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Abstract

The aim of this work was to carry out and develop, for the first time within our
research team, a multicomponent calibration method PLS applied to FTIR spectroscopy for
the simultaneous determination of phenolic acids (benzoic acid and cinnamic acid
derivatives) in four different extracts of the desert truffle Tirmania nivea using the
parameters of the “Quant 2” integrated software of OPUS 6.5, allowing the treatment of

overlapping infrared bands.

To build the multicomponent calibration models, sixteen standard solutions
containing the four analytes, namely: para-hydroxybenzoic acid, vanillic acid, frans-

cinnamic acid, and ferulic acid, at two levels of concentrations were used.

Various optimization parameters were studied during the modeling, quoting:

optimization ranges, spectral preprocessing option, spectral regions and their ranks.

Prediction results revealed that PLS-FTIR models were adequate for the simultaneous
determination of the four analytes by providing analytical errors RMSEP and RMSEE lower

than 0.1 with convenient coefficients of determination (R*> 98.87).

Analysis of the actual samples by PLS-FTIR before and after enrichment showed
overall acceptable predicted values comparable to the theoretical contents with a recovery
percentage ranging from 92 to 107%. The methanolic extract reached the highest yield with
the concentrations of 32.16, 11.74, 62.33, and 7.33 mg/g extract corresponding to p-
hydroxybenzoic acid, vanillic acid, cinnamic acid, and ferulic acid, respectively, followed

by the ethanolic extract, and the extract of petroleum ether then the chloroform extract.

Keywords: Desert truffle, Tirmania nivea, Partial least squares regression, PLS-FTIR,

phenolic acids, p-hydroxybenzoic acid, vanillic acid, cinnamic acid, ferulic acid.



Résumé

L’objectif assigné & ce travail était de réaliser et de développer, pour la premiére fois
au sein de notre équipe de recherche, une méthode de calibration multicomposante PLS
appliquée a la spectroscopie IRTF pour la détermination simultanée des acides phénoliques
(dérivés de I’acide benzoique et de I’acide cinnamique) dans quatre extraits différents de
truffe du désert Tirmania nivea en exploitant d’avantage les paramétres du logiciel intégré

« Quant 2 » ’OPUS 6.5, permettant le traitement des bandes infrarouge chevauchées.

Pour construire les modeles de la calibration multicomposante, seize solutions étalons
contenant les quatre analytes a savoir 1’acide para-hydroxybenzoique, 1’acide vanillique,
’acide frans-cinnamique et 1’acide férulique, a deux niveaux de concentrations ont été

utilisés.

Différents paramétres d’optimisation ont été étudié lors de la modélisation, on cite :
les gammes d’optimisation, I’option de prétraitement spectral, les régions spectrales et leurs

rangs.

Les résultats de la prédiction ont révélé que les modeles PLS-FTIR étaient adéquats
pour la détermination simultanée de quatre analytes en fournissant des erreurs analytiques
RMSEP et RMSEE inférieures a 0.1 avec de bons coefficients de détermination
(R? > 98.87).

L’analyse des échantillons réels par PLS-FTIR avant et aprés I’enrichissement 2
montré globalement des valeurs prédites acceptables et comparables aux teneurs théoriques
avec un pourcentage de récupération qui oscille entre 92 et 107%. L'extrait méthanolique a
abouti au rendement le plus élevé avec des concentrations de 32.16, 11.74, 62.33 et 7.33
mg/g d’extrait correspondantes a I’acide p-hydroxybenzoique, 1’acide vanillique, 1’acide
cinnamique et I’acide férulique, respectivement, suivi de l'extrait éthanolique, de l'extrait

d’éther de pétrole puis I’extrait chloroformique.

Mots-clés : Truffe du désert, Tirmania nivea, Régression des moindres carrés partiels,
PLS-FTIR, acides phénoliques, acide p-hydroxybenzoique, acide vanillique, acide
cinnamique, acide férulique.
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Introduction générale

Introduction générale

Le développement de nouvelles méthodes analytiques en chimie dans les années
70-80, comme la spectroscopie NIR qui fut & ’origine de I’essor de la chimiométrie, s’est
accompagné d’une transformation de la structure des tableaux de données en générant des
matrices larges avec de trés nombreux descripteurs potentiellement corrélés entre eux pour

seulement un nombre limité d’observations.

L’analyse chimique par spectrophotométrie repose sur ’acquisition rapide d’un grand
nombre de données spectrales (plusieurs centaines, voire plusieurs milliers) alors que le
traitement de ces données se fait généralement par les méthodes chimiométriques.
La chimiométrie s’intéresse a 1’évaluation des données analytiques observées a 1’aide des

mathématiques, particulierement les méthodes statistiques.

La régression des moindres carrés partiels (PLS), qui peut étre vue comme une
méthode de régularisation basée sur la réduction de la dimensionnalité, a été proposée a
cette €poque par Wold er al., en particulier en calibration multivariée, est la méthode la plus

utilisée dans le traitement des données spectroscopiques IRTF.

D’un autre c6té et depuis plusieurs années, ’utilisation des plantes médicinales, des
champignons ou des préparations & base de plantes connalt un succes croissant, cela est
expliqué par plusieurs raisons telles que le colit élevé des produits pharmaceutiques, la
nécessité de disposer d’options thérapeutiques pour les agents pathogénes résistants et

Pexistence des maladies pour lesquelles il n’y a pas de traitement efficace.

Les truffes du désert sont des champignons ascomycétes hypogés comestibles qui se
développent dans les régions arides et semi-arides essentiellement sur le pourtour du Bassin
Méditerranéen et au Moyen-Orient. Ces champignons sont recueillis non seulement pour ia
nourriture ou elles constituent une source riche en protéines, glucides, vitamines et en
acides gras, mais également pour leurs propriétés curatives ou elles sont utilisées en
médecine traditionnelle pour traiter les maladies oculaires et cutanées depuis plus de deux

millénaires, sans effets nocifs ou toxiques connus sur leurs utilisateurs.

Les travaux de recherche sur les truffes du désert sont peu nombreux et les recherches
existantes se divergent sur plusieurs axes relatifs a leurs diversités, biocologie et leurs

activités antimicrobiennes.




Introduction générale

Les composés phénoliques, essenticllement les acides phénoliques, sont les

1
principaux constituants contribuant & l'activité antioxydante, antibiotique et aux propriétés
thérapeutiques a caractéres anti-inflammatoires, antituberculoides et hepatoprotectrices des

truffes des sables.

L’analyse quantitative des phénols dans les truffes a été réalisée, dans la plupart des
cas, par des techniques expérimentales telles que GC-MS, HPLC, UPLC-ESI-MS/MS... ou
par les méthodes semi-quantitatives (méthode F.C., méthode AICls, ...), alors que les

méthodes spectroscopiques telles que I'IRTF n’ont pas été utilisées.

Alors, nous avons fixé a travers ce travail, les objectifs suivants :

» L’al;plication, pour la premiére fois au sein de notre équipe de recherche, d’un
nouveau logiciel de calibration multicomposante PLS, le « Quant 2 ».

» Le développement d’une nouvelle méthode de dosage des phénols dans les extraits
de truffes du désert par spectrométrie IRTF en utilisant les modéles prédictifs
optimisés de la calibration PLS-FTIR.

Ce manuscrit est réparti en trois chapitres :

Le premier chapitre est une synthése bibliographique sur les truffes du désert dans
laquelle, on a présenté la biologie et la chimie ainsi que les travaux antérieurs effectués sur
les différentes espéces.

Le deuxiéme chapitre comporte une partie théorique sur les connaissances de bases de
cette étude tout en commengant 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 & déterminer, a D’aide du logiciel Quant 2, les bons modéles de calibration
multicomposante PLS-FTIR pour le dosage des acides phénoliques (I’acide p-
hydroxybenzoique, I’acide vanillique, I’acide frans-cinnamique et Pacide férulique) dans
quatre extraits différents ; méthanolique, éthanolique, éthérique et chloroformique de la

truffe désertique Tirmania nivea.

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

perspectives liées a ce travail.
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Introduction

La croissance démographique mondiale, les changements climatiques, la
désertification et la pauvreté entrainent une demande croissante a des nouvelles sources de
nourriture, particuliérement protéines. La valeur nutritive, le golt délicieux, les proprictés
curatives et biologiques font les truffes du désert des bons candidats. Elles sont déja
connues et appréciées dans certains pays et par conséquent leurs prix sont montants [1].

Les truffes du désert sont une famille complexe de champignons hypogés
comestibles, habituellement endémiques dans la région méditerranéenne aride et semi-
aride, 1'Afrique du Nord et le Moyen-Orient, contiennent principalement des especes de
genres Terfezia, Tirmania et Picoa. Les deux genres Terfezia et Picoa représentent les
truffes désertiques les plus communes dans le monde [2-4].

Les corps fructiferes des truffes sont des sources riches en protéines, graisses,
vitamines, glucides, fibres et en minéraux [5-7]. En plus de leur valeur nutritive, les truffes
se sont révélées étre une source alternative et illimitée des composés thérapeutiques avec
des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, antimicrobiennes et anti-tuberculoides
[8-11]. La capacité antioxydante de différentes truffes peut étre lie a ce qu’elles
contiennent de divers constituants chimiques tels que la vitamine C, les caroténoides et de
nombreux composés phénoliques [12, 13]. Elles présentent ¢galement un interét
considérable pour des buts écologiques, agroforestiers, commerciaux et socio-€conomiques
[14, 15].

Les travaux de recherche sur les truffes du désert en Algérie sont peu nombreux,
voire inexistants, ol elles demeurent mystérieuses. Cependant, la majorité¢ des études
portant sur la bioécologie des truffes des sables donnent des constats individuels au sujet de
I’influence des facteurs écologiques sur leur occurrence et leur productivité [16-18].

I.1. Que sont les truffes de désert ?

Les truffes du désert sont un type de champignons ascomycetes ectomycorhiziens
hypogés formés en association avec les racines des especes Helianthemum (ou autre
cistacée) et sont représentés généralement par les membres des genres Terfezia, Tirmania et
Picoa [19].

Les truffes désertiques poussent naturellement en grandes quantités dans les terres
vierges du désert aprés la saison des pluies. Elles sont distribuées naturellement en Afrique
du Nord (Maroc, Tunisie et Egypte) vers le Moyen-Orient (Arabie Saoudite, Koweit,
Bahrein, Irak, Iran, Liban, Syrie et Jordon) [20].
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La figure 1.1 montre le craquélement du sol sablonneux et I’apparition de la truffe.

Figure L1 : Truffe du désert sous sol [21].

Le terme «truffe» vient du latin tubera ou tubercule, signifiant « gonfler » qui a €té
appliqué aux champignons hypogées comestibles des genres T uber et Terfezia mangé par
les Grecs et les Romains [22-24].

Ces champignons hypogés portent plusieurs appellations selon les peuples. Ils sont
nommés terfez ou terfass en Afrique du Nord et « Al-Fag’a » au Moyen Orient. En Arabie
Saoudite, des noms régionaux « Kholeissi » et « Zubaidi » sont ¢galement employés pour
les deux variétés les plus connus. D’autres noms sont également attribucs aux truffes des
sables comme : « Nabat Al-Ardh », « Asqal » et « Banat Ober » [25-27].

1.2. L'istoire des truffes

Au XIXe siécle, L'écrivain Alexandre Dumas devait avoir pris des truffes désertiques
a Tesprit lorsqu'il disait que raconter I'histoire de la truffe était de raconter I'histoire de la
civilisation [28]. Les bédouins ont la plus longue histoire enregistrée de l'utilisation de
truffe du désert et ont démontré une riche culture [29, 30].

Les populations autochtones ont utilisé les truffes ou qu’elles poussent, mais la
plupart de ces cultures étaient strictement orales et n'ont pas laissé des documents écrits.
Clest le cas avec les indigénes du Kalahari africain et les aborigenes de l'Australie. Malgre
de leur long histoire d'utilisation, on sait peu de choses sur les truffes ou sur la maniere dont
elles ont été utilisées par les indigénes de deux continents [31, 32].

Les truffes des sables sont traditionnellement recueillies non seulement pour la
nourriture, mais également pour leurs propriétés curatives et aphrodisiaques. Le jus des
Terfez, principalement de Tirmania nivea, Terfezia claveryi et de Terfezia boudieri, a €t€
utilisé au Moyen-Orient pour traiter les maladies oculaire et cutanée [19].
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I. 3. Géographie
1.3. a) Répartition dans le monde

Les pays méditerranéens, particulierement en Afrique du Nord et au Moyen-Orient,
sont renommés pour leurs grands rendements de truffes désertiques. Les espéces suivantes
ont été rapportées en Afrique du Nord (Algérie, Maroc, Libye, Tunisie et Egypte) par
plusieurs auteurs : Terfezia boudieri, T. leptoderma et T. arenaria, T. leonis, T. claveryi
(“Terfass rouge” de Tafilalet), Tirmania nivea et 1. pinoyi (“Terfass blanc” ou “Zoubaidi”),
Picoa juniperi et P. carthusiana [33-38].

Certaines espéces de truffes des sables sont trouvées en dehors de I'Afrique du Nord,
au Moyen-Orient (Arabie Saoudite, Irak, Iran, Koweit, Syrie, Palestine, etc...) ainsi que
dans les pays européens du bassin méditerrancéen (le sud de ITtalie, de 'Espagne et de la
France, Portugal, Grece) [39-48].

Les truffes des sables sont également trouvées en Hongrie, Turquie, les iles canaries,
Inde, Chine, Afrique du Sud, Amérique du Nord, Amérique du Sud, Allemagne, désert de
Chihuahua au Mexique et dans la péninsule balkanique [49-50].

1.3. b) Répartition en Algérie

Les terfez d’Algérie sont répartis dans trois zones bioclimatiques comme il est
représenté dans le tableau I.1.

Tableau L1 : Quelques régions en Algérie oli on trouve les terfez.

Zone bioclimatique | Wilaya

Régions semi-arides | Mostaganem, Annaba, Taref

du littoral

Régions semi-arides | Tiaret, Saida, Djelfa, Tlemcen, El-Bayadh,

steppiques Naama, Batna, Boussida, M’sila, Sétif et
en Kabylie

Régions arides Béchar, Tindouf, Biskra, Ghardaia,

sahariennes Laghouat, Timimoun, Ourgla, Touggourt,
Tamanrasset

1.4. Parameétres climatiques

Le développement et la croissance des Terfez exigent certaines conditions
écologiques particuliéres. Trois parametres sont importants pour la production de ces
champignons : le climat (chaleur et pluviométrie), le sol (sablonneuses bien acrées) et la
plante hote [51].
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1.5. Plantes symbiotiques

Les truffes du désert sont recueillies sous des plantes herbacées phanérogames telles
que les Cistus (les espéces rapportées sont Cistus halimifolius, C. ladaniferus var.
halimioides, C. salicifolius, C. monspeliensis et C. salvifolius) et de Helianthemum ou de
Pins [52, 53].

Cependant, la truffe Terfezia leptoderma, une espéce plutdt commune dans le sud de
'Burope et en Afrique du Nord, a été recueillie sous Pinus radiata ; a San Leonardo, en
Italie, sous|Pinus canariensis ; aux iles Canaries et sous Pinus pinaster var. Atlantica ; dans
la forét de « Mamora » au Maroc [18, 52].

Mais les plantes hotes les plus communes des Terfez sont souvent les herbacées
annuelles ou vivaces des espéces Helianthemum. Les espéces rapportées sont les suivantes :
Helianthemum tuberaria, H. guttatum (L. Foureau), H. salicifolium (L). Mill., H. ledifolium
(L). Mill., H. salicifolium, H. almeriense et H. sessiliflorum [14, 25, 33-35].

En Algérie sont surtout avec les especes Helianthemum gutiatum, Helianthemum
almeriense et avec Helianthemum ovatum [53] (Figure 1.2).

Figure L2 : Espéses du genre Helianthemum abondantes en Algérie a) Helianthemum
ovatum [55], b) Helianthemum almeriense [56] et ¢) Helianthemum guttatum [57].
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1.6. Description et caractéristiques des truffes
Le terfez est constitué de deux parties : une partie végétative et 'autre reproductive.
1.6. a) Forme végétative

Elle est trés discréte et composée du mycélium, mycorhizes et des stromas ; ces
divers constituants sont reliés d'une maniére complexe entre eux et avec les racines de
certaines plantes vasculaires (Figure 1.3) [58].

Figure L3 : Forme végétative de la truffe « mycélium » [59].
1.6. b) Forme sexuée

Les terfez possédent des fructifications souterraines appelées ascocarpes ou ascomes.
Ces derniers sont constitués d’une partie centrale gléba (chair) contenant des petits sacs
appeiés asques qui renferment de nombreuses spores « les ascospores » et elle est souverit
protégée par une enveloppe rigide ou un cortex appelé péridium [60]. La figure 1.4 montre
la forme sexuée de la truffe du désert.

Asques

Spores

éléba Péridium

Figure 1.4 : Schéma représentatif de la forme sexuée de la truffe de désert [61].

Le tableau 12 représente les critéres distinctifs entre les deux genres Terfezia et
Tirmania [24]
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Tableau L2 : Quelques criteres distinctifs entre deux genres de Terfez.

Criteres Genres
Terfezia Tirmania
Forme Subglobuleuse a turbinée ou Subglobuleuse a turbinée ou
irrégulicre lobée
Diametre 2a10cm >14 cm
Configuration de la Lisse, glabre Lisse, glabre, ridée ou
surface craquelée

Couleur externe

Jaune-brunétre a brun ou brun-
noir

blanc-jaunatre a marron
claire

Structure de la gléba

Morphologie de 1’ascocarpe

Solide comportant un réseau
de veines stériles blanches
délimitant les nodules fertiles
jaunatres a brunéatres

Solide comportant un réseau
de veines stériles blanches
délimitant les nodules fertiles
blancs a jaune claire ou
ochracés

= | Présence ou non Présence Présence
-_g hyphes entrelacées ou mélées | hyphes entrelacées ou
§ Cuticule externe a des cellules isodiamétriques | paralléles
o
Forme Globuleuse ou en sac Ellipsoide
Nombre de spores par | 4-8 8
asque & maturité
Arrangement des Irrégulierement groupées Irrégulierement groupées
g sporesdanslasque | | |
- Réaction iodée avec | Jaune a orange (non Bleu (amyloide)
le réactif de Melzer amyloide).
Arrangement des Indéhiscents, répartis au Indéhiscents, répartis au
asques hasard dans les tissus hasard dans les tissus
Couleur avec KOH Hyaline Hyaline
Sphériques avec des épines, Ellipsoides ou sphériques
@ Ornementation a papilles libres ou incluses dans | lisses ou si elles sont
g maturité un mucilage ou avec un réseau | rugueuses, incluses dans une
o épispore lisse et hyaline

Couleur a maturité Jaune-pale a brune Hyaline
Nombre d’especes 12 2
Héliantheme Hélianthéme

Plantes associées

Le tableau 1.3 montre 1’aspect macroscopique de quelques truffes du désert qui
existent en Algérie et I’aspect microscopique de leurs ascospores [62].
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TFableau L.3 : Aspects macroscopiques et microscopiques de quelques truffes désertiques

d’Algérie.

Espeéce

Aspect macroscopique

ascospo

Aspect microscopiques des

L: 53
&
D
a3

Terfezia fanfani

Terfezia leptoderma

Terfezia claveryi

Tirmania pinoyi

J{]

Picoa juniperi

© Prufacavia
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1.7. Taxonomique du Terfez

Les clés de la classification taxonomique classique des Terfez sont basées
essentiellement sur les caracteres morphologiques c’est-a-dire les caractéristiques du
péridium (aspect, couleur, forme des hyphes) et sur celles des spores (nombre, forme,
omementation) et des caractéres complémentaires (forme ou taille des corps fructiferes,
-coloration de la gléba, disposition des veines, odeur...). Le tableau 1.4 représente la

systématique des genres Terfezia et Tirmania [24].

Tableau L.4 : Classtfication systématique des genres 7erfezia et Tirmania.

Reégne Fungi
Embranchement Septomycota
Sous-embranchement | Ascomycotina

Classe Euascomycetes
Sous-classe Discomycetidae
Ordre Tubérales

Famille Terfeziaceae

Genre Terfezia ou Tirmania

L'ordre Tubérales a été, cependant, abandonné et ses membres ont ét¢ déplaces dans
de l'ordre des Pézizales. Les deux genres Terfezia et Tirmania ont été placés dans la famiile
de Pezizaceae dans cet ordre [24].

Les espéces de la truffe du désert sont réparties sur trois genres : Terfezia, Tirmanic
et Ficoa. Selon Trappe (1979), le genre Terfezia regroupe douze (12) especes, celui de
Tirmania est représenté par deux (02) especes et Picoa trois (03) especes [24].

Le genre Terfezia Le genre Tirmania

1. Terfezia claveryi (Chatin). 1. Tirmania nivea (Desf) Trappe.

2. Terfezia spinosa (Hark). 2. Tirmania pinoyi (Maire) Malencon
3. Terfezia longii (Gilkey).

4. Terfezia arenaria (Moris). Le genre Picoa

5. Terfezia leptoderma (Tul.). 1. Picoa lefebvrei

6. Terfezia gigantea (Imai). 2. Picoa carthusiana

7. Ferfezia boudieri (Chatin). 3. Picoa juniperi
8. Terfezia pfleilii (Henn).

9. Terfezia austroafricana (Marasas et Trappe).

10. Terfezia erimita (Malengon).

11. Terfezia decaryi (Heim).

12. Terfezia terqfeziiodes (Fischer et Trappe).
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1.8. Cycle de reproduction

Les stades du cycle biologique des truffes des sables sont partiellement connus ou trés
complexes et les hypothéses proposées sur certaines étapes restent encore obscures [5, 25].

Dans les conditions défavorables, nous avons la disparition de 1’ensemble des hyphes et la
formation d’un mycélium primaire. Afin qu’une reproduction aura lieu, il faut que ce
mycélium rencontre un autre mycélium primaire de sexe opposée pour former un mycélinm
secondaire hétérocaryotique, ce dernier s'associe aux racines de la plante hote (cistacée ou
autre) et crée un mycorhize permettant au champignon de se nourrir. L’initiation fructifiére
débute par la formation du primordium a proximité des racines, chaque peloton évolue en
ascome terfezien qui produit a sa base, a partir d’agrégats d’hyphes laches présents dans le
sol, un pédicule de Z a 15 ecm [63, 65].

1.9, Propriétés biologiques

Une grande partie de l'histoire des utilisations médicinales des truffes du désert autour
du monde a été perdue. Cependant, la continuité de I'utilisation ces champignons dans la
médecine traditionnelle a mené a la recherche scientifique moderne sur les propristés
médicinales de ces derniers. La recherche concernant les propriétés antioxydantes des
truffes du désert démontre qu’elles contiennent une variété¢ d'antioxydants et souléve la
question de savoir si les truffes peuvent étre utilisées comme aliment fonctionnel qui
pourrait potentiellement jouer un role dans I'entretien de santé et la prévention des maladies
[65].

Plusieurs travaux ont étudié l'activité antibactérienne des truffes des sables.
Différentes especes de Terfezia et de Tirmania ont été évaluées contre une grande variété
d'espéces bactériennes et ont montré une activité antimicrobienne élevée a modérée [64].

En ocutre, les truffes du désert se sont avérées pour étre une source de compose
thérapeutiques ayant des propriétés anti-inflammatoires, antituberculoides, anti-
angiogéniques et hepatoprotectrices [8-11].

Ces données révelent que les truffes des sables possédent une activité biologique
importante contre une large gamme d’agents pathogénes humains et ont le potentiel d'étre
utilisées en tant qu'agents thérapeutiques.

1.10. Composition chimique des truffes désertiques

1.10. 1) Valeurs nutritionnelles

Kagan-Zur et al. (2008) ont examiné la composition chimique des truffes du désert,
constatant que la matic¢re séche (MS) était constituée de 20 - 27% de protéines, dont 85%
sont digestes par les humains, 3 - 7.5% de matieres grasses (acides gras insaturés et satures)
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et environ 60% de glucides avec 7 - 13% de fibres brutes, mettant en évidence ses 2 -
5 mg/100 g d'acide ascorbique [5].

1.10. 2) Glucides et fibres alimentaires

La teneur en glucides pour I’espece Terfezia claveryi était égale a 64.55% avec 8.32%
de fibres brutes et 4.25% de cendre. Ces résultas étaient en accord avec les données
indiquées par Ahmed er al. (1981) pour Terfezia boudieri (Libye) avec les valeurs
sutvantes : 6.4 a 59.63% d'hydrate de carbone, 3.80 % de fibres brutes et 12.88% de cendre
[66].

Nutritionnellement, les glucides digestibles et non digestibles font a 7irmania nivea
un aliment trés sain fournissant I'énergie et les fibres qui sont essentielles pour la fonction
de la voie intestinale [66].

1.10. 3) Acides aminés

Pour la premiére fois, Sawaya et al. (1985) ont démontré que tous les acides aminés
essentiels étaient présents dans les trois especes de truffe d'Arabie saoudite, y compris les
acides aminés contenant du soufre (méthionine, cystine), en plus de bons niveaux de
tryptophane et de lysine, qui sont généralement les acides aminés limitants dans de
nombreux aliments d'origine végétale. Ces acides aminés contenant du soufre étaient
présents en des quantités de 1.2 - 5.9 g pour 100 g de protéine, bien a l'intérieur de limiies
respectables [67].

L'ascocarpe de Terfezia boudieri renferme les acides aminés suivant (tableau 1.5)

[68] :

Tableau 1.5 : Composition de I’ascocarpe de Terfezia boudieri en acides aminés.
Acide aminé g/100 g de PS | Acide aminé g/100 g PS
Alanine lad 1 Lysine 0.56
Arginine 0.44 Méthionine 33
Acide aspartique 1.56 Phénylalanine 0.67
Cystine 0.28 Proline 0.98
Acide glutamatique 228 Sérine 0.94
Glycine 0.77 Thréonine 1.10
Isoleucine 0.75 Tyrosine 0.50
Leucine 1.11 Valine 0.84

PS : poids sec
L.10. 4) Acides gras

Le profil et la composition des acides gras obtenus par plusieurs auteurs sont
comparcés au tableau 1.6, qui montre les différents niveaux d'acides gras. Les acides gras
linoléiques (C18: 2), oléique (C18: 1), palmitique (16: 0) et stéarique (C18: 0) ont été les
quatre principaux acides gras détectés pour Zerfezia et Picoa (Tableau 1.6). Les données
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obtenues par Murcia ef al. (2003) sont similaires aux résultats indiqués par Bokhary ef al.
(1989), bien qu'ils aient détecté un pic inconnu (5.3%) 1ié a un acide gras a chaine plus
fongue. Murcia et «l. (2003) ont observé un signal représentant 3.9% du total en tant
qu'acide gras 24: 0 et ceci a été vérifié par GC-MS [69].

Tableau 1.6 : Composition des acides gras de 7erfezia et Picoa obtenue par divers auteurs.

l Pourcentage (%)
Acide gras Terfezia claveryi Picoa juniperi
(Arabie saoudite) (Espagne)

C14:0 4 1.2

C15:0 2 0.4

C16:0 16 8.0

Ci6:1 7 2.5

C17:0 18 09

C18:0 7 A

C18:1 J 235

C18:2 3 53.3

C18:3 - 2.1

C19:0 11 -

C20:0 5 2.1

C21:0 1 NI

C22:0 1 0.8

C22:1 8 20

C24:0 - 1.5
NI non-identifié
C14:0 Acide myristique C18:0 Acide stearique C20:0 Acide arachidique
C15:0 Acide pentadecanoique C18:1 Acide oleique C21:0 Acide heneicosanoique
C16:0 Acide palmitique C18:2 Acide linoleique C22:0 Acide docosanoique
C16:1 Acide palmitoleique C18:3 Acide linolenique C22:1 Acide erucique
C17:0 Acide margarique C19:0 Acide nonadecanoique C24:0 Acide lignocerique

1.10. 5) Contenu des minéraux

Une grande variance dans les minéraux présents (Si, K, Na, Ca, Mg, Mn, Fe, Al, P, S,
Cu et Zn) et leurs quantités ont ét¢ trouvé dans les truffes fraiches [193]. Les compositions
minérales obtenues pour 7erfezia boudieri étaient comme suit : Ca 68.0 mg, Na 29.0 mg, K
996.0 mg, Fe 17.0 mg, Mn 2.2 mg, Cu 8.3 mg et Zn 13.0 mg (exprimé/100 g de MS) [68].

D’autre part, Sawaya er al. (1985) ont observé pour Zerfezia claveryi et Tirmania
nivea des quantités ¢levées de K 730 mg et P 756 mg et des niveaux équitables de Ca 129
mg, Na 199 mg, Mg 104 mg, Fe 10.68 mg, Cu 1.69 mg, Zn 5.10 mg et Mn (.48 mg
{exprimé / 100 g de MS) [67].
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£.10. 6) Composés volatils

En 1995, Chellal a permis d’identifier 20 composés volatils dans les ascocarpes de
Tirmania pinoyi d’Algérie (tableau 1.7) parmi lesquels le phenyléthanol (38% de I'extrait
volatil total) et quelques dérivés de pyrazines (un total de 4.8 % pour le 2,5-diméthyl
pyrazine, le triméthyl pyrazine, le 3-éthyl-2,5-diméthyl pyrazine et le 2-éthyl 3.5,6
triméthylpyrazine) [195, 196] et il a identifié 17 composés volatils majeurs chez Terfezia
boudieri (tableau 1.8) contiennent 12 % d’acide octanoique et aucun dérivé des pyrazines
[70, 71].

Tableau L.7 : Composés volatils majeurs des ascocarpes de 7irmania pinoyi.

Composés volatils Pourcentage (%)
Acide butyrique 11.0
Isovaléraldéhyde 0.7
4-hydroxy, 4-méthyl-2-pentanone 4.0
Acide valérique 11.0
Hexanoate de méthyle 10.0
2,5-diméthyl pyrazine 0.5
Triméthyl pyrazine 0.9
Phényléthanal 0.3
4 7-diméthylocta-1,6-diéne-4-ol 0.5
3-éthyl-2,5-diméthyl pyrazine 2.5
Phényléthanol 38.0
Acétate de phénéthyle 1.0
2-éthyl-3,5,6-triméthylpyrazine 09
Acide phénylacétique 1.0
Acide octanoique 0.8
N-2-phényl éthyl acétamide 1.3
4-nonyl phénol 1.2
Acide décanoique 0.8
Acide laurique 5.0
Acide myristique 3.0
Tableau L8 : Composés volatils présents dans 1’ascocarpes de Terfezia boudieri.
Composés volatils Pourcentage (%)
Isovaléraldéhyde 24
Valéraldéhyde 4.8
4-hydroxy, 4-méthyl-2-pentanone 7.0
Acide valérique 6.2
Hexanoate de méthyle 4.3
Nonane 1.8
Acide hexanoique 3.8
Décane 2.4
1.8 cinéole 42
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En 2016, Dahham et al. ont étudiés les propriétés biologiques et les compositions
chimiques de la truffe noir d’lraq Terfezia claveryi et ils ont montrés l'existence des
terpénes, des stérols et autres composés volatiles représentés dans le tableau L9 [72].

Tableau 1.9 : Compositions chimiques principales de Terfezia claveryi.

Composés Pourcentage (%)
Acide hexadécanoique 2.89
Acide octadécanoique 4.98
Acide oléique 4.86
Acide ascorbique 1.85
Squalene 10.09
Campestanol 2.56
Stigmastérol 31.10
B-Sitostérol 15.73
Lupéol 6.42

L10. 7) Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont les principaux constituants contribuant & l'activité
antioxydante des truffes du désert. Les données disponibles indiquent la présence des
phénols libres et liés, y compris les flavonoides et les non-flavonoides (tableau 1.10).

Tableau L10 : Les moyennes, les écart-types et les poucentages de différents antioxidants
trouvés chez Tirmania nivea.

Composés antioxydants mg/100 g Pourcentage Remarques
(MS) = (Ec-T) (%)
Totaux” 1811.5+£330.15 100
Liés" 494.67 +207.77 273
Libres® 1316.8 £ 176.16 12.7
Phénoliques non- 1027.0 £ 176.16 78.8
flavonoides®
Phénols | Phénoliques flavonoides®  289.83 +26.99 22 Estillné par la méthode
AlCl;
Flavanones 48.67 +29.63 3.6 Estimé par la méthode
} DNPH
Flavonoides totaux 338.50 £ 28.31 248
Anthocyaninesb 11.98+9.20 0.012

“Moyenne d'échantillons en triple provenant de six sources différentes
*Moyenne d'échantillons en triple provenant de quatre sources différentes

En 2013, une étude de Iextrait méthanolique de I’espéce Terfezia boudieri de
Turquie par HPLC révéle des teneurs élevées en acides phénoliques. Les résultats sont
présentés dans le tableau L.11 [73].
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Tableaun L.11 : Quelques composés phénoliques de Terfezia boudieri.

Composés phénoliques Composition (mg/g)
Acide caféique ND
Catéchine 20

Acide cinnamique 6

Acide férulique 15

Acide gallique ND

Acide p-coumarique 10
Quercetine ND

ND non-déterminée

Ozyiirek et al. ont étudié les propriétés antioxidantes de trois champignons
comestibles de Turquie. Ils ont déterminé par UPLC-ESI-MS/MS les teneurs des composes
phénoliques présents ainsi dans 7erfezia boudieri (Tableau 1.12) [74].

Tableau L12 : Concentrations des phénols trouvés dans Terfezia boudieri.

Phénol ug/g de PS
Acide gallique 0.06 + 0.003
Acide protocatechuique 1.03 £ 0.070
Acide vanillique 6.94 £ 0.36
Acide syringique 0.66 +£0.027
Rutine 0.072 + 0.005
Hesperidine 0.40+0.028
Acide rosmarinique 0.17+0.010
Quercetine 0.25+0.016
Naringenine 0.084 + 0.004 |
Kaempférol 0.53+0.026
Apigenine 0.40+0.019

PS : poids sec

Une autre étude a été faite par ’analyse HPLC-DAD pour la méme espece afin
d’évaluer les concentrations des flavonoides [75]. Les résultats sont représentés dans le
tableau L.13.

Tableau L13 : Contenu des flavonoides dans Zerfezia boudieri.

Flavonoides Teneur (ug/100g PS)
Myricetine 1.75
Kaempférol 0.25
Naringine 98.75
Naringenine 0.25
Resveratrol 223

PS : poids sec
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Stojkovi¢ et al. (2013) ont réussi également de quantifier deux acides phénoliques
dans les corps fructiferes de Tirmania pinoyi (tableau 1.14) [76].

Tableau 114 : Acides phénoliques trouvés chez Tirmania pinoyi (moyenne + écart-type).

Acides phénoliques ng/100g PS
Acide p-

hydroxybenzoique 300.65+9.92
Acide cinnamique 8.30 £0.55

PS : poids sec

1.10. 8) Anthocyanines

Généralement, les champignons supérieurs ne contiennent pas d'anthocyanines et seul
un nombre limité contiennent des caroténoides. On a signalé que Tirmania nivea contenait
un faible taux d'anthocyanines (12 mg/100 g ou 0.012%) en utilisant un dosage différentiel
du pH. Une autre preuve possible de la présence d'anthocyanines chez Iirmania nivea
provient de 'expérience d'extraction en phase solide [§].

Les anthocyanines sont des antioxydants trés puissants et leurs performances dépassent
celles de I'acide ascorbique et les a-tocophérols dans de nombreux systémes. Le réle des
anthocyanes comme protecteur contre le stress oxydatif chez les plantes a été récemment
examiné. Ils agissent comme des chélateurs des métaux de transition et comme des agents

de masquage optique.
L16.9) Acide ascorbique

La teneur moyenne en acide ascorbique de Tirmania nivea provenant de quatre
sources différentes était de 9.63 £ 1.52 mg/100 g, ce qui représente ~ 0,01% de la matigre
séche totale. Une différence significative a été¢ observée entre les sources, avec une
différence double entre le plus faible et le plus élevé [8].

A de tels niveaux bas, il est raisonnable de supposer que l'acide ascorbique, bien g’ un
-antioxydant puissant, n’a qu’un role mineur a jouer dans l'activité antioxydante de Tirmania
nivea et d’autres truffes par rapport aux composés phénoliques. Il convient de noter
cependant que des taux plus élevés d'acide ascorbique (~ 5%) ont été signalés dans
certaines truffes [77].

1.10. 10) Vitamines

Dabbour et Takruri (2002) ont étudié la teneur en vitamines et ont conclu que
Terfezia claveryi est relativement riche en thiamine et trés riche en riboflavine, en niacine,
en acides pantothéniques et en pyridoxine [78].
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[.11. Activité antioxydante

Une attention particuliére a été portée & la capacité antioxydante des truffes du désert
afin d'estimer leur aptitude a l'enrichissement nutritionnel des aliments. Les effets
antioxydants des trois genres Terfezia, Tirmania et Picoa ont été évalué et ils ont montré
une excellente capacité antioxydante [8, 13, 79].

Les valeurs moyennes des activités antioxydantes de truffes des sables fraiches et
séchées mesurées ont été déterminées a I'aide de plusieurs dosages en utilisant différentes
méthodes. Parmi ces activités :

1) Piégeage des radicaux pyroxylés.
11) Piégeage des radicaux hydroxyles.
11)  Piégeage du peroxyde d'hydrogéne.
iv)  Activité de chélation du fer.

Conclusion

Les truffes du désert sont une famille complexe de champignons ascomycetes
hypogés comestibles, elles poussent en association avec les racines des plantes hotes dans
toutes les terres vierges arides et semi-arides sur tous les continents autres que
' Antarctique.

Les Terfez ont une trés longue histoire d’utilisation, ils ont été traditionnellement
recueillis non seulement pour la nourriture, mais également pour leurs propri€tés curatives
qui ont mené & la recherche scientifique moderne sur les propriétés médicinales de ces
truffes. Elles ont montré des propriétés anti-inflammatoires, anti-oxydantes,
antituberculoides, anti-angiogéniques, hepatoprotectrices et antimicrobiennes contre une

large gamme de bactéries et de levures.

Les études des substances naturelles dans les truffes de désert montrent I’existence de
différents composés : des terpénes, des stérols, des acides gras, les phénols, les flavonoides,
les anthocyanines, les caroténoides et les vitamines C et B. La capacité antioxydante lice &
ces constituants chimiques permet a la truffe de piéger les radicaux libres tels que les
pyrexyles, les hydroxyles et également le peroxyde d’hydrogeéne, I’oxyde nitrique et les
métaux lourds.

Enfin, fes méthodes et les techniques d’extraction et d’analyse des produits naturels dans
les truffes sont également diversifiées et parmi les appareils habituellement utilisés, nous
avons trouvé : la chromatographie en phase gazeuse, la chromatographie liquide a haute
performance, la spectroscopie de masse et quelques techniques spectrophotométriques.
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Introduction

L’origine de la spectroscopie infrarouge remonte & I’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 [87].

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 régulicrement
disponible dans les années 40 [88].

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. Aprés 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 a des prix raisonnables [89].

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 D’identification des composés inconnus..., en combinaison avec Ia
chimiométrie, elle est maintenant appliquée & de nombreux autres domaines, ex. :
polyméres, agriculture et alimentation, échantillons géologiques, industrie pharmaceutique,
analyse biologique et médicale [89].

IL.I. Spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge (parfois désignée comme spectroscopie IR) est une classe
de spectroscopie qui traite de la région infrarouge du spectre électromagnétique. 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 [90, 91].

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 particulicre [88, 91].

Les spectrométres infrarouges 4 transformée de Fourier sont aujourd’hui
principalement utilisés et ont amélioré radicalement 1’acquisition des spectres infrarouges
[91].




Application de la chimiométrie a la spectroscopie IRTF |

I1.2. Principe de fonctionnement des spectrométres infrarouges a transformée
de Fourier

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est basce sur I’idée de
Iinterférence 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 [92].

Les composants de base d’un spectrométre IRTF sont représentés schématiquement
dans la figure IT. 1. Le rayonnement sortant de la source est passé a travers un interférometre
puis & I’échantillon avant d’atteindre le détecteur. Lors de I’amplification du signal. dans
laquelle les contributions a hautes fréquences ont été éliminées par un filtre, les données
sont converties en forme numérique par un convertisseur analogique-numeérnque et
transférées a I’ordinateur pou la transformation de Fourier [92].

Echantillon dmnlifieatens J’J Convertisseur

. analog-numériqg ..

Ordinateur |

Figure IL1 : Composants de base d’un spectrométre IRTF.
I1.2. a) Interférométre de Michelson

L’interférométre le plus utilisé couramment dans la spectrométrie IRTF est un
interférometre de Michelson, qui se compose de deux miroirs perpendiculaires, dont 1"un
peut se déplacer dans une direction perpendiculaire au plan (figure I1.2). Un film semi-
réfléchissant, le séparateur de faisceau, divise les plans de ces deux miroirs [93].

Miroir
mobile

Miroir

Séparateul Compensateur
de faisceau

Détecteur

Figure IL2 : Schéma d’un interféromeétre de Michelson [93].
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11.2. b) Sources et détecteurs

Les spectromeétres IRTF utilisent une source thermique (Globar ou Nernst Glower)
pour la région de Dinfrarouge moyen. Si ’on veut examiner la région de Iinfrarouge
lointain, on peut utiliser une lampe mercure a haute pression [92].

Et il y a deux détecteurs généralement utilisés pour la zone de I’infrarouge moyen. Le
détecteur normal pour usage routinier est un dispositif pyroélectrique incorporant du sulfate
triglicine deuteré (DTGS) dans une fenétre d’halogénure alcalin résistante a la chaleur. Pour
des travaux plus sensibles, le tellurure de mercure-cadmium (MCT) peut €tre utilis€, mais
cela doit étre refroidi aux températures d’azote liquide [92].

II.3. Meéthodes d’analyse

II.3. a) 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 infraronge a des
longueurs d’onde spécifiques lorsqu’il traverse un échantillon. II est possible d’analyser des
échantillons sous forme liquide, solide ou gazeuse en utilisant cette approche [88, 94].

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 modele d’interférence
semblable comme celui montré dans la figure I1.3 sera obtenu. L’amplitude de la forme
d’onde varie de 2 & 15%, selon 1’état des fenétres. La relation entre la longueur de trajet de
la cellule / et les franges de créte a créte est donnée par :

n

[=———
2 (0 —03)

Eq. 1.1

Ou n est le nombre de franges de créte a créte complétes entre deux maximums (ou
minimums) & o; et o, Si le spectrométre est calibré en longueurs d’onde, le n dans
I’équation (2.5) peut étre converti a une forme plus commode :

_ n (/11 X /12)

P . Eq. II.
2 G — ) q- 1.2

Ou les valeurs des longueurs d’onde, A, sont exprimées en cm.
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Figure I1.3 : Modéle d’interférence enregistré avec une cellule vide.

I1.2. b) Méthodes de réflectance

Les techniques de réflectance peuvent étre utilisées pour des échantillons qui sont
difficiles a 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 [95, 96].

11.4. Analyse spectrale

Une fois qu’un spectre infrarouge a été enregistré, 1’étape suivante de cette technique
expérimentale est I’interprétation. Heureusement, 1’interprétation du spectre est simplifiée
par le fait que les bandes qui apparaissent peuvent généralement étre attribuées a des parties
particuliéres d’une molécule, produisant ce qu’on appelle les fréquences de groupe [89, 97].

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 enire
environ 0.78 et 1000 pm (ou de nombre d’onde de 13,000 a 10 cm™). 1l 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™) et infrarouge proche (13,000 - 4000 cm™). De nombreuses applications en
infrarouge utilisent la zone de I’infrarouge moyen, mais les zones infrarouges proche et
lointain fournissent également des informations importantes sur certains matériaux [98].

I1.5. Loi de Beer-Lambert et concentration

La loi de Beer-Lambert est utilisée pour relier la quantité de lumiére transmise par un
échantillon a I’épaisseur de cet échantillon. L’absorbance d’une solution est directement
proportionnelle & I’épaisseur et a la concentration de I’échantillon, comme suit :

A=¢€lC Eq. I1.3
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Ou A est I'absorbance de la solution, C la concentration et / la longueur du trajet de
’échantillon. La constante de proportionnalité est généralement donnée par le symbole grec
epsilon, ¢, et est appelée Iabsorptivité molaire [98].

I absorbance est égale & la différence entre les logarithmes de Iintensité de la
lumiére entrant dans I’échantillon (/;) et I’intensité de ia lumiére transmise (/) par
I’échantillon :

A =logly —logl =log(ly/1) Eq. 11.4
L’absorbance est donc sans dimensicn. La transmittance est définie comme suit :
T =1/l Eq. I.5
Alors :

A=—log(l/ly) = —logT Eq. 11.6

I1.6. Principe de I’analyse quantitative

La spectroscepie 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 tres semblables {(par exemple, des
isoméres structuraux). Dans ces cas, [’analyse par la spectroscopie ultraviolet-visible (UV-
Vis), par exemple, est difficile car les spectres des composants seront presque identiques
[99, 100].

La loi de Beer-Lambert nous dit qu’une courbe d’absorbance contre la concentration
doit étre linéaire avec une pente de &/ et passer par I’origine. En théorie, pour analyser une
solution de concentration inconnue, des solutions de concentration connue doivent étre
préparées, une bande appropri¢e choisie, I’absorbance a ce nombre d’onde mesurée et un
graphe d’étalonnage tracé. La concentration du compose en solution peut étre lue & partir du
graphe d’étalonnage, étant donné que son absorbance est connue.

Non seulement 1’analyse infrarouge quantitative peut étre effectuée sur des systemes
simples (échantillons liquides et solides), mais elle peut aussi étre appliquée a des systémes
multi-composants.

I1.7. Méthodes de calibrage chimiométrique des spectrophotometres

L’analyse chimique par spectrophotométrie repose sur ’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 modele 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
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de composition chimique (sortie). L’établissement de ces équations suppose I’ajustement
des paramétres affectant les valeurs d’entrée pour arriver aux valeurs de sortie les plus
proches possibles de la réalité [101].

L’amélioration de la technologie informatique associée a la spectroscopie a conduit a
Pexpansion de la spectroscopie infrarouge quantitative. L’application des méthodes
statistiques & ID’analyse de domnées expérimentales est connue sous le nom de
« chimiométrie ».

La chimicméirie s’intéresse & I’évaluation des données analytiques observées a Iaide
des mathématiques, particuliérement les méthodes statistiques. Quelques méthodes
d’analyse des données multivariées qui sont utilisées peur I’analyse des données
spectroscopiques d’IRTF seront décrites ici, sans détailler les mathématiques associées a
ces méthedes [102].

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 &tre 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 [103, 104].

Avec le temps, les méthodes d’évaluation chimiométriques sont devenues une partie
essentielle de ’analyse environnementale, de la médecine (ex. : analyses médico-légales),
de ’analyse des processus, du contrdle de qualité, de la criminologie et de nombreux autres
domaines [102].

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 modeéles prédictifs lorsque les variables
explicatives sont nombreuses et trés corrélées. L’accent est mis dans cette méthode sur la
prédiction et non sur I'identification, problématique qui reléve plutdt des différentes
techniques descriptives d’analyse factorielle [105].

La régression PLS a été développée a I’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 [106].
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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'
a partir des variables explicatives X (absorbances) pour estimer des composantes 1/ qui
permettront de calculer les réponses y (concentrations) [105, 107].

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 I’analyse des
redondances maximales qui recherche les directions de I’espace des variables explicatives
liées aux plus fortes variations dans I’espace des variables expliquées mais biaisées vers des
directions mieux prédites [105, 107].

La sortie du modéle PLS peut étre une seule variable, a savoir la concentration de
I’analyte, on parle dans ce cas de modéle 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 [108]. Les chimistes se sont
intéressés aux méthodes multivariées dés lors que I’approche univariée ne permettait pas de
traiter des spectres complexes [109].

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 |’écart-type.

Dans le cas de ’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 a la
concentration de 1’analyte pour chaque échantillon [108].

Pour fixer les notations, d’une maniére générale, le modele de la régression PLS
s’écrit [110, 111] :

X = typ] + t,p] + t3p3 + -+ tuph + Ey Eq. 11.7
y=t1q1 + g H g3+ + [ Eq. I1.8

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 a savoir £; pour X et f; pour y. Grice a ce sysi€me de
deux équations couplées, on maximise la corrélation entre les N spectres (X) et les N
valeurs de concentration de 1’analyte (y) [108].

On prend comme conditions initiales : £y= X et fy=y. Puis on relie les deux résidus par un
parametre de poids W tel que [110, 111] :

W, = EFfo = XTY Eq. I1.9
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On peut ainsi calculer le premier score qui s’écrit :
t1=EoW1:XW1 Eq 11.10

Ce qui permet de calculer les vecteurs propres p; €t g

Ejty .
P1= -t{_t; Eq. H.11
T
gy = ’:};1 Eq. 11.12
On peut finalement calculer les résidus a I’itération suivanie :
E, = E; — t;p] Eq. 11.i3
fi=fo—tial | Eq. I1.14
A ce stade, on peut calculer le second poids et ensuite le secend score :
W, =ETf Eq. I11.15
t, = EsW, Eq. I1.16
Et ainsi de suite. Plus généralement, on peut donc €crire :
E,=E, 1 —tapd Eq. 11.17
fo=fa-1— tala Eq. 11.18
We = EX_(fa1 Eq. 11.19
tq = Eq_1Wq Eq. 11.20
P
Pa = E;étf“ Eq. 11.21
T
Qg = %—ﬁ%— Eq. 11.22

Une fois que le modéle 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 1’étalonnage.
Ainsi, si I’étalonnage a été effectué avec des variables centrées, on devra soustraire au
spectre inconnu (vecteur xy) le vecteur X des moyennes de la matrice X [108] :

e = Xg—X Eq. 11.23

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

tao = €q—1Waq Eq. I1.24
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Et on calcule le nouveau résidu pour le prochain calcul de score :
€q = €q—1 — taoPa Eq. 11.25

Finalement, lorsqu’on fixe le nombre A de composantes, la valeur prédite pour y s’écrit
[110, 111]:

A
P40 =) taola Eq. I1.26

a=1

I1.9. Généralités sur les composes 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
photosynthese est canalisé dans la voie des phénylpropanoides, produisant ainsi la majorité
des phénols d’origine naturelle tels que les flavonoides et les stilbénes [112, 113].

Bien que les monophénols a 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, €tant ainsi connu comme « polyphénols fonctionnels » [114].

Dans la littérature il existe deux propositions pour définir les polyphénols. La
premicre les définis comme €tant 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
végetaux pour se défendre contre les agressions environnementales. Il s’agit des dérives
connus par une grande variété structurale dont environ 8000 composés ont été identifiés
[115, 116].

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 biosynthese est I'introduction d'un ou
plusieurs groupements hydroxyle dans le cycle phényle. En conséquence, ces composes
sont dérivés d'une composante squelettique carbonique commune < l'unité
phénylpropanoide en C6-C3. La biosynthese, selon cette voie, produit une grande variété de
composés phénoliques : les acides cinnamiques (C6-C3), les acides benzoiques (C6-C1),
les flavonoides (C6-C3-C6), les proanthocyanidines [(C6-C3-C6),], les coumarines (C6-
C3), les stilbenes (C6-C2-C6), les lignanes (C6-C3-C3-C6) et les lignines [(C6-C3),] [117,
118].
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I1.10. Quelques composés phénoliques existants chez les truffes du désert

D’aprés les travaux de recherche antérieurs réalisés sur les Terfez, les composes
phénoliques majoritaires dans ces champignons étaient surtout des acides phénoliques
(acide p-hydroxybenzoique, acide férulique, acide cinnamique, acide vanillique et ’acide p-
coumarique) suivi par des flavonoides et des flavanones (Naringine, Resveratrol,
Myricetine, Kaempférol, Apigenine,...) puis par les anthocyanines (Cyanidine).

IL.10. a) Flavonoides

Les flavonoides constituent la plus vaste classe de composés phénoliques. A présent
plus de 4000 composés ont été identifiés soit environ 50% des polyphénols [116].

Les flavonoides sont caractérisés par une structure chimique de phénylbenzopyranne.
La structure générale comprend un squelette C15 (C6-C3-C6) lié a un cycle chromane
(groupe benzopyrane). Le noyau benzopyrane hétérocyclique est connu sous le nom de
cycle C, le cycle aromatique fusionné comme le cycle A et le groupement phényle comme
cycle B [119].

Selon la position du cycle aromatique sur la partie benzopyrane, les flavonoides
peuvent étre groupés en quatre classes : flavonoides majeurs (2-phénylbenzopyranes),
isoflavonoides (3-benzopyranes), néoflavonoides (4-benzopyranes) et flavonoides mineurs
[119]. Quelques structures des flavonoides avec des exemples sont représentées sur la
figure I1.4.

Flavones Flavonols

OH O
Apigénine Quercétine
Flavanones Isoflavones

O up 0
o e
J LT T
OH

OH O

Naringénine Genistéine

Figure IL4 : Structure chimique et classe de quelques flavonoides.
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Les techniques d'identification et de quantification des flavonoides, telles que HPLC-
DAD ou LC-MS, sont diverses et certaines dentre elles explorent leurs propriétés
d'absorption UV, qui permettent habituellement de distinguer les différentes classes [120].

De plus en plus, les flavonoides font I'objet de recherches médicales. Ils ont été
rapportés que ces composes possedent plusieurs propriétés utiles, y compris les activités
anti-inflammatoire, oestrogénique,  inhibition  enzymatique, anti-microbienne,
antiallergique, antitumorale vasculaire et cytotoxique, mais l'activité antioxydante est, sans
aucun doute, la plus étudiée attribuée aux flavonoides. Cette activité antioxydante bien
¢tablie des flavonoides est également responsable d'autres activités biologiques dans
lesquelles la prévention du stress oxydatif [119, 121].

I1.10. b) Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont rares dans la nature. Ces composés sont formés de deux
catégories : la premicre catégorie contient les acides phénoliques dérivés de 1’acide
benzoique qui par monohydroxylation et/ou polyhydroxylation forme des acides
phénoliques et des acides polyphénoliques respectivement I’acide gallique et I’acide
protocatéchique (Tableau I1.1) [118, 122].

Tableau IL.1 : Principaux acides phénoliques dérivés de 1’acide benzoique.

Structure chimique R R’ Acide phénolique
R H H Acide p-hydroxybenzoique
OH H Acide protocatéchique
HO COOH OCH; H Acide vanillique
OH OH Acide gallique
R' OCH; OCH; Acide syringique

La deuxieme catégorie regroupe les acides phénoliques dérivés de [’acide
cinnamique. De méme avec I’acide cinnamique, I’hydroxylation conduit a I’acide p-
coumarique et a ’acide caféique (Tableau I1.2) [118, 122].

Tableau IL.2 : Principaux acides phénoliques dérivés de I’acide cinnamique.

Structure chimique R R’ Acide phénolique
R H H Acide p-coumarique
/ COOH OH H Acide caféique
HO OCH; H Acide férulique
R OCH; OCH; Acide sinapique

La L-phénylalanine et la L-tyrosine, en tant que constituants C6-C3, sont des
précurseurs d'une large gamme de produits naturels. Dans les plantes, une premiére étape
fréquente est I'élimination de 'ammoniac de la chaine latérale pour produire 'acide frarns-
(E)-cinnamique appropri¢. Dans le cas de la phénylalanine, cela donnerait de l'acide
cinnamique, tandis que la tyrosine pourrait donner de I'acide p-coumarique [117, 119, 123].

gl
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Tandis que les flavonoides présentent plusieurs propriétés physiques, qui ont rendu la
détection sur le réseau de photodiodes une approche tres utile, les acides phénoliques, bien
qu'ils puissent étre identifiés par HPLC-DAD et LC-MS, mieux que sont analysés par GC-
MS, compte tenu de leur volatilité [119].

La plupart des acides phénoliques présentent des propriétés antioxydantes fortes qui
sont liées au nombre et & la position des groupements hydroxyles dans la molécule. Cette
activité peut s'exprimer de plusieurs fagons. Par exemple, l'acide 1,5-dicaffeoylquinique
s'est révélé étre un hépatoprotecteur lorsqu'il est contesté par le tétrachlorure de carbone,
mécanisme qui implique, entre autres, le piégeage des radicaux [124].

IL.10. ¢) Anthocyanines

Les anthocyanines sont des pigments végétaux hydrosolubles, généralement de poids
moléculaires allant de 400 a 1200, responsables des couleurs bleue, violette et rouge de
nombreux tissus végétaux [115, 125]. Ces composés sont des dérivés polyhydroxy- et
polyméthoxy-glycosylés des sels de 2-phénylbenzopyrylium (flavylium). Les sucres les
plus communs sont le glucose, le galactose, le thamnose et 1'arabinose. Ces sucres sont
habituellement liés a la position 3 du cycle C ou aux positions 5 et 7 du cycle B, et se
présentant sous formes de mono-, di- ou tri-saccharide [126].

Malgré la connaissance d'environ 17 anthocyanidines (anthocyanines aglycones),
seules six d'entre elles sont répandues dans la nature : la cyanidine (figure IL5), la
delphinidine, la pétunidine, la péonidine, la pélargonidine et la malvidine [119].

OH

OH

Figure ILS5 : Structure chimique de la cyanidine (anthocyanidine).

A T'exception des 3-désoxyanthocyanidines et de leurs dérivés, il existe toujours un
groupement glycosyle en C-3, ce qui signifie que les aglycones sont rarement trouvés dans
la nature. La partie glucidique peut étre acylée par des acides aromatiques, principalement
des acides hydroxycinnamiques (acides caféique, férulique, p-coumarique ou sinapique) et
parfois par des acides aliphatiques, a savoir les acides malonique et acétique. Ces
groupements acyle sont habituellement liés au sucre en C-3 [127].

Les possibilités multiples concernant 1'identité et la position des sucres et des parties
d'acyle, ainsi que la position et le nombre des groupements hydroxy- et méthoxy- sur le
squelette anthocyanidique, donnent naissance a un grand nombre de composés, dont plus de
600 anthocyanines sont connues aujourd'hui [128].
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Au cours des derniéres années, plus d'attention a ét¢ donné a 1'étude des adduits entre
les anthocyanines et plusieurs autres composés, tels que les acides organiques, d’origine
naturelle ou synthétique. Récemment, des propriétés anti-cancéreuses importantes de
certaines anthocyanines contre une gamme de lignées cellulaires ont ét¢ décrites [129].

Conclusion

La spectroscopie infrarouge est une technique qui exploite [’interaction des
rayonnements de la région infrarouge du spectre électromagnétique et de la matiére qui
provoque des vibrations et des rotations de molécules. Elle recouvre une large gamme de
techniques, la plus commune étant un type de spectroscopie d’absorption.

La région infrarouge du spectre comprend la région de nombre d’onde comprise entre
13,000 et 10 cm™ divisée en trois zones principales : infrarouge lointain (< 400 cm™),
infrarouge moyen (4000 - 400 cm™) et infrarouge proche (13,000 - 4000 cm’). Notons
également dés a présent que la zone la plus intéressante sur le plan analytique est
’infrarouge moyen.

La spectroscopie IRTF repose sur 1’idée de I’interférence du rayonnement entre deux
faisceaux pour produire un interférogramme. Les deux domaines de distance et de
fréquence sont interconvertibles par la transformation de Fourier. Ceci est réalisable
pratiquement a ’aide de I’interféromeétre, plus souvent, de Michelson.

11 est facile d’obtenir des spectres d’échantillons dans I’'TRTF en solution ou dans les
états liquide, solide ou gazeux. Pour les échantillons qui sont difficiles a analyser par ces
méthodes, la mesure de réflectance interne peut étre effectuée en utilisant une cellule ATR.

Le développement en informatique associée a la spectroscopie IRTF a conduit a
I’expansion de la spectroscopie infrarouge quantitative. Cette derniére peut fournir certains
avantages par rapport aux autres techniques analytiques non seulement 1’analyse sur des
systémes simples (échantillons liquides et solides), mais elle peut aussi étre appliquée a des
systémes multicomposantes multivariables.

L’ application des méthodes mathématiques statistiques a 1’évaluation des données
analytiques expérimentales est connue sous le nom de «chimiométrie ». Parmi les
méthodes d’analyse chimiométriques utilisées dans la spectroscopie infrarouge, nous
avons : CLS, ILS, PCR et PLS. Ou la PLS est la méthode la plus utilisée par les chimistes
car elle eux permet de traiter des spectres complexes.
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La régression par moindres carrés partiels est une méthode analytique quantitative
statistique permettant de construire des modeéles prédictifs lorsque les variables explicatives
sont nombreuses et trés corrélées. Le but de la régression PLS est d’extraire des
« composantes » 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' a partir des variables
explicatives (absorbances) pour estimer des composantes U qui permettront de calculer les
réponses (concentrations).
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Introduction

Les truffes forment une source riche en métabolites primaires (protéines, graisses,
glucides, ...). En plus de leur valeur nutritive, elles se sont révélées étre une source illimitée
de composés avec des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes importantes. Ces
propriétés sont liées & ce qu’elles contiennent de divers métabolites secondaires (phénols,

terpénes, vitamines et caroténoides).

Les travaux de recherche réalisés sur les différentes espéces des truffes du désert
montrent une teneur élevée en composés phénoliques, ou les acides phénoligues
représentent la classe majeure dans ces champignons. 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 « couteux » 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 acides phénoliques majoritaires
(I’acide p-hydroxybenzoique, ’acide vanillique, I’acide cinnamique et I’acide férulique
respectivement) chez 1’espéce de truffe désertique Tirmania nivea par la spectroscopie
IRTF en exploitant les principes de la chimiométrie a la calibration multicomposante de la

méthode de régression par 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, facult¢ des sciences et au
laboratoire des plantes médicinales et aromatiques du département d’agronomie, faculté

d’agrovétérinaire, Université de Blida 1.

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

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

6.5 sous le systéme d’exploitation Microsoft Windows XP.
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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 diamétre intérieur de 0.8 mm et le chargement est réaliser en employant
des tubes de chlorure de polyvinyle de diamétre intérieur de 2.79 mm. L’acquisition des
spectres a €t¢ effectuée avec une résolution de 4 cm’ et un nombre de scan égal & 15
spectres par rapport 4 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 été faite a 1’aide d’un systéme a écoulement bloque
avec une cellule de flux. L’avantage d’une telle cellule est d’éviter les inconvénients du

nettoyage et du remplissage des cellules conventionnelles classiques.

Le systéme 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 solvant et la remplir & nouveau avec une autre solution.

Les spectres enregistrés sont traités a 1’aide d’une macro qui a été construire a partir

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

La figure III.1 représente un schéma de I’instrumentation utilisée pour I’analyse.

Spectrométre infrarouge
a transformée de Fourier Waste
(IRTF) Bruker Tensor 27 (déchet)

Mélange a
analyser
Ordinateur + Logiciel
d’acquisition et de e
traitement des spectres el
OPUS 6.5 R fi, e Tubes en
‘o téflon
Cellule a flux
Pompe

BaF
(BaF2) péristaltique

Figure IT1L1 : Schéma du montage IRTF utilisé pour 1’analyse en phase liquide.
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II.1. b) Réactifs et produits chimiques

Tous les réactifs utilisés dans cette étude ; le dichlorométhane stabilisé avec
I’amyléne, I’éthanol et les étalons, sont de grade analytique (tableau IIL.1).

Tableau ITL.1 : Produits chimiques utilisés.

Produit Pureté (%) | Fournisseur Pays
Acide p-hydroxybenzoique 99 Aldrich-chemistry | E.U

Acide vanillique oF Aldrich-chemistry | E.U

Acide trans-cinnamique 97 Aldrich-chemistry | EU

Acide férulique / / /
Dichlorométhane >99 Sigma-Aldrich France
Ethanol absolu 99.9 Sigma-Aldrich Allemagne
Méthanol 99.7 Sigma-Aldrich EU
Chloroforme 99.2 Sigma-Aldrich Allemagne
Ether de pétrole / / /

IIl.1. ¢) Choix des étalons et du solvant

Pour développer un modéle de calibration multicomposante on a choisi une série de
quatre (04) phénols qui sont présents dans les truffes a savoir l’acide para-
hydroxybenzoique, I’acide vanillique, 1’acide frans-cinnamique et I’acide férulique.

En phase liquide, un des solvants chlorés doit étre choisi pour les analyses
infrarouges. Le dichlorométhane avec une toxicit¢ moins faible que les autres solvants
chlorés et une polarité moyenne n’interfére pas avec les bandes spécifiques des phénols
dong il était le solvant approprié. Cependant que la majorité des acides phénoliques ne sont
solubles que dans les alcools, donc on était obligé de tester la solubilité de ces étalons dans
un mélange de dichlorométhane et d’éthanol (avec des faibles proportions).

Nous avons fait des modifications de la polarité du dichlorométhane (stabilisé avec
’amyléne) en utilisant un mélange CH,CL/EtOH (v/v) pour favoriser la solubilit¢ des
phénols présents dans la truffe. Les résultats sont représentés dans le tableau T11.2.

Tableau ITL.2 : Solubilité des acides phénoliques en fonction de proportion CH,Cl,/EtOH

(v/v).
Acide p- Acide Acide Acide
hydroxybenzoique | yanillique cinnamique férulique
Concentration | 10 mg/ml 15 mg/ml 10 mg/ml 5 mg/ml
Solvant
CHLCL/EtOH: 100/0 (%) Insoluble Insoluble Soluble Insoluble
CH,C1,/EtOH: 95/5 (%) Insoluble Insoluble Soluble Insoluble
CH,Cl,/EtOH: 92.5/7.5 (%) | Insoluble Insoluble Soluble Soluble
CH,Cl,/EtOH: 90/10 (%) Soluble Soluble Soluble Soluble
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La Figure II1.2 montre des spectres IRTF d’absorbance comparatifs des quatre étalons

utilisés a des concentrations équivalentes (10 mg.ml™) préparés séparément dans le solvant

CH,CL/EtOH (90/10) dans le domaine spectral compris entre 4000 et 400 cm™.
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Figure ITL2 : Spectres IRTF en phase liquide de I’acide para-hydroxybenzoique (en bleu),
I’acide vanillique (en rouge), I’acide frans-cinnamique (en rose) et ’acide férulique

(en vert).
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On constate que le spectre des étalons montre une forte bande a 1700 cm” qui
représente 1’élongation du groupement C=0 des quatre acides phénoliques. Il présente une
bande a 1635 cm™ relative a 1’élongation du groupement C=C d’un alcéne caractéristique
de ’acide cinnamique et I’acide férulique et également deux bandes intenses a 1600 et 1515

em™ qui correspondent 4 ’élongation du groupement C=C aromatique.

La gamme entre 1465 et 1380 cm™ contient des bandes caractéristiques & la

déformation des groupes CH, CH, et CH; et aux cycles des composés aromatiques.

Les pics intenses a environ 1160 - 1240 et a 1040 cm’ correspondent a 1’élongation
de 1a liaison C-O pour les quatre phénols et ensuite 4 1120 cm™ nous avons 1’élongation de

la liaison C-O d’un éther spécifique des deux acides vanillique et férulique.

La bande moyenne 4 980 cm™ apparait seulement dans le spectre d’acide cinnamique
et d’acide férulique est caractéristique de la déformation de la liaison C-H hors-plan (trans-
RCH=CHR) alors que les deux pics a 880 et 850 cm’' montrent les cycles aromatiques tri-

substitu€é et para-substitué respectivement.

III.2. Calibration PLS multicomposante
I1.2.1. Définition de la méthode Quant 2

Le Quant 2 est une méthode d’analyse quantitative statistique permettant de
construire des modeles prédictifs lorsque les variables explicatives sont nombreuses et trés

corrélées.

La sortie du modele PLS de Quant 2 peut étre une seule variable, a savoir la
concentration de I’analyte, on parle dans ce cas de modele PLS-1 (monovariable) par
opposition au modele 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 ¢léments 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.
perpo q pas sp q

|
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I11.2. 2. Optimisation des modeles PLS (Quant 2)

Dans ce travail on a exploité le logiciel intégré Quant 2 d’OPUS (figure 1I1.3) 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 échantillons réels apres un calibrage préalable avec des solutions étalons.

BROONLEdt CUCEEEAEA R
| — & \

L'icone pour créer
éthode Qu

1.900

1.300

1200

Charger | Composantes | Spactres | Paiamties | Veidation | Graphiqus | Rapoart | méthoda |

[ Charger les t&suRals de validation exictante

1000 1400

0.000

o génétels —— =
il Fenétre d’une

Standards ot} 0 méthode Quant 2|

Spacies de calivaga: 0
Specicsdstest O

—

Composentes: 0 |

0700 0800

0600

Gamma: spectialer. 0
NbiedaPontz. 0

0.500

Pré tratement:
Pas d= pré haement des données

0300 0.400

0.200

0.000

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3800 3600 3400 3200 2000 2200 2600 2400 2200 2000 1600 1600 190 1200 4000 €00 8600 400 |

|
¢ Emdage-defml S = oo e e
Pou daTeuds, sppuyez sur Fl Pas ds tiche activs e o

Figure I3 : Fenétre du modele Quant 2 d’OPUS 6.5

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 deriers doit

contenir une concentration connue et différente.

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.
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III.2.2. a) Préparation de la matrice de calibration

Pour construire le modele de calibrage, quatre (4) phénols majoritaires ont été choisis,
deux limites inférieures et supérieures des concentrations considérées ont été sélectionnées
par rapport a la teneur des acides phénoliques dans la truffe et en respectant la limite de

détection infrarouge.

Nous avons considéré le domaine de concentration pour I’acide p-hydroxybenzoique
compris entre 0.4 et 4 mg.ml”, I’acide vanillique entre 0.3 et 3 mg.ml™, I’acide cinnamique

0.2 -2 mg.ml™ et ’acide férulique 0.1 - 1 mg.ml™.

En parall¢le, selon la formule 2", ol n ¢’est le nombre des étalons utilisés, seize (16)
solutions étalons de concentrations différentes doivent étre préparées a partir de quatre (4)
solutions méres & des concentrations suivantes : ’acide p-hydroxybenzoique 10 mg.ml™,

I’acide vanillique 15 mg.ml”, ’acide cinnamique 10 mg.ml” et I’acide férulique 5 mg.ml™.

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

regroupées dans le tableau II1.3.

Tableau ITL3 : Composition des solutions étalons (matrice de calibration).

Etalon Aeid - Acide vanillique | Acide cinnamique | Acide férulique
hydroxybenzoique

Solution Cr Vm Cr Vm Cr Vm Cr VM
étalon | (mgml?) (ml) | (mgml™) (ml) | (mgml") (ml) | (mgml™) (ml)
M 01 0.4 0.2 0.3 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1
M 02 0.4 0.2 0.3 0.1 0.2 0.1 1 1
M 03 0.4 0.2 0.3 0.1 2 1 0.1 0.1
M 04 0.4 0.2 3 1 0.2 0.1 0.1 0.1
M 05 4 2 0.3 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1
M 06 0.4 0.2 0.3 0.1 2 1 1 1
M 07 0.4 0.2 3 1 0.2 0.1 1 1
M 08 0.4 0.2 3 1 2 1 0.1 0.1
M 09 4 2 0.3 0.1 2 1 0.1 0.1
M 10 4 2 0.3 0.1 0.2 0.1 1 1
M 11 4 /) 3 0.2 0.1 0.1 0.1
M 12 0.4 0.2 3 2 1 1
M 13 4 ) 0.3 0.1 2 1
M 14 4 2 3 1 0.2 0.1
M 15 4 2 3 1 2 1 0.1 0.1
M 16 4 2 3 1 2 1 1 1

Cy : Concentration de 1’étalon dans la solution étalon en mg.ml‘l, Vu ¢ Volume prélevé de la

solution mére en ml (un volume final de 5 ml est considéré).
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II1.2.2. b) Préparation de la matrice de validation de méthode

Cette étape consiste a vérifier la fiabilit¢ de la méthode ou des modeles
mathématiques construits en utilisant des mélanges synthétiques de concentrations connues

(Tableau 111.4).

Tableau IIL4 : Composition des mélanges synthétiques (matrice de validation).

Etalon - dr:)?:;ll()i: n}; -o'1'que Acide vanillique Acide cinnamique Acide férulique
Meélange Cr Vum Cr Vm Cr VM Cr Vm
synth. (mgml™)  (ml) (mgml™")  (ml) (mgml")  (ml) (mgml™)  (ml)
MS 01 1.10 0.55 1.20 0.40 0.50 0.25 0.20 0.20
MS 02 1.60 0.80 1.95 0.65 0.90 0.45 0.30 0.30
MS 03 2.30 1.15 2.70 0.90 1.20 0.60 0.40 0.40
MS 04 2.90 1.45 3.45 1.15 1.40 0.70 0.60 0.60
MS 05 3.60 1.80 4.05 1.35 1.70 0.85 0.70 0.70

Cy : Concentration de 1’étalon dans le mélange synthétique en mg.ml”, Vy : Volume prélevé de la
solution mére en ml (le volume considéré était 5 ml). '

La figure 1114 représente les solutions étalons préparées pour I’analyse IRTF.

L3 s
3 & % i B - s
Z S .' :_:‘—':-/ &
e Niosm
N s ) Ny S
B A

Figure IT1.4 : Mélanges étalons (A) et mélanges synthétiques (B) prépares.

N.B.
Pour chaque mélange de la matrice de calibration et de validation nous avons réalis¢ 7

analyses IRTF dépendantes parmi lesquelles seulement 5 répliques spectrales ont éte
sélectionnées.
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II1.2. 3. Etapes de la création d’une méthode Quant 2

Les étapes d’édition de la méthode Quant 2 sont faciles et répétitives ou le logiciel
intégré ¢’est lui qui fait touts les calculs il faut juste comprendre bien en premier lieu les

commandes a inviter. Ces commandes sont comme suit :

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

e 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 compleétement exclus.

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

e L’option « Options de traitement des données» permet de choisir le type de
traitement spectral avant 1’optimisation ce qui peut améliorer plus les résultats.

La figure IIL5 explique avec numérotation les étapes suivies lors de la configuration.
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Figure IIL5 : Etapes de travail numérotées suivies dans la fenétre de configuration.
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e Dans « Validation », taper dans « rang max.» la valeur de la variable latente
- /vgénéralement on met "15" pour toutes les composantes, on choisit la composante a
'/ z‘wtester en appuyant sur «actif» ensuite on met dans la zone du « Nombre

d’échantillon exclus » le nombre de répliques spectrales.

e Maintenant sur « Optimisation », sélectionner « Général A » puis appuyer sur

« Optimiser », I’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 parametres » (Figure I11.6).
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Figure IIL6 : Etapes a suivre, avec numérotation, lors de I’optimisation.

e Directement aprés 1’étape précédente, le logiciel va se transférer vers la validation,
il suffit juste de sélectionner un des deux parametres : « Validation croisée » si on
veut prendre le RMSECV comme un parametre principal ou bien « Test du set de
validation » si le RMSEP sera lui le paramétre principal. Cliquer enfin sur
« Valider » et « OK ».

e Aprés « Validation », la fenétre « Graphique » va afficher automatiquement les

résultats sous forme de graphes et de tableaux.
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o 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 €tape
sélectionner les modéles choisis, entrer un nom correspondant a la méthode puis

« Sauvegarder ».

I1.2. 4. Parametres 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

parameétres 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) : c’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 I’erreur RMSEP peut étre prise comme critére pour
juger la qualité de la prédiction du modele utilisé.

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

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

validation croisée est choisie.

La figure III.7 montre un exemple de représentations graphiques des parametres
analytiques en considérant le RMSECV comme parametre principal. Les diagrammes (A)
illustre I’adaptation aux valeurs paramétrées, c.a.d. la corrélation entre la valeur prédite et
réelle, (B) représente la différence par rapport aux valeurs paramétrées, c.a.d. la dispersion
de Derreur 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. Alors que la figure II1.8 montre le méme exemple de représentations

graphiques des parameétres en remplagant le RMSECV par le RMSEP.
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Le tableau 1115 fournit par le logiciel, suite & un simple clic, résume dans un seul
rapport les résultats de calibrage et des tests de chaque composante a part. Chaque table
contient 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 IILS5 : Rapport de validation fourni par le logiciel Quant 2.

Rapport de validation

Information générale

Fichier méthode: Région 4-5-1.92

Standards (total): 105

Spectres de calibrage: 80

Spectres de test: 25

Bloc de données: AB

Composantes (total): 4

Gammes spectrales: 2

Points utilisés: 351

Centrage moyen: Oui

Pré traitement: Pas de pré traitement des données

Gammes spectrales:

de |a | | |
17655 1354
175.27 1137.98

Ac. p-hydroxybenz

Gamme de concentration: 1.1 - 386
Unités: mg/ml
Type de validation: Test du set de validation

Erreur de prédiction moyenne

Rang |R2 |RMSEP |Rang recom | =)
1 41.38 0.683

@ 86.28 0.33

3 92.14 0.25

4 99.81 0.0387 +
5 99.76 0.0439

6 99.55 0.0595

cA 99.76 0.0434

8 99.75 0.0447

] 99.67 0.0515

10 99.67 0.051

| 99.62 0.0547

12 99.61 0.0559

13 93.63 0.0542

14 99.35 0.0718

15 99.3 0.0745

Valeurs de composantes

Rang utilisé: 6

Fichier |vrai |Prédiction  |Différence [lutius rossil
msyntht.1 1.1 1.026 0.0739
msynth1.2 1.1 1.014 0.0856
msynth1.3 1.1 1.011 0.089
msynth1.5 1.1 1.023 0.0772
msynth1.6 T 1.024 0.0756
msynth2.1 1.6 1.607 -0.00747
msynth2.2 16 1.629 -0.0294
msynth2.3 186 1.631 -0.0312
msynth2.4 16 1.627 -0.0274
msynth2.5 1.6 1.635 -0.0352
msynth3.1 23 2:359 -0.0591
msynth3.2 23 2.361 -0.0612
msynih3.3 23 2377 -0.0774
msynth3.4 23 2.343 -0.043
msynth3.6 23 2377 -0.0766
msynthd. 1 28 2947 -0.0467
msynthd.2 29 2.962 -0.0615
rasynthd.3 29 2942 -0.042
msynthd.4 29 2.961 -0.0614
msynthd.6 29 2.954 -0.054
msynth5.1 36 3.634 -0.0344
msynth5.2 36 3641 -0.0408
misynth5.3 36 3.653 -0.0529
msynth5.5 36 3.669 -0.0691

msynth5.6 36 3.681 -0.0806
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M1.2. 5. Paramétres d’optimisation des modeles mathématiques

Le Quant 2 permet a ’utilisateur d’établir différents paramétres de régression comme
les gammes d’optimisation, I’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
étalonnage. Pour assurer la reproductibilité des échantillons d'étalonnage, plusieurs spectres
de chaque échantillon doivent &tre acquis. Si les spectres du méme échantillon ne sont pas
identiques, une procédure de prétraitement des données doit &tre 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 &tre

appliquées :

e Correction d’offset : déplace les spectres afin de régler le minimum de y a z€ro.

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

e Dérivée premiére : calcule la premiére dérivée du spectre. Cette méthode met
Paccent sur les bords abrupts dun pic. Il est utilis€ pour souligner les
caractéristiques prononcées, mais les petites fonctionnalités sur un large fond. Le
bruit spectral est également amélioré.

e Dérivée seconde : similaire a la premiére dérivée, mais avec un résultat plus précis.

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 a vos données spectrales et en comparant les

résultats.

Dans cette étude nous avons optimisé touts ces paramétres et les résultats sont
résumés dans les tableaux de II1.6 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, RMSECV et le R pour chaque erreur.
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Le paramétre principal suivi pour établir les modeles, dans notre étude, était ’erreur

quadratique moyenne de prédiction (RMSEP).

A) Acide para-hydroxybenzoique

Tableau ITL6 : Résultats d’optimisation, de calibrage et de validation de 1’acide para-

hydroxybenzoique.

- } ' RMSE-
Trarieament Région spectrale Rang | RMSEP R RMSEE R’ ’
spectral cl

1765.5-1354 4 100476 99.72 | 0.0422 99.95 | 0.1040 99.67
1175.27-1137.98 0.0423 99.78 | 0.0309 99.97 | 0.0792 99.81
864.1-815 0.0580 99.58 | 0.0285 99.98 | 0.0421 99.95

e o 0.0366 99.83 | 0.0542 99.91 | 0.1100 99.63
1765.5-1354

0.0578 99.58 | 0.0429 99.95 | 0.1050 99.66
0.0570 99.59 | 0.0151 99.99 | 0.0680 99.86
0.0387 99.81 | 0.0392 99.96 | 0.0996 99.69
0.0439 99.79 | 0.0291 99.98 | 0.0835 99.78
0.0595 99.55 | 0.0252 99.98 | 0.0395 99.95

prétraitement | 864.1-815

1765.5-1354
1175.27-1137.98

1765.5-1354 0.0576 99.58 | 0.0419 99.97 | 0.1050 99.66
1175.27-1137.98 0.0411 99.79 | 0.0238 99.98 | 0.0523 99.92
864.1-815

0.0343 99.85 | 0.0217 99.99 | 0.0320 99.97
0.0480 99.71 | 0.0483 99.93 | 0.1070 99.65
100322 99.87 |1 0.0309 9997100939 9973
0.0501 99.68 | 0.0275 99.98 | 0.0436 99.94
0.0431 99.77 | 0.0360 99.96 | 0.0984 99.70
0.0320 99.87 | 0.0221 99.99 | 0.0794 99.81
0.0367 99.83 | 0.0216 99.99 | 0.0331 99.97

Correction 1765.5-1354
d’offset 864.1-815

1765.5-1354
1175.27-1137.98

1765.5-1354 0.0942 98.88 | 0.0328 99.97 | 0.0663 99.86
1175.27-1137.98 0.0796 99.20 | 0.0232 99.98 | 0.0539 99.91
864.1-815

0.0365 99.83 | 0.0181 99.99 | 0.0285 99.97
0.1260 97.99 | 0.0459 99.94 | 0.0849 99.78
1 0.1040 98.64 | 0.0316 99.97 | 0.0714 99.84
0.0396 99.80 | 0.0247 99.98 | 0.0396 99.95
0.0959 98.84 | 0.0351 99.96 | 0.0668 99.86
0.0806 99.18 | 0.0245 99.98 | 0.0550 99.91
0.0364 99.83 { 0.0194 99.99 | 0.0306 99.97

Soustraction | 1765.5-1354
d’une droite | 864.1-815

1765.5-1354
1175.27-1137.98

AN L O N BN N B BN BN BRI BTN BN D
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Suite
1765.5-1354 4 00418 9878 | 0.0214 99.99 [ 0.0319 99.97
117527-113798 | 5 | 00439 99.76 | 0.0112 100 | 0.0228 99.98
864.1-815 6 |0.0430 99.77 | 0.0110 100 | 0.0253 99.98
y 4 | 00511 99.67 | 0.0369 99.96 | 0.0543 99.91
e, 1765.5-1354 5 100433 99.76 | 0.0139 99.99 | 0.0356 99.96
premiére 864.1-815 : : ; : : &
6 | 00397 99.80 | 0.0130 100 | 0.0278 99.98
4 100427 99.77 | 0.0236 99.98 | 0.0347 99.96
L7e8.S-1a6d 5 | 00441 9976 | 00114 100 | 0.0220 99.99
1175.27-1137.98 ; ; i st ;
6 | 00435 99.76 | 0.0108 100 | 0.0266 99.98
1765.5-1354 4 00535 99.64 | 0.0141 99.99 | 0.0180 99.99
1175.27-1137.98 5 |0.0491 99.70 | 0.0120 100 | 0.0244 99.98
864.1-815 6 |00470 99.72 | 0.0112 100 |0.0297 99.97
v 1765.5-1354 4 00581 9958 |0.0184 9999 | 0.0227 99.98
i i 5 10.0495 99.69 | 0.0131 100 | 0.0281 99.98
seconde 864.1-815
6 | 00468 99.73 | 0.0114 100 | 0.0316 99.97
1765 51354 4 [0.0512 99.67 | 0.0130 100 | 0.0172 99.99
| 117527113708 | 5 | 00485 9970 | 00118 100 |0.0237 99.98
6 |0.0469 99.72 | 0.0113 100 | 0.0298 99.97
1765.5-1354 4 | 0.0403 99.80 | 0.0269 99.98 | 0.0396 99.95
1175.27-1137.98 5 (00426 99.77 | 0.0122 100 | 0.0259 9998
SRS 6 |00430 99.77 | 0.0119 100 | 0.0283 99.98
i A 4 100442 99.75]0.0388 99.96 | 0.0572 99.90
premiére .5-13
e ey 5 100411 99.79 0.01.::8 99.99 | 0.0347 99.96
- 6 | 00416 99.78 | 0.0132 100 | 0.0287 99.97
4 00456 99.74 | 0.0292 99.98 | 0.0427 99.94
1765.5-1354 5 | 00444 9975 | 00131 100 | 0.0261 99.98
1 1175.27-1137.98 2 = e : " =
6 | 00420 9978 | 0.0115 100 | 0.0285 99.97

A
Al



B) Acide vanillique

Etude expérimentale

Tableau IIL7 : Résultats d’optimisation, de calibrage et de validation pour 1’acide

vanillique.
Traitement ) _ ) 4 2. ; | RMSE- 2
—— Région spectrale Rang R RMSEE R cv R
1765.5-1354 4 |0.1380 98.16 | 0.0978 99.51 | 0.1580 98.64
1175.27-1137.98 5 00915 99.19 | 0.0589 99.82 | 0.1460 98.83
864.1-815 6 |0.0641 99.60 | 0.0541 99.85 | 0.1520 98.73
— 1765.5.1354 ;1 g.géo 3:.6(6) 0.1020 99.47 | 0.1590 98.61
pudtitheent | gpa 115 1260 98.46 | 0.0812 99.67 | 0.1480 98.80
6 |0.0909 9920 | 0.0739 99.73 | 0.2030 97.73
4 101490 97.86 | 0.0917 99.57 | 0.1500 98.77
1765.5-1334 | 5 100912 9920 | 0.0579 99.83 | 0.1390 9895
1175.27-1137.98 : : 3 : > :
6 |0.0738 99.48 | 0.0539 99.85 | 0.1560 98.67
1765.5-1354 4 [0.1400 98.11 | 0.0981 99.51 | 0.1490 98.78
1175.27-1137.98 5 [0.1090 9885 | 00461 99.89 | 0.1270 99.12
864.1-815 6 |0.0753 99.45 | 0.0441 99.90 | 0.0962 99.49
Cortosti 1765.51354 4 [0.1370 98.19 | 0.0981 99.51 | 0.1490 98.78
QITeCOon o=
e 864 1.815 5 101120 9879 | 0.0711 99.74 | 0.1260 99.12
6 |0.1070 98.90 | 0.0662 99.78 | 0.1600 98.59
4 10.1460 97.95 | 0.0912 99.57 | 0.1410 9891
| 5 101070 9890 | 0.0489 99.88 | 0.1190 99.22
1175.27-1137.98 : : ; = ? :
6 |0.0784 99.41 | 0.0468 99.89 | 0.1200 99.21
1765.5-1354 4 |0.1350 9823 00701 99.75 | 0.0941 99.51
1175.27-1137.98 | 5 |0.0910 99.20 | 0.0600 99.82 | 0.0968 99.49
864.1-815 6 |0.1280 9842 | 0.0518 99.87 | 0.1170 99.25
Soustraction | 1765 51354 4 101730 97.12 | 0.0855 99.62 | 0.1120 99.32
LEedie | 451 1§18 5 |0.1220 9856 | 0.0723 99.73 | 0.1160 99.26
6 |0.1340 9827 | 0.0628 99.80 | 0.1420 99.89
4 01460 9795 | 00749 99.71 | 0.1010 99.44
1765.5-1354 5 100968 99.10 | 0.0643 99.79 | 0.1030 99.41
1175.27-1137.98 ; : z : : :
6 |0.1330 98.29 | 0.0558 99.84 | 0.1270 99.12




Etude expérimentale

Suite
1765.5-1354 4 10.0828 99.34 | 0.0387 99.92 | 0.0478 99.87
1175.27-1137.98 5 | 0086 9928 | 00279 9996 | 0.0481 99.87
864.1-815 6 |0.1130 98.77 | 0.0253 99.97 | 0.0648 99.77
- 4 [0.1020 99.00 | 0.0543 99.85 | 0.0669 99.75
i I76.2-E304 5 | 00954 99.12 | 0.0341 99.94 | 0.0757 99.69
premicre 864.1-815 : : : : : :
6 |0.1300 9837 | 0.0302 99.95 | 0.0754 99.69
4 |0.1130 98.78 | 0.0424 9991 | 0.0539 99.84
176554034 5 101070 98.89 | 0.0308 99.95 | 0.0598 99.80
1175.27-1137.98 ; ; : . : ;
6 |0.1270 98.44 | 0.0250 99.97 | 0.0696 99.73
1765.5-1354 4 101600 9952 | 0.1150 99.32 | 0.1450 98.85
1175.27-1137.98 5 | 0.0980 99.08 | 0.0277 99.96 | 0.0585 99.81
864.1-815 6 |0.1050 9894 | 0.0233 99.97 | 0.0552 99.83
Désivée [ 1765 5.1354 4 01690 97.25]0.1210 99.25] 0.1520 98.73
- ~ 5 |0.1050 98.94 | 0.0299 99.95 | 0.0512 99.86
seconde 864.1-815
6 |0.1220 98.57 | 0.0262 99.97 | 0.0577 99.82
4 |0.1710 97.18 | 0.1310 99.12 | 0.1660 98.49
1965.5-1234 5 101090 9885 | 00307 99.95| 00551 99.83
1175.27-1137.98 ' : R : ' :
6 |0.1100 98.83 | 0.0248 99.97 | 0.0667 99.76
1765.5-1354 4 [0.0975 99.08 | 0.0433 99.90 | 0.0539 99.84
1175.27-1137.98 5 | 00949 99.13 | 0.0303 99.95 | 0.0675 99.75
8641810 6 |0.1240 9852 |0.0261 99.97 | 0.0583 99.81
Dimyee I T—— 4 101110 98.81 | 0.0546 99.85 | 0.0677 99.75
premicre 5-
el 5 |0.1030 98.97 | 0.0342 99.94 | 0.0604 99.80
Prgrms ot 6 |0.1360 9821 | 0.0294 99.96 | 0.0752 99.69
4 [0.1330 9829 | 0.0499 99.87 | 0.0639 99.78
taR0.2-1a08 5 101200 9862 |00344 99.94 | 0.0546 99.84
11175.27-1137.98 5 : ! : 5 ¥
6 |0.1200 98.61 | 0.0238 99.97 | 0.0756 99.69




Etude expérimentale

C) Acide trans-cinnamique

Tableau IT1.8 : Résultats d’optimisation, de calibrage et de validation de I’acide
cinnamique.

Traitement . 2 5, | RMSE- 5
R RMSEE

—— Région spectrale ang R R v R

1765.5-1354 4 100370 99.19 | 0.0245 9993 | 0.0474 99.72

1175.27-1137.98 5 100297 9948 | 0.0141 9998 | 0.0380 99.82

864.1-815 6 |0.0359 9924 | 0.0127 99.98 | 0.0284 99.90

4 . . ; : . .

— P 00431 98.70 | 0.0249 99.93 | 0.0450 99.75

ot | ae1 1908 5 100338 9933 | 0015 99.97 | 0.0400 99.80

6 | 00337 9933 | 00146 99.98 | 0.0376 99.83

4 |0.0418 9898 | 0.0228 99.94 | 0.0430 99.77

MBI 5 100341 9932 | 00131 99.98 | 0.0361 99.84

1175.27-1137.98 : : : : 2 ;

6 |0.0357 9925 |0.0128 99.98 | 0.0376 99.89

1765.5-1354 4 00327 9937 | 0.0257 99.92 | 0.0484 99.71

1175.27-1137.98 5 |0.0290 99.51 | 0.0152 99.97 | 0.0355 99.84

864.1-815 6 |0038 99.13 | 00123 99.98 | 0.0224 99.94

IR ——— 4 | 00439 9887 | 0.0245 99.93 | 0.0435 99.77

Sofibe a6A Ll 5 00364 9922 |0.0145 99.98 | 0.0367 99.83

6 |0.0386 99.13 | 0.0136 99.98 | 0.0286 99.90

4 10.0369 9920 | 0.0230 99.94 | 0.0424 99.78

1765,5-1834 5 100317 994100143 9998 | 00342 99.86

1175.27-1137.98 ' e S ln ‘

6 |0.0376 99.17 | 0.0125 99.98 | 0.0218 99.94

1765.5-1354 4 01220 912100349 99.86 | 0.0611 99.54

1175.27-1137.98 | 5 | 00374 99.18 | 0.0148 99.98 | 0.0561 99.61

864.1-815 6 |0.0380 99.15|0.0144 99.98 | 0.0329 99.87

Soustraction. | 1765 51351 4 101330 89.69 | 0.0371 99.84 | 0.0637 99.50

it dottes | wey 1gns 5 |0.0393 99.10 | 0.0162 99.97 | 0.0601 99.55

6 |0.0409 99.02 | 0.0157 99.97 | 0.0369 99.83

4 [0.1200 9154 | 0.0344 99.86 | 0.0611 99.54

176221354 5 |0.0377 99.17 | 0.0150 99.97 | 0.0563 99.61

1175.27-1137.98 : : 2 z : :

6 |0.038 99.18 | 0.0146 99.98 | 0.0338 99.86




Etude expérimentale

Suite
1765.5-1354 4 00799 9626 | 0.0314 99.89 | 0.0433 99.77
1175.27-1137.98 5 [0.0519 9842 | 00164 9997 | 0.0376 99.83
864.1-815 6 | 00470 98.70 | 0.0147 99.98 | 0.0406 99.80
4 | 0.089 9529 |0.0349 99.86 | 0.0479 99.72
ey 1765.5-1354 5 | 00515 984500180 99.96 | 0.0434 99.77
premiere 864.1-815 : : ! : : ;
6 | 00566 98.12 | 0.0168 99.97 | 0.0449 99.75
4 |0.0684 9726 | 0.0296 99.90 | 0.0403 99.80
S 5 100511 9847 | 00171 99.97 | 0.0380 99.82
1175.27-1137.98 ' : : : 50 :
| 6 |00558 98.17 | 0.0160 99.97 | 0.0426 99.78
1765.5-1354 4 | 00116 92.07 | 0.0405 99.81 | 0.0729 99.34
1175.27-1137.98 5 |0.0908 95.17 | 0.0351 99.86 | 0.0890 99.02
864.1-815 6 | 00381 99.15| 00132 99.98 | 0.0356 99.84
Dérivée 1765.5.1354 4 |0.1020 93.83 | 0.0369 99.84 | 0.0756 99.29
gl o 5 100737 96.81|0.0338 99.87 | 0.0899 99
seconde 864.1-815
6 | 00420 9897 | 00133 99.98 | 0.0357 99.84
4 | 00995 94.19 | 0.0362 99.85 | 0.0726 99.35
L765.3-1854 5 100808 96.17 | 0.0335 99.87 | 0.0868 99.07
1175.27-1137.98 ; : el : : :
6 | 00377 99.17 | 0.0129 99.98 | 0.0358 99.84
1765.5-1354 4 00793 9631 | 0.0321 99.88 | 0.0438 99.76
1175.27-1137.98 5 |0.0499 9854 | 0.0174 99.97 | 0.0405 99.80
f64.1-815 6 |0.0541 9828 |0.0163 99.97 | 0.0430 99.77
Deriyce P 4 00807 96.18 [ 0.0333 99.87 | 0.0454 99.75
profere o 5 |0.0496 9855 | 00183 99.96 | 0.0429 99.77
Soustraction | 864.1-815
P 6 | 00578 98.04 | 0.0169 99.97 | 0.0445 99.76
—— 4 | 0.0718 9698 | 0.0313 99.89 | 0.0423 99.78
17597113708 | 5 | 0.0506 9849 | 0.0182 99.96 | 0.0409 99.79
6 | 00582 9801 |00169 99.97 | 0.0444 99.76




Etude expérimentale

D) Acide férulique

Tableau IIL9: Résultats d’optimisation, de calibrage et de validation pour 1’acide
férulique.

Traitement RMSE-

.8 2 2 2

—— Région spectrale | Rang R° | RMSEE R v R
1765.5-1354 4 101210 5728 [ 00432 99.13 | 0.1240 92.38
1175.27-1137.98 0.0212 9869 | 0.0311 99.56 | 0.0845 96.48

864.1-815 0.0249 9820 | 0.0163 99.88 | 0.0441 99.04

0.050 . . . ] .

B S 0504 92.60 | 0.0444 99.09 | 0.1490 89.02

0.0542 9146 | 0.0398 99.28 | 0.1090 94.13
0.0536 91.65 | 0.0325 99.52 | 0.0629 98.05
0.0788 81.93 | 0.0361 99.40 | 0.1220 92.65
0.0242 98.30 | 0.0295 99.60 | 0.0850 96.43
0.0285 97.64 | 0.0127 99.93 | 0.0435 99.07

prétraitement | 864 1-815

1765.5-1354
| 1175.27-1137.98 |

1765.5-1354 0.1970 -12.65 | 0.0466 99 | 0.1240 9238
1175.27-1137.98 0.0281 97.71 | 0.0212 99.80 | 0.0789 96.93
864.1-815

0.0418 9491 | 0.0141 99.91 | 0.0319 99.50
0.1440 40.03 | 0.0452 99.06 | 0.1470 89.33
0.0306 97.28 | 0.0332 99.50 | 0.1140 93.53
0.0382 95.76 | 0.0307 99.58 | 0.0566 98.42
0.1560 29.34 | 0.0387 99.31 | 0.1220 92.69
100277 9798 | 0.0214 99,79 | 0.0840 = 96,51

0.0323 96.97 | 0.0166 99.88 | 0.0322 99.49

Correction 1765.5-1354
d’offset 364.1-815

1765.5-1354
1175.27-1137.98

1765.5-1354
1175.27-1137.98
864.1-815

0.0795 81.62 | 0.0343 99.46 | 0.0806 96.80
0.0579 90.24 | 0.0304 99.58 | 0.0596 98.24
0.0498 92.79 | 0.0230 99.76 | 0.0514 98.70
0.0882 77.36 | 0.0368 99.37 | 0.0807 96.78
0.0613 89.07 | 0.0333 99.49 | 0.0608 98.18
0.0535 91.68 | 0.0272 99.67 | 0.0615 98.13
0.0875 77.73 | 0.0366 99.38 | 0.0835 96.56
| 0062 8331 | 00329 9951 | 0.0621 98.09
0.0525 9197 | 0.0261 99.69 | 0.0584 98.31

Soustraction | 1765.5-1354
d’une droite | 8¢4.1-815

1765.5-1354
1175.27-1137.98

(o) O T~ o) WL, B = e N O T - B e N0, S N e N0, T ~Nl e RV T SN e RV, T N e RO S N e R




Etude expérimentale

Suite
1765.5-1354 4 100362 96.19[0.0126 9993 [ 0.0363 99.35
1175.27-1137.98 | 5 | 0.0373 9595 | 0.0106 99.95 | 0.0277 99.62
864.1-815 6 |0.0205 98.78 | 0.0079 99.97 | 0.0193 99.82
o 4 00481 9327 | 0.0158 99.88 | 0.0385 9927
i ELHah L 5 100413 95.04 | 0.0146 99.90 | 0.0291 99.58
premiére 864.1-815 : ' : ; 3 :
6 | 00227 9850 | 00087 99.97 | 0.0234 99.73
4 |0.0588 89.94 | 0.0154 99.89 | 0.0405 99.19
il 5 100428 94.67 | 0.0140 99.91 | 0.0260 99.67
1175.27-1137.98 st £ > : 5 :
6 |0.0273 97.83 | 0.0112 99.94 | 0.0234 99.73
1765.5-1354 4 | 00662 8725 | 0.0788 97.13 | 0.0962 9543
1175.27-1137.98 5 |0.0405 9523 | 0.0133 99.92 | 0.0266 99.65
864.1-815 6 |00215 9866 |0.0109 99.95| 00179 99.84
St 1765.5.1354 4 100737 842200837 96.76 | 0.1030 94.80
' = 5 100454 94 |0.0130 99.92 | 0.0198 99.81
seconde 864.1-815
6 |0.0259 98.05|0.0113 99.94 | 0.0207 99.79
4 |0.0736 8425 |0.0893 9631 |0.1090 94.14
SIS 5 | 00496 92.84 | 0.0151 99.90 | 0.0292 99.58
1175.27-1137.98 - : : : : :
6 |0.0246 9824 | 0.0120 99.94 | 0.0209 99.79
1765.5-1354 4 | 00487 93.10 | 0.0139 99.91 | 0.0372 99.32
1175.27-1137.98 5 |0.0333 9678 | 0.0126 99.93 | 0.0261 99.66
to4. 81 6 |0.0236 9838 |0.0099 99.96 | 0.0212 99.78
D"“"f3+ —— 4 10.0526 9195 [0.0161 99.88 [ 0.0381 99.28
premicre 5-
€ it || gy e 5 | 00436 94.48 | 0.0147 99.90 | 0.0269 99.64
S s s 6 | 00226 985200092 99.96 | 00244 99.71
4 [0.0748 83.74 | 0.0186 99.84 | 0.0432 99.08
A 5 100522 92.09 | 0.0157 99.89 | 0.0258 99.67
1175.27-1137.98 : : ; ' : '
6 |0.0328 96.88 | 0.0135 99.92 | 0.0280 99.61

N.B.
Les modéles de calibration en gras sont les modeéles choisis pour faire les tests de
validation, le choix était basé sur les valeurs des différents parametres analytiques.

IT1.2. 6. Détermination des concentrations des mélanges synthétiques par
calibration interne (Test du set de validation)

L’application choisie pour vérifier I’efficacit¢ du modele PLS développé était la
détermination simultanée par la méthode de calibration interne de [’acide
p-hydroxybenzoique, 1’acide vanillique, I’acide cinnamique et ’acide férulique dans les
melanges synthétiques prépares auparavant (Tableau II1.4). Les résultats sont représentés

dans les tableaux de I11.10 a 111.13 et les figures de 111.9 a 111.12.




Etude expérimentale

Tableau .10 : Résultats de calibrage pour I’acide para-hydroxybenzoique.

Informations générales

Standards (total) : 105 Gammes spectrales (cm™) :

Spectres de calibrage : 80 de a

Spectres de test : 25 1765.5 1354

Composantes (total) : 4 1175.27 1137.98

Points utilisés : 390 864.1 815.23
Acide p-hydroxybenzoique

Gamme de concentration:  1.1-3.6

Unités : mg/ml

Type de validation : Test du set de validation

Erreur de prédiction moyenne

Rang de méthode R RMSEP

6 99.85 0.0343

Valeurs de concentration des composantes

Solution étalon Vrai Prédiction (x £ 9) Différence* (x £ J)

Me¢élange synthétique 1 1.1 1.0964 + 0.0029 0.00+0.84

Mélange synthétique 2 1.6 1.6048 +0.0041 0.0+1.3

Meélange synthétique 3 23 2.3354 +0.0043 -0.04+0.28

Meélange synthétique 4 2.9 2.9472 +0.0021 -0.05+0.13

Mélange synthétique 5 3.6 3.6458 +0.0037 -0.05+0.30

(c £ J) : Valeur moyenne + Déviation standard pour (n=5), cinq valeurs dépendantes.
*Différence = Valeur réelle — Valeur de prédiction.

Tableau III.11 : Résultats de calibrage pour I’acide vanillique.

Informations générales

Standards (total) : 105 Gammes spectrales (cm™) :

Spectres de calibrage : 80 de a

Spectres de test : 25 1765.5 1354

Composantes (total) : 4 1175.27 1137.98

Points utilisés : 390 864.1 815.23
Acide vanillique

Gammme de concentration : 1.20 - 4.05

Unités : mg/ml

Type de validation : Test du set de validation

Erreur de prédiction moyenne

Rang de méthode B2 RMSEP

5 99.08 0.0980

Valeurs de concentration des composantes

Solution étalon Vrai Prédiction (x £ 9) Différence* (x £ J)

Mélange synthétique 1 1.20 1.1260 + 0.0086 0.07+0.13

Mélange synthétique 2 1.95 2.0730 + 0.0085 -0.13+£0.14

Meélange synthétique 3 2.70 2.838 £ 0.020 -0.14+0.22

Meélange synthétique 4 3.45 3.5238 £ 0.0049 -0.07+0.24

Mélange synthétique 5 4.05 4.0442 + 0.0042 00+2.8

(x £ 0) : Valeur moyenne + Déviation standard pour (n=5), cinq valeurs dépendantes.
*Différence = Valeur réelle — Valeur de prédiction.




Etude expérimentale

Tableau III.12 : Résultats de calibrage pour I’acide trans-cinnamique.

Informations générales
Standards (total) : 105 Gammes spectrales (cm™) :
Spectres de calibrage : 80 de a !
Spectres de test : 25 1765.5 1354
Composantes (total) : 4 1175.27 1137.98
Points utilisés : 390 864.1 815.23

Acide cinnamique

Gamme de concentration :  0.5—1.7
Unités : mg/ml
Type de validation : Test du set de validation
Erreur de prédiction moyenne
Rang de méthode Rz RMSEP
5 99.51 0.0290
WValeurs de concentration des composantes
Solution étalon Vrai Prédiction (x + J) Diftérence* (x + o)
Meélange synthétique 1 0.5 0.4898 +0.0015 0.010 + 0.070
Mélange synthétique 2 0.9 0.9319+0.0019 -0.032 £ 0.055
Meélange synthétique 3 {7 1.2204 £ 0.0026 -0.02+0.16
Mélange synthétique 4 1.4 1.4146 +0.0013 -0.01 £0.13
Meélange synthétique 5 1:7 1.651 + 0.028 0.049 + 0.094
(oc £ J) : Valeur moyenne + Déviation standard pour (n=5), cinq valeurs dépendantes.
*Différence = Valeur réelle — Valeur de prédiction.

Tableau III.13 : Résultats de calibrage pour I’acide férulique.

Informations générales
Standards (total) : 105 Gammes spectrales (cm™) :
Spectres de calibrage : 80 de a
Spectres de test : 235 1765.5 1354
Composantes (total) : 4 1175.27 1137.98
Points utilisés : 390 864.1 815.23

Acide férulique

Gamme de concentration : 0.2 -0.7
Unités : mg/ml
Type de validation : Test du set de validation
Erreur de prédiction moyenne
Rang de méthode R? RMSEP
6 98.78 0.0205
Valeurs de concentration des composantes
Solution étalon Vrai Prédiction (x £ 9) Différence* (x % 0)
Meélange synthétique 1 0.2 0.2216 £ 0.0074 -0.022 £0.076
Mélange synthétique 2 0.3 0.271+0.014 0.03+0.13
Mélange synthétique 3 0.4 0.376 +0.019 0.02 +0.29
M¢élange synthétique 4 0.6 0.6042 + 0.0076 0.0+1.1
Me¢élange synthétique 5 07 0.7102 + 0.0044 -0.01 +0.31
(x £ 6) : Valeur moyenne + Déviation standard pour (n=5), cinq valeurs dépendantes.
*Différence = Valeur réelle — Valeur de prédiction.
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Etude expérimentale

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 (R* > 98) et des

erreurs RMSEP inférieurs a 0.1 permettant d’estimer la bonne qualité du calibrage.

Les meilleurs paramétres analytiques sont obtenus pour I’acide p-hydroxybenzoique

dii probablement a sa concentration relativement élevée par rapport aux autres étalons.

III.3. Matériel fongique et préparation des extraits
1II.3. a) Origine et identification de l’espéce de Terfez

L’espece de truffe du désert utilisée pour I’étude quantitative des acides phénoliques
majoritaires par la spectroscopie IRTF est Tirmania nivea (Trappe, 1971). Ses ascomes
proviennent de la région du sud-ouest algérien (Béchar). Ils ont une forme sphérique
subglobuleuse, un péridium coloré en blanc lacté et jaunissant devenant plus foncé avec
I’age, mat lisse, il peut étre turbiné, lobé ou bosselé et une gléba homogene, charnue et

légerement spongieuse de couleur blanchatre ou jaunatre (Figure I11.13).

Figure III.13 : Aspect macroscopique de I’espece 7irmania nivea.

L’observation au microscope optique a mis en évidence la forme ovoide, piriforme a
base courte des asques avec une dimension de : 80 x 35 um et un nombre de spores €gale &
5-8. Ainsi la forme ellipsoide lisse ou sublisse hyaline des ascospores & membrane peu
épaisse et des dimensions de : 18 x 13 um, confirmait leur identité comme 1’ont signalé

dans les références [25, 130].
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La figure II1.14 représente les asques et les ascospores du Terfez étudié¢ 7irmania
nivea observés directement et aprés coloration avec le bleu de méthyléne sous microscope

optique a grossissement x1000 (échelle 10 pm).

Figure IIL.14 : Aspect microscopique des ascospores du Tirmania nivea.

II1.3. b) Préparation des extraits de Tirmania nivea

Les ascomes des truffes fraiches ont été séchées a l'ombre pendant 20 jours, puis
broyées en poudre fine et stockées a température ambiante dans un endroit sec et a I’abri de

la lumiére jusqu'a I’ utilisation.

La poudre de truffe séchée (40 g pour chaque extrait) a été macérée séparément a
température ambiante pendant 5 jours dans quatre solvants de polarité croissante : éther de

pétrole, chloroforme, éthanol et méthanol. Le volume de chaque solvant utilisé était 250 ml.

Ensuite, le macérat a été filtré sur du papier filtre. Le méme procédé répété deux fois

puis le filtrat a été évaporé sous vide en utilisant un évaporateur rotatif.

Les extraits obtenus ont subi une extraction liquide-liquide avec le méme mélange de
solvants CH,Cl,/EtOH (90/10) utilisé pour la préparation des étalons ensuite, ils ont €t¢

€Vapores a sec.
Finalement, les extraits sont gardés dans un réfrigérateur a +4°C jusqu'a I’analyse.

Les étapes d’extraction suivies sont résumées dans la figure IIL.15.
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Ascomes fraiche
b, du Tirmania nivea

- Séchage a température ambiante
pendant 20 jours.

- Broyage en poudre fine.

- Stockage a temperature ambiante
dans un endroit sec.

v

Truffes séchées |
2y

v
40 g de lapoudre |
de truffes séchées j

- Macération dans 250 ml de
solvant pendant 5 jours &
température ambiante.
-Filtration sur papier filtre (2 fois).
-Evaporation sous pression réduite.

v
Filtrat brut g

#

-Extraction liquide-liquide avec un
mélange CH,CL/EtOH (90/10).
-Evaporation a sec.

A 4
Extrait |

B

-Dilution.
-Analyse IRTF.

!
[
!
\4

Figure II1.15 : Protocole d’extraction et de préparation des extraits & partir de la truffe du
désert Tirmania nivea.

Le tableau III.14 représente les rendements d’extraction des quatre solvants utilisés
(méthanol, éthanol, éther de pétrole et chloroforme) pour 40 g du poids sec de la truffe du

désert utilisée.
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Tableau ITI.14 : Rendement d’extraction des solvants de différentes polarités.

. Rendement d’extraction
Solvant utilisé "
(%)
Méthanol 3.80
Ethanol 3.38
Ether de pétrole 303
Chloroforme 2.66

III.4. Analyse des extraits par PLS-FTIR
[II.4. 1. Détermination des acides phénoliques dans les extraits

1l 4.1. a) Dilution directe dans le solvant et analyse par calibration externe

Le but de cette expérience était de vérifier la possibilit¢ de la détermination
simultanée des quatre phénols (I’acide p-hydroxybenzoique, 1’acide vanillique, I’acide
cinnamique et 1’acide férulique) dans les extraits méthanolique, éthanolique,
chloroformique et I’extrait d’éther de pétrole de la truffe désertique Tirmania nivea par

PLS-FTIR sans traitement préalable.

Une masse bien précise (150 mg) de chaque extrait a été diluée dans 5 ml du solvant

CH,Cl,/EtOH (90/10).

Les solutions des extraits ont été préparées en se basant sur les données de la
littérature (HPLC-DAD et méthode de Folin-Ciocalteu) [76, 80] et analysées par la
combinaison de la PLS-FTIR.

II1.4.1. b) Résultats d’analyse et interprétation

Il est important de signaler la rapidité de I’exécution de la méthode de calibration
externe du Quant 2 parce qu’il suffit d’introduire les modéles prédictifs puis les spectres
obtenus et avec un simple click sur « Analyser » on peut accéder au tableau des résultats

ainsi que touts les graphes et les statistiques de calibrage effectue.

La figure II1.16 présente les spectres IRTF comparatifs d’absorbance des quatre
extraits dilués dans CH,Cl,/EtOH (90/10) dans le domaine spectral compris entre 4000 et
400 cm™.
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Figure IIL15 : Spectres IRTF des quatre extraits dilués dans le CH,Cl,/EtOH (90/10), avec
I’extrait méthanolique en bleu, I’extrait éthanolique en rouge, I’extrait d’éther de pétrole en
rose et I’extrait chloroformique en vert (A) et spectres des étalons (B) voir figure I11.2.
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La comparaison entre les spectres des étalons et les spectres des extraits pose trois
hypothéses : (1) Soit les extraits ne contiennent pas des acides phénoliques (2) Soit ils sont
en dessous de limites de détection et sont masqués par les bandes intenses des autres
composés chimiques (3) Ou bien ces acides ont €té estérifiés avec la quantité d’éthanol
dans le solvant de dilution (I’apparition d’une bande intense a 1735 cm™ correspond a
’élongation de la liaison C=0 d’un ester et deux autres bandes moyennes a 1240 et 1170

cm™ qui représentent 1’élongation des liaisons C-O-C).

La premiére hypothése a négliger car les données théoriques montrent 1’inverse, alors
que pour vérifier si une réaction d’estérification a eu lieu, nous avons réalisé un témoin puis
nous I’avons soumis aux mé€mes conditions expérimentales que les extraits, le spectre IRTF
du témoin était identique a celui de solution étalon donc nous avons pu constater que

aucune réaction d’estérification n’y a eu lieu entre les acides phénoliques et I’éthanol.

Le tableau I11.15 donne les résultats des concentrations prédites moyennes des quatre
analytes et de la fraction phénolique dans les extraits dilués directement dans

CH,CI,/EtOH.

Tableau TII.15 : Résultats de prédiction des quatre phénols et de la fraction phénolique
dans les extraits.

Phénol Acide p- Acide Acide Acide Fraction
hydroxybenzoique |  vanillique cinnamique férulique phénolique

Extrait C+6(mgml") | ¢+ 5(mgml™) | C+6(mgml™) | C+ 6 (meml?) | C+ 5 (mg.ml™)
Extrait 0.96492 0.352 1.86994 0.220 3.407
méthanolique + 0.00087 +0.012 + 0.00009 +0.011 +0.024
Extrait 1.0564 0.263 1.3212 0.5109 3.151
éthanolique +0.0020 +0.011 +0.0021 +0.0014 +0.017
Extrait d’éther 0.938 .0 0.288 0.8236 0.5403 2.59
de pétrole + 0.022 +0.071 +0.0021 + 0.0092 +0.10
Extrait 0.6002 0.083 0.5505 0.3875 1.621
chloroformique +0.0033 +0.017 +0.0054 +0.0051 + 0.031

C = & : Valeur moyenne = Déviation standard pour (n=5), cinq valeurs dépendantes.

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

La figure I11.16 illustre les représentations graphiques des paramétres analytiques des
concentrations prédites et moyennes des acides phénoliques dans les extraits du méthanol,

éthanol, éther de pétrole et du chloroforme.




£0 0 EED 10 6C0 &0 %0 ECO g0 610 210 SI0 EV0 L0 600 00 SO0 IE0 S60 €0 1E0 60 /20 S0 €0 120 610 20 S0 £10 L0 eno 00 S00
oo S00
v 90T —
600
oo Lo
k¥ Iy €10
S0
V i oy i
L ¥ v ! 610
6000 Ko
700 &
5 520
6100 7o
7200 3 6Eg
syenxy / [fu/Sur] onbrypjruea ) IE0
9y / ouuaKOJA] 10§ 11eoF T80 syrexnxq / [o/Bu] onbryjrues  ftgeg
vEOD : "0y / QUuURAOJA 19 UOOIPI  H—+GE0
_ _ E0D T )l N £0
T €L 860 %0 160 /80 90 60 S0 10 [0 90 €50 550 0L €0l 660 560 160 /80 €80 60 /0 10 /90 €90 650 590
e 550
7 00 \\.\&\ e 90
spenxy / [fu/Sur] anbiozuaqAxo1pAy —Ter 590
-d "oy / suudko oy yreog [~ HOT P 4o
anfiy T
G0 g0
iy 7 80
1\\_.\
v S000- ce0
< 7 ¥
v T v -~ 60
g000 L
A 5610
v 100 LA mn
Gl00 A spexyxy / [ju/Sur] enbrozuagAxoIpAy
v 00 P -d "0y / ouuakoyN 197 uonorpard f—r 501
5700 | ] ) i o s A O (O Y O VL

ajeruaWIAXd apni




‘sjrenxo axyenb sa] suep saIpnie sonbrjousyd sopIoe,p SUONEIUAIU0D §3p sonbnAjeue sanguered sop senbryderd suonejusssidsey : L1 TII 24M3LA

950 v90 ¢50 S0 BP0 970 70 o0 U BEOD U FEU CEU EU BCO 9CU FCU €U ¢U BIT U5 750 ¢G0 G0 9v0 90 pv0 ¢F0 vO S0 90 vEU CET EU B0 90 ¥CT 0 2T 8I0
_ oD : 810
v .
2000
syrenxg / [fo/Sw] onbrmugy 00T e el
"0y / QUUAAON 10§ MO S0 -
y00°0- .\
€000 o EED
7 v ™
¥ v 200 L~
= v oo Bel
== 3 0 \
. e Evo
1000
X 2000 -
v v v . By
€000 Ve swexeq / [ju/Bua] onbrynigy
y000 "0y / QUUSLON 19F UOTOIPRI] £50
V G000
q ot T T |,
8T 81 ZT 01 SV FI EF ¢F 1T ¥ 60 00 Z0 90 G0 7¥O0 ! 71 91 SF 7l EF 2) IV |V 60 80 £0 90 50 O
85000 ro
v A 50
9r000- 90
v . L0
.“. 98000 = i
| syenxq / [fur/Swr] snbrueuurd 97000 60
"0y / SUuSKOJA] 10F 1BOH b
- . .
Y 91000 _._
cl
9000°0- £l
hY4 .
vl
4 .
y0000 gl
v A gl
y1000 .
v v spenxy / [juySw] onbruweuurn  [—- /71
- vZ000 "0y / SUUSAOIA] 19 UONOIPRId |—18')
[TITTITITIT0T,
) 2z

9|ejuswilipdxa apnij




Etude expérimentale

D’aprés les spectres IRTF de la figure II1.16, les résultats du tableau IIL.15 et les

représentations graphiques de la figure II1.17, on remarque que :

> L’allure des spectres des extraits et des étalons n’est pas la méme, ce qui révele
probablement la présence des autres composés chimiques majoritaires solubles dans
notre solvant ou bien des composés phénoliques différents des étalons.

» Les concentrations prédites des analytes sont dans les limites du domaine de
calibrage a 1’exception de celles de 1’acide vanillique qui montre des faibles
concentrations dues probablement a sa faible teneur dans la matrice étudiée ou sa
faible solubilité dans le solvant utilisé.

» L’acide vanillique présente également des résultats moins précis (erreurs de

prédiction et de calibration et écarts) en comparaison avec les autres phénols.

IMI.4. 2. Détermination des acides phénoliques dans les extraits enrichis

111.4.2. a) Addition standard et préparation des extraits enrichis

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

dans la matrice complexe.

Dans notre cas, chaque extrait du Terfez est enrichi par une quantité bien précise
d’analyte. A une masse (150 mg) de chaque extrait, on a ajouté une concentration donnée
de chaque étalon (voir tableau II1.16). Les mélanges ont ét¢ dilués dans un volume total

égal a 2 ml et ensuite ont ét€ soumis a 1’analyse par PLS-FTIR.

111.4.2. b) Résultats d’analyse et interprétation

La figure I11.18 illustre les spectres infrarouge comparatifs d’absorbance des quatre
extraits aprés ’enrichissement avec une dilution dans CH,Cl/EtOH (90/10) dans le
domaine spectral compris entre 4000 et 400 cm™.

Nous avons résumé les résultats de prédiction des quatre composés et ainsi la fraction
phénolique des extraits méthanolique, éthanolique, éthérique et chloroformique de
Tirmania nivea avant et aprés ’enrichissement pour des concentrations équivalentes

d’extraits dans le tableau I11.16.
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Figure III.17: Spectres IRTF des quatre extraits, concentrés et enrichis, dilués dans le
CH,Cl,/EtOH, I’extrait méthanolique en bleu, 1’extrait éthanolique en rouge, ’extrait d’éther de
pétrole en rose et ’extrait chloroformique en vert (A) et spectres des étalons (12) voir figure I11.2.
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Etude expérimentale

Il existe de nombreuses similitudes entre les spectres IRTF des quatre extraits
enrichis et les spectres des étalons, ou on a I’apparition des bandes moyennes & environ
1635, 1600, 1515 et 850 cm™ et une augmentation de I’intensité des pics a 1465, 1378,

1165 et 880 cm™ par rapport les spectres des extraits avant I’enrichissement.
Le pourcentage de récupération est calculé en utilisant la formule suivante :

Conce NIratioN gy, es enrichissement

R% = X 100

Concentrationgyant enrichissement + CONcentration ajoutée

D’apres les résultats représentés dans le tableau II1.16, on constate que pour chaque
extrait, le pourcentage de récupération oscille autour de 92 et 107% pour toutes les
composantes. Des valeurs moyennes des concentrations prédites varient entre 0.78 et 4.83
mg.ml”, sont dues probablement a la composition des différentes matrices. En ce qui
concerne la fraction phénolique, on remarque que les valeurs des concentrations calculées

sont généralement excellentes.

L’extrait méthanolique montre des concentrations élevées en acides phénoliques avec
les meilleures valeurs de pourcentage de récupération alors que I’extrait chloroformique

montre des plus faibles concentrations avec des pourcentages de récupération plus basses.

Les graphes de la figure III.18 illustrent les représentations des parameétres
analytiques des concentrations prédites et moyennes des quatre phénols dans les extraits

chloroformique, éthérique, éthanolique et méthanolique du Terfez aprés I’enrichissement.
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Etude expérimentale

Le tableau II1.17 représente les valeurs de la prédiction des concentrations des
analytes et la fraction phénolique calculée dans les extraits méthanolique, éthanolique,
éthérique et chloroformique et Ia proportion de chaque phénol rapportée pour 1g d’extrait

de Tirmania nivea.

Tableau YII.17 : Teneurs et taux des quatre acides et de la fraction phénolique dans 1g
d’extrait.

Extrait Analyte Tene;xrid;inlzz)e b3 Taux (%)
Acide p-hydroxybenzoique 32.163867 £+ 0.00087 3.2
Backrili Acide vanillique 11.736 £ 0.012 1.2
méthanolique Acide cinnamique 62.33133 + 0.00009 6.2
Acide férulique 7:333 £ 0011 0.7
Fraction phénolique 113.564 + 0.024 11.4
Acide p-hydroxybenzoique 35.2147 £ 0.0020 3.5
Extrait Acide vanillique 8.7605+0.011 0.9
éthanolique Acide cinnamique 44.0407 £ 0.0021 4.4
Acide férulique 17.0315 +£0.0014 1.7
Fraction phénolique 105.047 £ 0.017 10.5
Acide p-hydroxybenzoique 31.265 £ 0.022 3.1
Extrait de Acide vanillique 9.600 + 0.071 1.0
Iéther de Acide cinnamique 27.4528 +0.0021 2.7
pétrole Acide férulique 18.0092 + 0.0092 1.8
Fraction phénolique 86.33+£0.10 8.6
Acide p-hydroxybenzoique 20.0053 +0.0033 2.0
Extrait Acide vanillique 2.7724+0.017 0.3
chloroformique Acide cinnamique 18.3511 £ 0.0054 1.8
Acide féruligue 12.9153 £ 0.0051 1.3
Fraction phénolique 54.044 £0.031 54

C £ & : Valeur moyenne + Déviation standard pour (r=5), cinq valeurs dépendantes.

Les proportions calculées des analytes et de fraction phénolique dans 1g d’extrait de

la table II1.17 sont représentées dans la figure I11.19.

L’analyse des deux tableaux II1.16 et III.17 montre globalement des valeurs de
concentrations prédites en accord avec les valeurs de la littérature [76] ce qui permet de

valider les modeles développés dans cette étude.

L’extrait méthanolique montre les meilleures proportions en acides phénoliques avec

les concentrations suivantes : 32.16, 11.74, 62.33 et 7.33 mg correspondantes a 1’acide




Etude expérimentale

p-hydroxybenzoique, ’acide vanillique, 1’acide cinnamique et I’acide férulique,

respectivement, pour une masse équivalente & 1g d’extrait.
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Figure I1.19 : Taux des composantes dans 1g de chaque extrait obtenu.

Cependant nous notons des valeurs d’analyses par défaut (approximativement la
moitié des valeurs de la méthode Folin-Ciocalteu) [76, 80], ceci pourrait étre di a la non-
sélectivité de la méthode F.C., d’ot la nécessité d’obtenir des mesures indépendantes de

trois répliques au moins pour confirmer les résultats obtenus.

Bien entendu, I’étude comparative correcte pour valider les modeles développés

devrait se faire avec les résultats d’analyse chimique par HPLC ou par CG-SM de nos

extraits.
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Conclusion générale

Conclusion générale

Nous avons réussi a travers ce modeste travail a exécuter, pour la premiére fois au
sein de notre équipe de recherche, le logiciel intégré « Quant 2 ». L’avantage de tel logiciel
est qu’il permet de traiter des spectres des matrices complexes présentant des bandes IR

chevauchées.

Afin de construire les modeéles de calibration, seize solutions étalons & deux niveaux
de concentrations ont été préparées a partir de quatre acides phénoliques majoritaires dans
la truffe (I’acide p-hydroxybenzoique, I’acide vanillique, I’acide cinnamique et I’acide
férulique reépectivement dissous dans CH,CIL/EtOH (90/10)) dans les domaines de
concentrations comprises entre 0.1 et 4 mg.ml™” puis analysées en utilisant des fenétres de

BaF,, avec une entretoise de 0.1 mm d’épaisseur et une accumulation de 15 spectres.

Nous avons étudié les différents paramétres d’optimisation lors de cette modélisation
a savoir les gammes d’optimisation, I’option de prétraitement spectral (correction d’offset,
soustraction d’une droite, dérivée premiére, dérivée seconde), les régions spectrales

utilisées pour les rangs 4, 5 et 6.

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 : 1765.5-1354, 1175.27-1137.98, 864.1-815 em’.

Les résultats des analyses consécutives démontrent que les modeles PLS développés
sont adéquats pour la détermination simultanée des quatre analytes, en fournissant des
erreurs de prédiction RMSEP comprises entre 0.02 et 0.10, des erreurs de calibrage RMSEE
limitées par 0.01 et 0.03 sachant que leurs coefficients de détermination sont inclus dans le

domaine entre 98.87 et 99.99 permettant d’estimer la bonne qualité de calibrage.

Les rendements en extraits obtenus par macération varient selon la polarité du solvant
utilisé. Le meilleur rendement de 3.80% est enregistré pour 1’extrait méthanolique suivi par
I’extrait éthanolique et 1’extrait d’éther de pétrole avec des rendements de 3.38% et 3.03 %

respectivernent, et enfin I’extrait chloroformique avec 2.66%.

L’analyse des échantillons réels enrichis donne des valeurs de prédiction par défaut
en comparaison avec les données de la littérature. L’extrait méthanolique présente les

concentrations les plus élevées en acides phénoliques avec les valeurs 32.16, 11.74, 62.33
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et 7.33 mg.ml” correspondantes, respectivement, a I’acide p-hydroxybenzoique, 1’acide
vanillique, I’acide cinnamique et I’acide férulique pour une masse équivalente a un gramme

d’extrait. Alors que le pourcentage de récupération a varié de 92 a 107 %.

A D’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 facteurs modulants les rendements et les propriétés de ces
extraits ;

Valider les modéles développés par des moyens de caractérisations des extraits plus

2,
6,0

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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