843614762 | 7 | 0058 9936 | 0094 (9972 | 0046  99.94
8 | 0060 9932 | 0.088 9976 | 0.045 9994
5| 0037 99.73 | 0.098 9970 | 0052 99.92
1843.6-14762 | 6 | 0036 9975 | 0.093 9973 | 0052  99.93
1401-1299.8 | 7 | 0.045 9962 | 0108 9964 | 0047 9994
8 | 0047 9950 | 0.095 9972 | 0.047 9994
3715.19-3652.52 | 5| 0.049  99.55 | 0.144 9936 | 0.065  99.88
3586934626 | 6 | 0.046 9959 | 0.123 99.53 | 0.063  99.89
1843.6-14762 | 7 | 0050 9953 | 0102 9968 | 0059 9990
1401-12998 | 8 | 0150 9528 | 0.112  99.61 | 0.048  99.94
5 | 0049 | 99.54 | 0.134 99.45 | 0.066  99.88
Correction | 22,09392C | 6 | 0044 9962 | 0117 9958 | 0.063 99.89
doffset Loioes NN NG NeS RS eoS I Ibst ool Baise
: 8 | 0144 9612 | 0.117 9958 | 0.047  99.94
5| 0051 99.51 | 0.130 9948 | 0.066  99.88
oo 2| 6 | 0047 9958 | 0115 9959 | 0.064  99.89
el s TR ) PR
8 | 0095 9831 | 0.105 99.66 | 0048  99.94
3586.9-3462.6 | ° ggil ?Zg% O N E—
1843.6-1476.2 4 J.US 1 77.01 0.085 29.717 0.060 99.90
5 | 0033 9979 | 0093 9973 | 0059 9990
Soustraction 6 | 0088 9855 | 0107 9965 | 0052 9992
d’une droite 37 [ 0031 9982 | 0.094 9972 | 0069  99.86
o0 acvS | 4 | 0031 9981 | 0086 9977 | 0.060 9990
Loon | o OIS N T 5l O e oy
6 | 0048 99.55 | 0.100 9967 | 0057  99.91
371519365252 | 4 | 0.154 9557 | 0.106 99.66 | 0.065  99.88
3586.9-3462.6 | 5 | 0173 9442 | 0.096 99.71 | 0.062  99.89
1843.6-14762 | 6 | 0.185 9356 | 0100 99.69 | 0061 9990
Dérivée 7 | 0258 8756 | 0.100  99.69 | 0.053 _ 99.92
premiére 4 0.141  96.26 | 0.107  99.65 0.067 99.87
o0 e | s | 0169 9462 | 0.097 9971 | 0.061 9989
Loion s (S S S o G 55T O BRI 95100
7 | 0218 9110 | 0104 9966 | 0055  99.92
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Chapitre III. Etude expérimentale.

Suite :
4 0:151, 119573 | 0.108  99.64 0.065 99.88
?gﬁgg:?i%g 5 0.176 9422 | 0.095 99.72 0.061 99.89
1401-1299 8 6 0.181 93.85 | 0.098 99.70 0.061 99.90
Dérivée 7 0235 89.43 | 0.105 99.66 0.053 99.92
premiére 3715.19-3652.52 4 0.150 9576 | 0.105 99.66 0.065 99.88
+ 3586.9-3462.6 5 0.170 9459 | 0.096 99.71 0.062 99.89
sotistraction 1843.6-1476.2 6 0.178 94.07 | 0.101 99.69 0.061 99.90
d’une droite 1401-1299.8 7 0240 88.83 | 0.102 99.68 0.053 99.92
4 015019572 20111 19962 0.067 99.87
1843.6-1476.2 5 0.182 9376 | 0.096 99.71 0.062 99.89
1401-1299.8 6 0.189 9329 | 0.099 99.69 0.061 99.90
7 0.254 8791 | 0.105 99.66 0.054 99.92

Les mod¢les de calibration en gras sont les modéles choisis pour faire les tests de

validation, le choix était basé sur les valeurs des différents paramétres analytiques.

IIL.2. 6. Détermination des concentrations des mélanges synthétiques par calibration

interne (Test du set de validation)

L’application choisie pour vérifier 1’efficacité des modéles PLS développés était la
détermination simultanée par la méthode de calibration interne de I’acide
cinnamique, I'acide salicylique, I’acétate d’eugényle et ’eugénol dans les mélanges
synthétiques préparés auparavant (Tableau IIL.3). Les résultats sont représentés dans les

tableaux de II1.9 a IIL.12 et les figures de II1.7 a III.1Q.




Tableau IIL.9 : Résultats de calibrage pour ’acide cinnamique.

Chapitre III. Etude expérimentale.

Informations générales
Standards (total) : 84 Gammes spectrales (cm™) :
Spectres de calibrage : 64 de a
Spectres de test : 20 1843.6 1476.2
Composantes (total) : 4 1401 1299.8
Points utilisés : 488

Acide cinnamique

Gamme de concentration:  0.2-0.8
Unités : mg/ml
Type de validation : Test du set de validation
Erreur de prédiction moyenne
Rang de méthode R RMSEP
7 99.51 0.0150
Valeurs de concentration des composantes
Solution étalon Vrai Prédiction (x = J) Différence* (x + J)
Mélange synthétique 1 0.2 0.2054 + 0.0089 -0.005 + 0.009
Mélange synthétique 2 0.4 0.4180 + 0.0085 -0.018 + 0.008
Mélange synthétique 3 0.6 0.6018 £ 0.0090 -0.018 + 0.009
Mélange synthétique 4 0.7 0.7057 + 0.0069 -0.005 + 0.007
Mélange synthétique 5 0.8 0.8195 £ 0.0145 -0.018 + 0.016
(x £ d) : Valeur moyenne + Déviation standard pour (n=5), cinq valeurs dépendantes.
*Différence = Valeur réelle — Valeur de prédiction.

Tableau IIL.10 : Résultats de calibrage pour I’acide salicylique.

Informations générales

Standards (total) : 84 Gammes spectrales (cm™) :
Spectres de calibrage : 64 de a
Spectres de test : 20 3715.19 3652.52
Composantes (total) : 4 1843.6 1476.2
Points utilisés : 448

Acide salicylique
Gamme de concentration: 0.5-1.9
Unités : mg/ml
Type de validation : Test du set de validation
Erreur de prédiction moyenne
Rang de méthode R? RMSEP
4 97.82 0.073
Valeurs de concentration des composantes
Solution étalon Vrai Prédiction (x + J) Différence* (x + 0)
Mélange synthétique 1 0,5 0.4469 £ 0.0044 0.0531 £+ 0.0044
Mélange synthétique 2 0.9 1.042 £ 0.0101 -0.142 £ 0.0101
Mélange synthétique 3 112 1.173 £0.0174 0.0268 £ 0.0175
Mélange synthétique 4 1.6 1.541 +0.0137 0.0594 £ 0.0136
Mélange synthétique 5 1.9 1.889 =+ 0.0261 0.0113 & 0.0258

(x £ 9) : Valeur moyenne + Déviation standard pour (n=5), cinq valeurs dépendantes.
*Différence = Valeur réelle — Valeur de prédiction.
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Tableau IIL.11 : Résultats de calibrage pour ’acétate d’eugényle.

Chapitre III. Etude expérimentale.

Informations générales
Standards (total) : 84 Gammes spectrales (cm™) :
Spectres de calibrage : 64 de a
Spectres de test : 20 3586.9 3462.6
Composantes. (total) : 4 1843.6 1476.2
Points utilisés : 618 1401 1299.8
Acétate d’eugényle.

Gamme de concentration: 1.6 —2.8
Unités : mg/ml
Type de validation : Test du set de validation
Erreur de prédiction moyenne
Rang de méthode R? RMSEP
7 96.66 0.0846
Valeurs de concentration des composantes
Solution étalon Vrai Prédiction (x + J) Différence™* (x + J)
Mélange synthétique 1 15 1.660 + 0.0184 -0.0609 + 0.0183
Mélange synthétique 2 1.8 1.758 + 0.0171 0.0417 £ 0.0169
Mélange synthétique 3 2.0 1.969 + 0.0469 0.0313 + 0.0469
Mélange synthétique 4 2.6 2.526 & 0.0237 0.0743 + 0.0234

Mélange synthétique 5 2.8 2.731 £ 0.0591 0.0693 + 0.0592
(x + 9) : Valeur moyenne + Déviation standard pour (n=5), cinq valeurs dépendantes.
*Différence = Valeur réelle — Valeur de prédiction.

Tableau ITI.12 : Résultats de calibrage pour 1’eugénol.

Informations générales
Standards (total) : 84 Gammes spectrales (cm™) :
Spectres de calibrage : 64 de a
Spectres de test : 20 3586.9 3462.6
Composantes, (total) : 4 1843.6 1476.2
Points utilisés : 618 1401 1299.8
Acétate d’eugényle.

Gamme de concentration: 1.6 —2.8
Unités : mg/ml
Type de validation : Test du set de validation
Erreur de prédiction moyenne
Rang de méthode R? RMSEP
3 99.82 0.0314
Valeurs de cancentration des composantes
Solution étalon Vrai Prédiction (x = J) Différence* (x + 0)
Mélange synthétique 1 1S 1.660 4 0.0184 -0.0609 £ 0.0183
Mélange synthétique 2 1.8 1.758 - 0.0171 0.0417 £ 0.0169
Mélange synthétique 3 2.0 1.969 4 0.0469 0.0313 + 0.0469
Mélange synthétique 4 2.6 2.526 4 0.0237 0.0743 £ 0.0234

Meélange synthétique 5 2.8 2.731 % 0.0591 0.0693 + 0.0592
(x £ 9) : Valeur moyenne + Déviation standard pour (n=5), cinq valeurs dépendantes.
*Différence = Valeur réelle — Valeur de prédiction.
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Chapitre III. Etude expérimentale.
m

Suite aux résultats de ces analyses consécutives, on peut conclure que les modeles PLS

développés sont adéquats pour la détermination simultanée des quatre étalons.

Les quatre modéles donnent de bons coefficients de détermination (99 > R? > 96) et
des erreurs RMSEP inférieurs a 0.08 permettant d’estimer la bonne qualité du calibrage. Les

meilleurs paramétres analytiques sont obtenus pour 1’acide cinnamique.

IIL.3. Origine et identification des clous de girofle

Le clou de girofle utilisé pour I’étude quantitative des composés phénoliques par la
spectroscopie IRTF provient de I’Indonésie. Il a une forme de clous, de couleur brun foncé.
(Figure I11.11).

Figure IIL.11 : Aspect macroscopique des clous de girofle.

I11.3.1. Préparation de I’huile essentielle et de I’extrait des clous de girofle

Les clous de girofle achetés ont été broyés grossidrement et stockés dans un endroit sec

et aI’abri de la lumiére jusqu'a I’utilisation.
II1.3.1. a. Préparation de I’huile essentielle par hydrodistillation

Une masse bien déterminée de la poudre des clous de girofle a été introduite dans un
ballon de 1000 ml rempli au deux tiers d’eau distillée et quelques graines de pierres ponces.
Le mélange a été chauffé. Les vapeurs d’eau ont été condensées a 1’aide d’un réfrigérant et
recueillies dans un erlenmeyer.

Le distillat obtenu a une odeur caractéristique et un aspect blanchétre.

Afin de récupérer I’huile essentielle, environ 9 g de sel (NaCl) ont été ajoutés au
distillat et le mélange a été agité jusqu’a dissolution compléte du sel. Le contenu de

I’erlenmeyer a été versé dans une ampoule a décanter, et mélangé avec un volume bien



Chapitre III. Etude expérimentale.

déterminé de solvant (soit le cyclohexane ou I’éther diéthylique). Le mélange solvant-distillat
a ¢t¢ agité au moins pendant deux minutes et dégazé.
Aprés décantation, la phase organique a été séparée. Trois extractions successives ont
été répétées afin d’épuiser la phase aqueuse.
Ensuite, les phases organiques récupérés des quatre extractions ont été regroupées,
séchées par une quantité de MgSO, et filtrées sur du papier filtre. Puis, le filtrat a été évaporé

sous vide en utilisant un évaporateur rotatif.

Finalement, I’huile essentielle récupérée est gardée dans un réfrigérateur a +4°C jusqu'a

’analyse.

Les étapes d’extraction suivies sont résumées dans la figure I11.12.
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Chapitre III. Etude expérimentale.
w

Le tableau III.13 regroupe le rendement d’extraction des clous de girofle.

Tableau III.13 : Rendement de ’extraction.

Solvant utilisé cyclohexane . ,Ethe'r
diéthylique
Masse des clous de girofle utilisée 60 g 60 g
Masse de I’huile récupérée 552¢ 96¢g
Rendement d’extraction (%) 9.2 16

II1.3.1. b. Préparation de I’huile essentielle par entrainement a la vapeur

Le montage de ’extraction de I’huile essentielle de clous de girofle par entrainement a
la vapeur d’eau (la figure III.13) est constitué d*un ballon rempli au deux tiers d’eau distillée,
surmonté d’une ampoule & décanter contenant la matiére végétale. Le ballon est porté a
¢bullition, les vapeurs formées traversent la matiére végétale contenue dans I’ampoule a
décanter. Cette derniére est reliée & un réfrigérant permettant de condenser les vapeurs issues
de I’ampoule & décanter. L’hétéro-azéotrope eau — huile condensé est récupéré dans un

bécher. La durée de I’extraction est fixée 4 3 h pour une masse de plante de 30g.

Figure I11.13 : Montage de I’entrainement a la vapeur d’eau.

Afin de récupérer la totalité du distillat, on procéde par extraction liquide-liquide avec un
solvant organique (éther diéthylique). Les traces d’eau présentes dans la phase organique sont
¢liminées par séchage avec du sulfate de magnésium (MgSO4), suivie par I’évaporation du

solvant par un évaporateur rotatif. Le rendement global de 1’huile est de 13.20%.
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Le tableau II1.14 regroupe le rendement d’extraction des clous de girofle.

Tableau III.14 : Rendement de 1’extraction.

Solvant utilisé hexane

Masse des clous de girofle utilisée 30g
Masse de I’huile récupérée 398¢
Rendement d’extraction (%) 13.20

II1.3.1. c. Préparation de Iextrait

La méthode d’extraction de ’extrait des clous de girofle utilisée est I’extraction par
soxhlet. Une quantit¢ de la poudre des clous de girofle a ét¢ mise dans la cartouche
d’extraction du soxhlet.

Le solvant utilisé est I’hexane, qui a été introduit dans un ballon de 1000 ml avec de la
pierre ponce, puis, le ballon a été chauffé pour démarrer I’extraction. Les vapeurs du solvant
ont ¢té passé par le tube adducteur et condensées dans le réfrigérant. Ensuite, ces vapeurs ont
¢té retombées dans le corps de ’extracteur, faisant macérer la poudre des clous de girofle
dans I’hexane. Le solvant condensé a été accumulé dans 1’extracteur jusqu’a atteindre le
sommet du tube siphon, qui a provoqué alors le retour du liquide dans le ballon, et I’hexane a
¢té enrichit en composés solubles ; ¢’est le premier sulfonage.

L’extraction a été arrétée aprés quatre sulfonages, lorsque le liquide entourant la
cartouche a €té devenu clair, cette couleur indique que le solvant n’extrait plus rien du solide.

Le contenu du ballon a été ensuite traité a I’aide d’un évaporateur rotatif pour éliminer
I’hexane et recueillir I’extrait. Finalement, 1’extrait récupéré est gardé dans un réfrigérateur a
+4°C jusqu'a I’analyse.

Les étapes d’extraction sont résumées dans la figure II1.14.

Chapitre III. Etude expérimentale.
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Figure II1.14 : Protocole d’extraction de 1’extrait & partir des clous de girofle.
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Le tableau III.15 regroupe les données de I’extraction des clous de girofle.

Tableau III.15 : Rendement de 1’extraction.

Solvant utilisé hexane
Masse des clous de girofle utilisée 30g
Masse de I’extrait récupéré 398¢g
Rendement d’extraction (%) 13.20

IIL.4. Analyse des extraits par PLS-FTIR

II1.4.1. Détermination des composés phénoliques dans I’huile essentielle et I’extrait

I11.4.1. a. Dilution directe dans le solvant et analyse par calibration externe

Le but de cette expérience était de vérifier la possibilité de la détermination simultanée
des quatre composés phénoliques & savoir ’acide cinnamique, 1’acide salicylique, 1’acétate
d’eugényle et I’eugénol dans l'huile essentielle extraite par deux méthodes différentes

hydrodistillation et entrainement & la vapeur et dans I’extrait hexanoique obtenu par soxhlet.

Une masse de 100 mg de chaque huile essentielle et extrait a été diluée dans 3 ml du
dichlorométhane.
II1.4.1. b. Résultats d’analyse et interprétation

Il est important de signaler la rapidité de ’exécution de la méthode de calibration
externe du Quant 2 parce qu’il suffit d’introduire les modeles prédictifs puis les spectres

obtenus et avec un simple clic sur « Analyser » on peut accéder au tableau des résultats ainsi
que tous les graphes et les statistiques de calibrage effectué.

La figure III.15 présente les spectres IRTF comparatifs d’absorbance des trois huiles

essentielles et de ’extrait dilués dans CH2Cl, dans le domaine spectral compris entre 4000 et
400 cm™.
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Figure IIL.15 : Spectres IRTF des trois huiles essentielles et de 1’extait de concentration 33.33
mg.ml"! dilués dans le CH>Clp, avec I’huile essentielle (éther) bleu, I’huile essentielle (cyclohexane)
vert Phuile essentielle (entrainement  la vapeur) en mauve, et I’extrait (soxhlet) en rouge (1) et

spectres des quatre étalons de concentration de 10 mg.ml™ (2) voir figure IIL.2.

D’apres les spectres IRTF, on remarque que 1’allure des spectres des trois huiles
essentielles et extrait de clous de girofle sont similaires au spectre de ’eugénol et de I’acétate

d’eugényle étant donné que ces derniers sont d’aprés la littérature les composés majoritaires
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dans les clous de girofle. Par contre, les deux acides cinnamique et salicylique ne partagent
pas toutes les bandes avec les échantillons d’extrait et d’huile essentielle car ils sont présents

en faible concentrations.

Le tableau IIL.16 donne les résultats des concentrations prédites moyennes et les
teneurs des composés phénoliques et de la fraction phénolique dans les huiles essentielles et

I’extrait dilués directement dans le CH>Cl.

Tableau III.16 : Résultats de prédiction et teneurs des composés phénoliques et de la fraction

phénolique dans les huiles essentielles et 1’extrait.

Extrait ou huile
. Analytes C + 6 (mg.ml) Teneurs (%)
essentielle
Acide cinnamique 0.3586 + 0.0051 1.08
Acide salicylique 0.0557 + 0.0037 0.17
Extrait Acétate d’eugényle 23.89+0.13 71.68
Eugénol 4.062 + 0.028 12.19
Fraction phénolique 28372017 85.19
Acide cinnamique 0.124 + 0.030 0.37
Acide salicylique 0.0500 =+ 0.0031 0.15
HE entrainement a la
Acétate d’eugényle 2281 +1.42 66.55
vapeur .
Eugenol 1.7293 + 0.45418 5.19
Fraction phénolique 24.71 + 1.90 74.13
Acide cinnamique 0.280 + 0.016 0.84
Acide salicylique 0.01999 + 0.0073 0.60
HE hydrodistillation .
Acétate d’eugényle 22 .88 + 0.45 68.65
(cyclohexane)
Eugénol 2.781 +0.050 8.34
Fraction phénolique 25.96 + 0.52 77.88
Acide cinnamique 0.183 +0.011 0.55
Acide salicylique 0.0660 = 0.0030 0.20
HE hydrodistillation
- Acétate d’eugényle 24.91 +0.25 74.74
(éther diéthylique) "
Eugénol 2.404 +0.019 721
Fraction phénolique 27.56 + 0.29 82.69
(' + 0 : Valeur moyenne + Déviation standard pour (n=5), cinq valeurs dépendantes.

)
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La concentration de la fraction phénolique a ét¢ déduite chaque fois par la sommation

des concentrations des quatre composantes.

> Les concentrations prédites des analytes sont dans les limites du domaine de calibrage
a I’exception de celles de 1’acide salicylique qui montrent des faibles concentrations
dues probablement & sa faible teneur dans la matrice étudiée, et de celles de I’acétate
d’eugényle qui présente des concentrations élevées.

> Les teneurs prédites de I’eugénol et de ’acétate d’eugényle sont respectivement de 5 a
12% et de 67 a 75%. En comparaison avec la littérature (voir tableau IL.1), il s’avére
que ces taux ne sont pas concordants avec les valeurs prédites, ceci est probablement
df aux composantes de la matrice de calibration ne reflétant pas la matrice réelle. Des

expériences supplémentaires sont nécessaires pour confirmer cette hypothése.
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Conclusion générale

Nous avons réussi a travers ce travail a exécuter le logiciel intégré « Quant 2 », qui a

pour but de traiter des spectres des matrices complexes présentant des bandes IR chevauchées.

Afin de construire les modéles de calibration, seize solutions étalons ont été préparées a
partir de quatre composés phénoliques qui sont présents dans les clous de girofle (’acide
cinnamique, I’acide salicylique, I’eugénol et l’acétate d’eugényle) et dissous dans le
dichlorométhane dans les domaines de concentrations comprises entre 0.1 et 4 mg.ml™! puis

analysées avec un spectrométre IRTF.

Nous avons étudié les différents paramétres d’optimisation lors de cette modélisation 2
savoir les gammes d’optimisation, les traitements spectraux (sans prétraitement des données,
correction d’offset, soustraction d’une droite, dérivée premiére et dérivée premiére +

soustraction d’une droite), les régions spectrales utilisées et les rangs des méthodes (de 3a8).

Le paramétre principal suivi pour établir les modéles prédictifs, dans notre étude, est le
RMSEP ou les meilleurs paramétres analytiques de calibrage et de prédiction sont obtenus en
utilisant la région spectrale : 3715.19-3652.52, 3586.9-3462.6, 1843.6-1476.2 et 1401-1299.8

cm’l,

Les résultats des analyses consécutives démontrent que les modéles PLS développés
sont adéquats pour la détermination simultanée des quatre analytes, en fournissant des erreurs
de prédiction RMSEP comprises entre 0.01 et 0.2, des erreurs de calibrage RMSEE limitées
par 0.009 et 0.09 sachant que leurs coefficients de détermination sont inclus dans le domaine

entre 99.93 et 99.97 permettant d’estimer la bonne qualité de calibrage.

Les rendements obtenus varient selon la méthode d’extraction utilisée. Le meilleur
rendement de 13.20%, pour une masse de 60g de clous de girofle, est enregistré pour I’extrait
obtenu par la méthode d’extraction par soxhlet; suivi par ’huile essentielle, obtenue par la
méthode d’hydrodistillation, avec un rendement de 9.20% pour une masse de 30g de clous de

girofle.

A T’issus de tous les résultats, il faut signaler que ce travail mérite une poursuite en

développant les points suivants :

% Utilisation une méthode d’extraction des acides phénoliques plus appropriée, en

étudiant profondément les propriétés de ces huiles et extraits ;
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% Valider les modéles développés par des moyens de caractérisations des extraits plus
précis : CG-MS a titre d’exemple, et confirmer les résultats obtenus par plusieurs
mesures indépendantes ;

% Trouver une modalité de valorisation ultérieure des extraits bruts ou des composés
purifiés en faisant des tests de formulation puis en les incorporant dans divers produits

agroalimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques.
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