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Résumé

Aprés ’exécution, pour la premiére fois au sein de notre équipe de recherche, d’un
nouveau logiciel de calibration multivariée PLS-FTIR, le développement d’un module de

calibration, moyennant ce logiciel est réalisé.

Pour mettre en évidence 1’intérét pratique d’un tel logiciel et la simplicité et la rapidité
du modéle développé, une étude comparative entre les deux modes de calibration

monovariable et multivariable est effectuée.

Pour établir le modéle de calibration multivariable, huit solutions étalons contenant les
quatre analytes (thymol, eucalyptol, camphre et menthol) dans des proportions différentes

sont utilisées.

Les résultats de la modélisation indiquent que le modele PLS-FTIR est adéquat pour la
détermination simultanée des quatre analytes en fournissant un coefficient de corrélation

compris entre 1 et 0.995 et une précision d’analyse faible.

Mots clés : Calibration multivariable et multicomposée, spectrometrie IRTF, PLS, thymol,

eucalyptol, camphre, menthol, miel, algue brune (C. Tamariscifolia).



Abstract

After the execution, for the first time in our research team, a new calibration software
multivariate PLS-FTIR, the development of a calibration module, with this software is made.

To demonstrate the practical relevance of such software and the simplicity and speed
of the developed model, a comparative study between the two methods of calibration
univariate and multivariate is performed.

To establish the calibration model multivariate eight standard solutions containing the
four compounds (thymol, eucalyptol, camphor and menthol) in different proportions are used.
The modeling results indicate that the PLS-FTIR model is adequate for the simultaneous
determination of the four compounds by providing a correlation coefficient between 1 and

0995 and a low accuracy analysis.

Keywords: Multivariate Calibration and multicompounds, FTIR spectrometry, PLS, thymol,

eucalyptol, camphor, menthol, honey, brown algae (C. tamariscifolia).
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Introduction



Introduction générale

La calibration monovariable est la méthode de mesure la plus usuelle, son principe
théorique est simple & comprendre mais trés laborieuse et nécessitant un temps trés important
pour la validation afin d’atteindre 1’information chimique recherché [1].

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

La méthode de calibration multivariable la plus utilisée pour le traitement des données
spectroscopiques IRTF est la régression des moindres carrées partiels (PLS). Les travaux
réalisés dans ce domaine de recherche (PLS-IRTF) s’intéressent généralement, au
développement de modeles dans les différentes zones de spectres de I"infrarouge (PIR-MIR,
LIR), ou 4 la détermination simultanée d’analytes dans des matrices complexes.

Le développement de modéle d’analyse quantitative par PLS-FTIR, estimé simple,
rapide, précis et disponible, s’avére nécessaire dans notre laboratoire du fait de I’orientation
de son axe de recherche vers les substances naturelles qui ont une composition complexe et
variable.

L’objectif de ce travail est double :

D’un coté 1’étude, concerne I’exécution, d’un nouveau logiciel de calibration
multivariable PLS-IRTF pour la premiére fois au sein de notre équipe de recherche, et de
1’autre coté, elle est orientée sur le développement d’un modele de calibration, moyennant ce

logiciel.
Le contenu de ce mémoire s’ organisme en deux chapitres:

Le premier chapitre présente une partie théorique générale sur les connaissances de

bases de cette étude.

Le deuxiéme chapitre comporte une partie expérimentale qui a pour objet d’une part
de développer un modele de calibration multivariable et multicomposé pour la détermination
simultanée de Thymol, Eucalyptol, Camphre et Menthol dans des échantillons réels enrichis
(deux variétés de miel produits en Algérie et en France ou dans I’extrait d’algue brune
(C.Tamariscifolia), et d’autre part illustrer la simplicité et la rapidit¢ de cette procédure
quantitative en comparaison avec le mode de calibration monovariable.

Enfin, une conclusion générale qui résume les principaux résultats obtenus.



Chapitre 1

Partie the€orique



I. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

Le rayonnement infrarouge (IR) fut découvert en 1800 par Frédéric Wilhelm Hershel. Ces
radiations localisées au-dela des longueurs d’onde dans le rouge, sont situées dans le domaine

infrarouge entre 14000 et 10 cm™.

A cause de sa grande extension et de la différence en application et instrumentation la
région de I’infrarouge est divisée en 3 zones, le proche infrarouge (NIR) s’étend de 14000 a
4000 ¢cm™” le moyen infrarouge (MIR) s’étend de 4000 jusqu’a 380 cm” et le lointain
infrarouge (FIR) s’étend de 380 & 10 cm™ [2].

L1. Principe

La spectrométric IRTF est une technique d’analyse physico-chimique, utilisant un
faisceau infrarouge qui provoque une vibration spécifique des groupements fonctionnels de
chacune des molécules qui lui est exposée. Au moyen d’un traitement algorithmique
(transformée de Fourier), ces vibrations se traduisent par la construction d’un spectre dont le
profil correspond a la présence specifique dune ou plusieurs molécules. Ainsi, la
spectrométrie IRTF a ét¢ utilisée pour analyser qualitativement et quantativement plusieurs
types de composés chimiques et biologiques [3].

Grice & un systéme optique appelé interférométre de Michelson (figure 1), des balayages
rapides, permettant I’accumulation d’un grand nombre de spectres, sont devenus possibles et,
par conséquent la qualité des spectres s’est bien perfectionnée par I’amélioration du rapport
signal / bruit, de la précision photométriques et ce, en un temps de mesure court (un spectre

IR est acquis en 30 secondes environ par accumulation de 10 spectres) [4].

[ Mimoire fixe \

Séparatrice

L
( )

Source

Echantillon

E = WH | TF- ordlnateur. ‘
\_ /

Figure 1 : Schéma d'un spectromeétre IR a transformée de Fourier

Detecteur




L2. Analyse qualitative

L’analyse qualitative par spectrométrie infrarouge est la méthode 1a plus universelle vu la
quantité d’information obtenue. Le spectre infrarouge d’une molécule est une fonction des
atomes constituant cette molécule et des forces de liaison qui les lient. Une molécule non
linéaire constituée de N atomes présente un spectre pouvant comporter jusqu’a (3N-6) bandes
d’absorption. En général, ce nombre est inférieur pour des raisons de symétrie.

On congoit bien que ce specire sera trés sensible aux modifications de structure, donc tres
spécifique de la molécule ; on considere d’ailleurs la section de droite inferieure a 1500 cm’
du spectre infrarouge comme empreinte digitale de la molécule. En particulier, les isomeres
cis et trans des alcénes, les isoméres ortho, méta, para des hydrocarbures aromatiques se
différencient aisément. 11 existe toutefois une limitation dans une série homologue, les

composés de haut poids moléculaire ont des spectres prafigiiement identiques [5].

L3. Analyse quantitative

L’analyse quantitative par infrarouge est basée sur I’utilisation de la loi de Beer-Lambert
qui établit une relation entre les mesures d’absorbances et la concentration des especes a
déterminer. Des analyses quantitatives & 10% sont relativement aisées 4 obtenir, pour des
analyses plus précises (moins de 1% en solution) il est nécessaire de s’assurer que les spectres
sont enregistrés dans les conditions optimales [6]. Différentes méthodes analytiques peuvent
gire choisies selon le cas. On peut citer la méthode de calibration exiemne ou la méthode des
additions standards.

La spectrométric IRTF présente plusieurs avantages, tel que: le caractére non
destructif, la bonne résolution des spectres, I’identification spécifique, liens chimiques, ainsi
que la rapidité et la simplicité. Bien que la spectrométriec IRTF est devenue I’une des
techniques d’analyse quaniitative utilisée dans le plus grand nombre de disciplines
scientifiques, elle présente des inconvénients, a savoir sa grande sensibilité a 1’eau et au CO,
en plus, I’absence d’indication sur la localisation des molécules. Cette technique a €t¢ utilisée

dans plusieurs travaux scientifiques [7,8].



II. Méthodes d’analyse quantitative

~

eut 8tre définie comme une suite d’opérations élémentaires,
statistiquement indépendantes les unes des autres (c.a.d. que I’erreur expérimentale associée a
chaque opération élémentaire est sans influence sur les autres ; par exemple, Perreur de
lecture sur un appareil de mesure ne dépend pas de I’erreur de pesée et inversement), qui
commencent au moment de la prise d’essai et aboutissent a 1’expression d’un résultat
d’analyse qu’il faudra valider pour pouvoir disposer enfin d’une donnée analytique, exprimé
le plus souvent sous forme d’une concentration.

Pour la mesure, on dispose d’un trés grand nombre de méthodes qu’on trouvera
décrites dans des ouvrages généraux [9]. Des ouvrages consacrés & un domaine d’appiication
particulier [10], qui permettent d’approfondir 1’étude de telle ou telle méthode. Mais il est
important de remarquer que la méthode d’analyse correspond & une combinaison de I’étape de
traitement de I’échantillon analytique et de I’étape de la mesure, ces deux €tapes sont

3

interdépendantes et si I’on est confronté au choix d’une méthode d’analyse une réflexion
devr

pour valider la méthode.
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Pour la méthode de mesure, on a pour habitude d’utiliser la méthode de calibration
monovariable, méthode dont le principe théorique est simple a comprendre mais tres
laborieuse et nécessitant un temps trés important pour la validation (c.a.d. la détermination
des différents paramétres analytiques & savoir : domaine de linéarité et sensibilité, limites de
détection et de quantification, précision et fidélité (répétabilité) ; exactitude et reproductibilité,
rapidité et cofit) et pour atteindre enfin I’information chimique recherchee.

La méthode de calibration multivariable est une méthode analylique assez nouvelle,
mais elle a déja eu un impact énorme sur le terrain spectroscopique, a un point tel que le
logiciel de chimiométrie est aujourdhui intégré avec l'instrumentation en tant que norme de
développement. Cette approche est une réflexion sur la fagon dont peuvent s’appliquer
quelques notions statistiques bien connues 4 un ensemble de résultats d’analyses chimiques.
Le principe théorique de cette méthode d’analyse est assez complexe mais son exploitation et

utilisation est tres facile et rapide.



IL1. Méthode de calibration monovariable

La calibration monovariable consiste & modéliser le signal de sortie du capteur (appelé
X variable) en fonction de la variable mesurée (appelée Y variable). Pendant 1'étalonnage, les
Y variables, considérées comme étalons, sont évaluées, ainsi que les X variables associées.

TSN

Le modeie esi alors une fonciion F: ¥ =/14)
On peut alors évaluer la fonction f qui est généralement une droite de régression, on fait alors

Thypothése de linéarite [11].

IL2. Méthode de calibration multivariable

La chimiométrie est la discipline qui combine les mathématiques et les méthodes

. é . . 3
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maximum d’information des données issues d’analyse chimique [12]. La chimiométrie
regroupe 1’ensemble des méthodes de planifications des expériences, des méthodes
d’extraction de Iinformation (modélisation, classification et test d’hypothése et des
techniques permettant de comprendre des mécanismes chimiques (relation structure / activité
des molécules) ou de modeler un procédé [13 ,14]. La chimiométrie est encore en évolution
et la définition peut étre modifiée de temps 4 autre afin d'y inclure tous les nouveaux
développements. La chimiométrie a été introduit 3 la fin des annces 1960 par un certain
nombre d’¢tudes de recherches en chimie, principaiement dans ie domaine de ia chimie
organique, analytique et physique. Les raisons de développement de la chimiométrie sont
liées principalement a :

o lintroduction d'instruments donnant des reponses a plusieurs variables pour chaque

échantillon analyse€.

(1]
o

La chimiométrie consiste a modéliser les variations d’un certain nombre de variables,
que nous appellerons Y variables dont 1’obtention est délicate (nécessitant une analyse
chimique par exemple) en fonction d’autres variables appelées X variables mesurables, et on
distingue 2 opérations:

1- L'étalonnage : en laboratoire (modélisation) ou toutes les mesures de variables doivent

stre réalisées et ol le modéle « prédicteur » est calculé.



2- La prédiction : utilisation courante « sur le terrain », ou seules les variables X sont

mesurées, les autres, Y, étant calculées a I’aide du modele (Figure 2) [16,17].

ﬂTALONNAGE / MODILISATION } { PREDICTION / ANALYSE QUANTITATIVE?

V&riable,s . Variables X
e Mesurées
(capteurs) ., >
h Calcul de (capteurs) Calcul de
Variables Y modilisation PFEdl‘Ctlon
Mesurées s
(analyses) Prédicteur ‘
Y Estimation des

K Prédiction variables Y)

Figure 2 : Schéma représentative de la chimiométrie

11.2.2. Calibration multivariée

La calibration multivariée est l'application la plus réussie de la combinaison de la
chimiométrie et des données spectrales [15].

Les modeles multivariables de calibration sont dimportance pour beaucoup de
mesures analytiques, en particulier pour des données spectroscopiques [18].

La calibration multivariée a toujours été une pierre angulaire majeure de la
chimiométrie appliquée & la chimie analytique. Cependant, il ya un grand nombre de
raisonnement de diverses écoles. Pour certains, la chimiométrie implique la calibration
multivariée. Certains groupes scandinaves et nord-américains ont fonde une grande partie de
leur développement au cours des deux dernieres décennies principalement sur les applications
des algorithmes des régressions des moindres carres partiels (PLS), alors que le texte
classique par Massart et les collégues ne mentionne pas Iexpérience PLS. L'étalonnage
multivarié est considéré par certains comme une grande batterie d'approches a l'interprétation

des données analytiques [19].

¢l



11.2.3. Méthodes de régressions usuelles pour le calibrage multivariable

Il a été proposé plusieurs méthodes pour le calibrage multivariable, il s'avere que

plusieurs de ces méthodes ne s’exécutent que pareillement pour éviter la confusion due a

e Régression iinéaire muitiple (MLR)
e Régression de composant principal (PCR)
e Régression des moindres carrés partielle (PLS)

e Régression de réseaux neurologiques (NN)

®
3,
P

42}

9
2

ion localement pesée (LWR)

e TFonctions de base radiaies combinées avec PLS (RBF-PLS)

i1.2.4.1. Présentation

La régression des moindres carrés partiels (PLS) en anglais (Partial Least Squares

régression) est parmi les méthodes de chimiométrie de la calibration multivariable les plus

Aac) variahlae ddnandantec (rédnnancac) Vat 1m encemhle de variahlac nréddictivec allac Ane
\A\lﬂ’ YL iuUuU WD \-LUH\JLAWALU;) \xul_r\_u.luuu} 4 WU UL WAIOWLLIU AW WW Y Gl LU WD HLUwULLVV\J LA WWALAND \1“\-{
Y=5h0+h1X1+H2X2+ ... + bpXp
Ou les bi sont les coefficients de régression [20].
Dans beaucoup de problémes d'analyse de données, I'estimation de la relation linéaire

prévisions pour de nouvelles observations.
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satisfaisantes dans la plupart des cas, ou un rapport linéaire ou quasi linéaire existe entre les
spectres expérimentalement mesurés et la propriété de cible a déterminer (par exemple,
concentration). Cependant, le PLS n'est pas toujours la meilleure méthode, particulicrement

dans les situations ot un modéle non linéaire complexe est exigé pour modeler le rapport

r
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1l est, cependant, important de savoir que la force historique (et économique) majeur dans ce
domaine est liée a I'utilisation de PLS dans fa spectroscopie proche infrarouge (NIR), 2 un point tel
que de nombreux paramétres ~statistiques NIR et chimiométrie sont presque indissociables, et ce
notamment, dans le contréle des processus industriels et de la chaine de production ou le nombre de
variables peut atteindre une certaines [6]. Du fait que, chaque type de spectroscopie et de
chromatographie a ses propres caractéristiques et problémes, des logiciels ont été développés pour
faire face aux situations spécifiques qui ne sont pas nécessairement trés applicables & d'autres

techniques comme la chromatograp

e ou RMN ou MS. En conclusion, les approches
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Compar¢ a d'autres méthodes de régression pour des données colinéaires, il a été établi
que le plus grand avantage de PLSR est que "l'information dans 1a variable Y est utilisée",
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que la méthode rend possible la combinaison de la prédiction avec l'étude d'une structure
jointe latente dans les variables X et Y. Ainsi, la méthode demande souvent moins de
composantes que PCR pour donner une bonne prédiction. Avec la facilité d'implémentation,
cela a rendu cette méthode tres populaire en chimie, en particulier en spectroscopie, mais les

applications dans d'autres domaines sont aussi trés répandues.

11.2.4.2. Historique

1966 : Herman Wold [24] publie un ouvrage introduisant le PLS, alors appelce
NonLinear Iterative Partial Least Squares NIPALS. Un modele congu pour l'estimation des
modgles d'équations structurelles sur les variables latentes. Tl en résulte une représentation

A DT Q aniia 1o formne dhie al
1 110 SOUS 1a 101t b ul ai

1983 : Svante Wold (le fils d'Herman) et Harold Mertens [25] adaptent NIPALS au
probleme de régression avec trop de prédicteurs et appellent PLS cette adaptation de
I'algorithme.

1990 : Stone et Brooks [26] introduisent le PLS dans le contexte du "Contimuum
Regression" (elle ajoute un paramétre continu A autorisant la méthode de modélisation a varier
continuement entre MLR "Multiple Linear Regression” (A = 0), PLS (4 = 0:5) et PCR

1 13
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du PLS dans un contexte statistique.
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1998 - Tenenhaus [27] écrit un ouvrage entierement en frangais dédi€ a cette méthode.
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fii. Description des monoterpénes utilisés comme étalons

IIL1. Classement des monoterpénes

Les métabolites secondaires des végétaux peuvent &tre définis comme des molécules
indirectement essentielles & la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires
(protéines lipides et glucides) qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal. Ces
métabolites secondaires exercent cependant une action déterminante sur 1’adaptation des
piantes a leur environnement. lis participent ainsi, de maniere tres efficace
végéiaux a des siress varies (attaques de pathogenes, prédations d’insecies, sécheresse,

lumiére UV .......).

sont distribués différemment selon leurs rbles défensifs. Cette distribution varie d’une plante

a ["autre.

On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands groupes : parmi ceux-
sl h P o oo do W G D A _— b IR RO e : id LS B -4 ¥ i o e 2 = il g .o T
Ci, 1S CUlIlpUSCS pﬂCIlUlqulCS, 1ES erpencs, ies sterofaes €t i1es COIposcs azotes aont 1es
alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composeés qui

possédent une tres large gamme d’activités en biologie humaine [28].

Les terpénoides possédent un rble écologique lors des interactions végétales, comme
agents allélopatiques, c’est-a-dire inhibiteur de la germination, mais aussi lors des interactions

végétal-animal, comme agent de protection contre les prédateurs tels que les insectes [29].

Les monoterpénes sont une classe de terpénes constitués de deux molécules d’isoprene
(CsHg), Tis peuvent étre linéaires, monocycliques; (thymol, menthol) ou bicycliques (camphre,
eucalypyol ou « cinéole ») (Figure 3). Les fonctions des monoterpeénes sont multiples.
Certains protégent les plantes des prédateurs, inhibent la multiplication des bactéries et/ou

champignons.



Monoterpénes

Monoterpénes acycliques

Monoterpénes cycliques

Bicycliques
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*Les lignes en pointillé (rouge), les standards utilisés dans cette étude Figure 3 : Classement des monoterpenes [30]



Figure 7 : Camphre

Il est inflammable mais non explosif (il entre cependant dans la composition de

mélanges explosifs). Par contre, ses vapeurs mélangées a l'air peuvent exploser [35].
III.2.4. Menthol

Le menthol est un composé organique (Figure 8) covalent obtenu soit par la synthese,
soit depuis 1’extraction & partir de I’huile essentielle de menthe poivrée ou d’autres huiles
essentielles de menthe. Il appartient 4 la famille des monoterpénes. A température ambiante
(20 & 25 C°), il se trouve sous forme solide, d’une couleur d’un blanc cireux. Il fond si I'on
augmente légérement la température. Le menthol a des propri€tés anti-inflammatoires et
antivirales. Il est d’ailleurs utilisé pour soulager les irritations mineures de la gorge. II est

également un anesthésique local [36, 37].
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Figure 8 : Menthol

Le tableau 1 récapitule quelques propriétés physico-chimiques des monoterpenes

considérés dans ce travail.




Tableau 1 : Propriétés physico-chimiques de thymol, eucalyptol, camphre, et menthol

Masse | Température Masse

Formule
Monoterpénes Nom UCPA - molaire d’ébullition | volumique
rute
(g-mol™) (C°) (g-cm™)
5-méthyl-2-(propan-2-
Thymol Ci0H140 150.2 233 0.97-0.93
yl)-phénol
Eucalyptol 1,3,3-trimethyl-2-
i . C10H150 154.2 176 a 177 0.9225
(Cinéole) oxabicyclo[2,2,2]octane

1,7,7-Trimethylbicyclo
Camphre Ci0H160 152,3 204 0.992
(2,2,1)heptan-2-one

(IR,2S,5R)-5-méthyl-2-
Menthol (propane-2- Ci10H200 156.2 212 0.903
yl)cyclohexanol

IV. Thymol, camphre, eucalyptol et menthol dans le miel

Le miel est la substance naturelle sucrée produite par 1abeille Apis mellifera a partir
soit du nectar de plantes, soit de sécrétions provenant de parties vivantes de plantes ou soit
d’excrétions d’insectes butineurs laissées sue les parties vivantes de plantes. C’est ainsi que
les abeilles butinent, transforment en les combinant avec des substances spécifiques qu’elles
sécrétent elles-mémes, déposent, déshydratent, emmagasinent et laissent affiner et murir dans

les rayons de la ruche [38].

Depuis le début des années 80, les apiculteurs sont confrontés a l'apparition du Varroa
destructor, acarien parasite de l'abeille, responsable de l'affaiblissement des colonies

d'abeilles.

L’Apilife VAR dont le thymol est constitue la principale matiére active, est un

varroacide efficace enregistre depuis 1996 en Suisse dans la lutte contre ’acarien Varroa

[39].



L’ Apilive VAR se compose d’une plaque de vermiculite (mousse céramique poreuse)
d’une dimension de 5 x 9 x 1 cm, imprégnée d’un mélange de thymol (76 %), d’eucalyptol
(16.4%), camphre (3.8%), et de menthol (3.8%) (Figure 9). L’effet varroacide de la substance
active principale soit le thymol, a déja été décrit il y a plusieurs années dans des travaux

effectués en Italie et en Russie [40].

Figure 9 : Les plaques de « Apilife VAR »

V. Monoterpénes dans les algues

Les algues sont le plus souvent des veégétaux chlorophylliens et réalisent la
photosynthése. Elles sont présentes dans tous les milieux, marins, dulcaquicole et méme
aérien. Elles ont des formes et des dimensions trés diverses. La composition chimique des
algues est variable, elles contiennent généralement des pigments (chlorophylles, carotenes,
xanthophylles*...), des polysaccharides, des acides gras, des stérols, des dérivés terpéniques,
des composés phénoliques et d’autres dérives [41-42].

Plusieurs travaux ont porté sur 1’étude des dérivés terpéniques dans les algues. Au méme titre
que les composés diterpéniques et les sesquiterpénes, les monoterpenes constituent une classe
de composés isopréniques chez les macroalgues, les rhodophycées en renferment le
pourcentage le plus élevé [43, 44]. Une étude a montré Iexistence du 1,8 cinéole dans les

algues avec une concentration qui varie de 2-3 |,tg.L'1 [45].



VI Synthése des travaux antérieurs PLS-IRTF
VL1. Travaux antérieurs PLS-IRTF dans les substances naturelles

Différents travaux ont été menés en utilisant le PLS-IRTF et en s’intéressant d’un cot€ aux
TIYTTY /MYTTY I ATy

régions specirales de mesure dans les différentes zones de Pinfrarouge IRTE (PIR — MIR -

LIR) et d’autre c6té aux matrices ciblées

3

Le but de ce travail était de développer une méthode de spectroscopie infrarouge

moyen pour une determination simuitanee rapide €
organiques conienus dans ie fruit d°abricot, en uiilisant ia réfiexion iotaie atiénuce (ATR).
Le potentiel de cette méthode couplée a des techniques de chimiométrie basé sur la
méthode des moindres carrés partiels (PLS) a été évalué par comparaison avec la

détermination enzymatique actuellement utilisée par le saccharose, le glucose, le fructose,
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(252 abricots). Les bonnes performances de prédiction ont été obtenues (R2 > 0,74 et

18% de RMSEP).
< Daprés N. Nicolaou et al [47]

1’intérét de cette étude était de vérifier la précision et la validité de la spectroscopie
IRTF pour la détection et la quantification de l'adultération du lait de chévre, de brebis et
de vache dans les deux mélanges binaires et lernaires. L'analyse par spectroscopie IRTF
combinée avec des méthodes statistiques multivariables, telle que la régression des
moindres carrés partiels (PLS) et la régression non linéaire des moindres carrés partiels
(KPLS), ont été utilisés pour I'étalonnage multivariable pour quantifier les différentes
concentrations de lait. Les spectres IRTF ont montré une valeur prédictive, pour les
e 6.5 4 8 % denou. Des exveiiouics prédiciions

L TDT Q eram Aog mesire d= 34 S A G0 et
L RF LD avet OGS Clituld U 2,49 a “,7/0 CL

de 3.9 a 6,4%, respectivement, ces résultats montrent que la spectroscopie IRTF a un
excellent potentiel pour une utilisation dans Iindustrie laitidre et ce, comme un procédé

rapide dans la quantification de l'adultération du lait.
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< D’aprés Iola F. Duarte et al [48]

1. ohjectif principal de ce travail était de développer une procédure de spectroscopie
IRTF-ATR-PLS pour la quantification des sucres dans les jus de mangue en fonction de la
maturation. L'étalonnage a été basé sur des mélanges de saccharose / glucose / fructose, avec
six niveaux de concentration. La régression PLS a donné les meilleurs résultats, ce qui
permet la quantification de la teneur en fructose, le saccharose, le glucose et avec 1,4, 1,4, et
4.9% d'erreurs de prédiction, respectivement. Tout au long de la maturation, le saccharose et

le fructose ont été quantifiés avec précision par PLS-IRTF.
< D’aprés M. E. S. Mirghani et al [49]

Le but de cette étude consistait 3 comparer deux techniques différentes d'¢talonnage

multivariables FTIR-PLS et FTIR-PCR pour la détermination quantitative de I’acide
thiobarbiturique (TBARS) contenu dans les huiles de palmes.
Les méthodes ont &té comparées pour le nombre de facteurs, les coefficients de détermination
(R?), ainsi que la précision de l'estimation. Les erreurs standards de prédiction (SEP) ont été
calculées afin de comparer leur capacité prédictive. Les modeles calibrés de PLS et PCR
produits trois a huit facteurs, R? de 09414 a 0,9803, l'erreur-type d'estimation (SEE) de
0,0063 40,0680, et le SEP de 1,20 2 6,67 respectivement.

VL.2. Travaux antérieurs réalisés sur le thymol, I’eucalyptol, le camphre et le menthol

dans le miel

< D’aprés M.J. Nozal et al [50]

1 ghiectif 4

[¢]
«
(¢
it
o]
<
V]
=
(¢
-
]
¥
e+
0
D
<
(L)
P
]
3
D
=
-
D
D~
iy
>
ol
=
D

d’analyse  par
chromatographie gaz pour déterminer le thymol, le camphre, I’eucalyptol et le menthol dans
ie miel et les cires d abeilies. Trois méthodes d’exiractions (extraction liquide-iiquide (ELL),
extraction en phase solide (EPS) et la distillation) ont &té utilisées pour isoler les quatre
composés. La méthode a été appliquée pour différentes origines de miel et des échantillons de

ruches qui ont été traitées avec le thymol solide et le mélange de I’ Apilife VAR.




Chapitre 11

Partie
expérimentale



I. Introduction

La chimiométrie est une méthode analytique assez nouvelle, mais elle a déja eu un
impact énorme sur le terrain spectroscopique, a un point tel que le logiciel de chimiométrie est

aujourd'hui intégré avec l'instrumentation en tant que norme de développement [4].

L’objectif de ce travail est double. La premiere partie concerne I’exécution, pour la
premiére fois au sein de notre équipe de recherche, d’un nouveau logiciel de calibration
multivariée PLS-IRTF acquis le mois de décembre 2013. La deuxieme partie est orientée

justement sur le développement d’un modele de calibration, moyennant ce logiciel.

Pour mettre en évidence I’intérét pratique d’un tel logiciel, une étude comparative
entre les deux modes de calibration monovariable et multivariable est réalisce.

L’application considérée dans cette étude concerne la détermination des monoterpenes
(thymol, eucalyptol, camphre et menthol) dans deux variétés de miel, produites en Algérie et

en France ou dans I’extrait d’algue brune (Cystoseira Tamarcifolia).

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

département d’agronomie, Université de Blida.

I1. Instrumentation et réactifs

IL1. Spectrophotométrie Infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

Un spectrométre infrarouge & 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. L’acquisition des spectres a été effectuce avec une résolution de 4
cm! et un nombre de scan égal & 10 spectres. Le traitement des spectres est réalisé avec le

logiciel OPUS 6.5 sous le systéme d’exploitation Microsoft Windows XP.

Les fenétres utilisées pour I’analyse de la phase liquide sont en fluorure de baryum
(BaF,) avec une entretoise en téflon de 0.1 mm d’épaisseur. Les tube de connections sont en
téflon avec un diamétre intérieur de 0.8 mm et le chargement est réalisé en employant des

tubes de chlorure de polyvinyle de diameétre intérieur de 2.79 mm.
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L’introduction des solutions se fait avec un systéme & écoulement bloqué avec une
cellule de flux, I’avenage d’une telle cellule est d’éviter les inconvénients relatifs au nettoyage
et au remplissage des cellules conventionnelles et de minimiser la consommation des solvants
organique est de réduire le temps d’analyse (15- 60 s).

Le systéme d’écoulement est effectué en utilisant une pompe péristaltique, le flux est
stoppé momentanément une fois la cellule est remplie. On obtient le spectre et on rétablit le
flux pour rincer la cellule avec le solvant et la remplir & nouveau avec une autre solution
(Figure 10).

Les spectres enregistrés sont traités & I’aide d’une macro qui a été construite a partir de
I’option « Evaluation » dans le cas de la calibration monovariable et grace au logiciel intégré

Quant 1 d’OPUS dans le cas de la calibration multivariable.

IRTF

Cellule
Pompe micro-flow

péristatique

\Sdﬂlm j

Figure 10 : Montage IRTF utilisé pour I’introduction des solutions

dans la cellule
IL.2. Réactifs

Tous les réactifs utilisés dans cette étude ; le dichlorométhane stabilisé avec I’amylene,

méthanol, sont de grade analytique.
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L. Caractéristiques analytiques des quatre stalons dans les deux modes de calibration

IIL1. Définition des gammes d’intégration

Tl est important de signaler qu’un assistant OPUS nous permet de sélectionner une
gamme d’intégration pour chacun des pics du spectre IR, dont la hauteur ou Iaire (intégrale)
servira au calibrage. Le logiciel dispose de 19 modeles (figure 11) dont la description est

montrée ci- dessous.
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= :"‘s i _’_-" \‘\‘» , r-’ e U 4 (
AN [ == I
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O ~ = £\ =

€ 1\ s S
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\"r ) hath /

Figure 11 : Définition des gammes d’intégration

IL.2. Caractéristiques analytiques des quatre &talons dans la calibration monovariable

Il y a lieu de noter que le niveau de tolérance des additifs dans le miel est de
50 mg. Kg' [50]. Par rapport a cette valeur référence, un domaine dynamique de 0.005-0.2
mg.ml'1 a &té testé dans cette étude mais, seulement le domaine de concentration compris

entre 0.5 et 5 mg.ml'1 a vérifié la linéarité.

IIL2.1. Caractéristiques analytiques du thymol préparé directement dans CH,Cl,
La figure 12 illustre les spectres d’absorbance d’une série de solution de thymol
préparé directement dans CH,Cl,, et ce, dans un domaine de concentration allant de

0,5a5 mg.ml" dans le domaine spectral compris entre 4000 et 850 cm .
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Figure 12 : Spectres IRTF d’absorbance d’une série d’étalons de thymol préparée
directement dans CH,ClI,

Les bandes d’intégration utilisées pour le thymol sont situées a 3589 cm’
bande d’élongation de la liaison O-H, ainsi que les bandes intenses dans la région entre 2970
et 2872 cm’” a cause des groupes CH, et CHs, on peut constater la présence d’une bande vers
1618 cm-1 caractéristique de C=C aromatiques. Des bandes vers 1216 cm™ et 1151 cm’'
caractéristique de la fonction C-O d’élongation. Le thymol présent également la bande 1087
cm”! correspondant & C-OH d’un I’alcool, et la bande de 946 cm” caractéristique de la

fonction isopropyl.

Avant de montrer les tables des caractéristiques analytiques des quatre étalons aux
différentes bandes d’intégration, il nous a semblé judicieux de montrer la quantité des

données manipulées et ce, pour un seul mode d’ intégration (tableau 2).



Tableau 2 : Les calculs d’intégration pour la bande 1151 (1200-1132) cm” avec un seul mode

d’intégration R
Absallst = Parameétres
Concentrations (1200-1132) Ato AralvliGies
(mg.ml?) Modéle R ytd
0.000339 _ 0.000003
-0.000090 _-0.000019
0 -0.000080 _ -0.000041 | 0.00004 + 3.40.10° | Droite d’étalonnage :
-0.000011 _-0.000104 A=1(C) (On utilise
-0.000111 _ -0.000019 I’Excel)
A=0.00810 C+
0.004953 _ 0.004268 0.00024
0.5 0.004226 _0.004164 | 0.00433 + 3.20.10°*
0.004056
0.008369 _ 0.008416
1 0.008307 _ 0.008318 | 0.00837 + 3.70.10”
0.008397 Coefficient de
corrélation :
0.016496 0.016492 R=0.9998
0.016506 _0.016405
2 0.016478 _ 0.016462 | 0.01647 +2.86.107
0.016485 0.016492
0.016443 _0.016481
0.020470 _ 0.020476 o o
2.5 0.020430 _ 0.020431 | 0.02047 +2.86.10° | Limite de Détection
0.020511 30
@LDb) = —
0.024797 _ 0.024719 &
3 0.024903 _ 0.024888 | 0.02484 + 6.87.107
0.024871
0.033026 _ 0.033031 L
4 0033002 0.033074 | 0.033016 + 422,10 | Déviation Standard
0.032945 Relative (D.S.R%)
(C= 2 mg.ml?)
0.040228 _0.040238 RSD = = x 100
5 0.040194 _ 0.040288 | 0.04024 + 3.27.107 i
0.040269

E;



Bien que la méthode de calibration monovariable est la plus utilisée dans les travaux
des déterminations quantitatives, mais comme le montre le (tableau 2) la méthode est
laborieuse et nécessite un temps considérable pour effectuer tout les calculs, toutes les
vérifications et établir enfin la table finale des caractéristiques analytiques avec le nombre de

chiffres significatifs correct.

Les caractéristiques analytiques de la série des solutions du thymol préparées

directement dans CH,Cl,, sont résumées dans le tableau 3

Tableau 3 : Caractéristiques analytiques du thymol préparé directement dans CH,Cl, dans un

domaine de 0.5 -5 mg.ml'1

Paramétres analytiques j
S e Coefficient de oy
roite d’étalonnage ;
Max . corrélation & D.S.R.%
Mode (A) (ngml™) | (n=10)
(ligne de ®)
d’intégration
base)
- 25.8 0.40
= + , :
(3640-3499) B A=0,01051C +0,00016 0.9983
2965
(2995-2830) R A=0,01046C + 0,00032 0.9997 13.7 0.37
. B 23.2 0.43
= + s :
(1242-1200) A=0.08666C+0.00036 0.9997
115 A=0.00810C+0.00024 5. 6908 126 0.18
(1200-1132) R ' ' : ' '
1618
R A=0.00288C+0.00064 0.9903 27.8 0.75
(1642-1595)
1087 K A=0.00346C+0.00014 0.9996 215 0.54
(1099-1072)
946 K A=0.00464C+0.00005 0.9997 24.2 0.37
(971-921) |

C : Concentration en mg. ml",
Limite de détection en pg. ml™.

Conditions expérimentales :

balayage 10 scans, Background d

Chemin optique 0.1 mm, Résolution nominale 4 cm”
e la cellule remplie de CH,Cl,.

DSR (%) : Déviation Standard Relative (pour C= 2 mg. ml"), LD :

, Nombre de



Les résultats montrent une linéarit¢ moyenne aux bandes d’absorbance considérées,

mais qui peut étre amé€liorées en considérant d’autres corrections, et des limites de détections

acceptables avec une bonne précision environ de 1 %.

IIL2.2. Caractéristiques analytiques d’eucalyptol préparé directement dans CH,Cl,
La figure 13 illustre les spectres d’absorbance d’une série de solution d’eucalyptol

préparé directement dans CH,Cl,, et ce, dans un domaine de concentration allant de 0,5 a 5 mg.

ml! dans le domaine spectral compris entre 3000 et 850 cm ™.

0.10

2970 cm

V'

003
1

Absorbance

0.04
1

2000 250 2000
Nombre d’ondes (cm™)

Figure 13 : Spectres IRTF d’absorbance d’une série d’¢étalons d’eucalyptol préparee

directement dans CH,Clp, pour un domaine de concentration compris entre 0,5- 5 mg. ml”

Le spectre montre des bandes dans la région entre 2970 cm” et 2870 cm’ lides aux
vibrations d’élongation des groupes CH, et CHs, la région entre 1377 présente les vibrations
de déformation des groupes CH et CHs, Les bandes situées vers 1169 cm” et 1080 cm™
caractéristique de groupement C-O d’un éther, I’eucalyptol présente également une bande a

980 cm’* caractéristique de la fonction isopropyl.




Les caractéristiques analytique

directement dans CH,Cl,, sont résumées dans le tableau 4.

un domaine de 0.5 -5 mg.ml'l

s de la série des solutions de ’eucalyptol préparce

Tableau 4 : Caractéristiques analytiques de 1’eucalyptol préparé directement dans CH,Cl, dans

!
Parameétres analytiques Coefficient
S
Droite d’étalonnage de L.D D.SR.%
(A) corrélation (pg.ml'l) (n=10)
e Mode
(ligne de (R)
e d’intégration
base)
2970 _
(3038-2743) B A=1.32468C+0.15255 0.9967 32.1 0.23
- B A=0.15931C+0.0184 15.7 0.30
(1403-1325) ' ' 0.9962 ' '
1169
B A=0.07405C+0.00474 0.9986 10.9 0.58
(1192-1135)
e 13.3 0.37
= + . -
(1120-1035) B A=0.13730C+0.01475 0.9967
980 R A=0.01156C+0.00122 0.9967 0.92 0.72
(995-965) J
C : Concentration en mg. ml’, DSR (%) : Déviation Standard Relative (pour C= 2.5 mg. ml™),

LD : Limite de détection en mg. ml™.

Conditions expérimentales : Chemin optiqu

balayage 10 scans, Background de la cellule remplie de CH2Ch.

Les résultats montrent une linéarité moye

mais qui peut €tre améliorées en considérant d’

acceptables avec une bonne précision environ de 1 %.

e 0.1 mm, Résolution nominale 4 cm’!, Nombre de

nne aux bandes d’absorbance considérées,

autres corrections, et des limites de détections



IIL.2.3. Caractéristiques analytiques du camphre préparé directement dans CH,Cl,

La figure 14 illustre les spectres d’absorbance d’une série de solutions de camphre
préparée directement dans CH,Cly, et ce, dans un domaine de concentration allant de 0,5 a 5

mg.ml” dans le domaine spectral compris entre 4000 et 850 cm =
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\

1737 cm’

Absorbance
0.10 0.1
;
T
i
|
i
i
|

0.5
I

2500 2000 1500 1000

Figure 14 : Spectres IRTF d’absorbance d’une série d’étalons de camphre préparée

directement dans CH,Cl,

Le spectre présente des bandes dans la région entre 2964 et 2868 cm’™ caractéristiques
des goupes CH, et CH; et une bande trés intense située a 1737 cm” caractéristique de la

fon ion C=0 d’une cétone.

Les caractéristiques analytiques de la série des solutions du camphre préparée

directement dans CH,Cl,, sont résumées dans le tableau 5.

Nombre d’ondes (cm™) /

E



Tableau 5 : Caractéristiques analytiques du camphre prépare directement dans CH2Cly dans un

domaine de 0.5 -5 mg.ml'l.

Parameétres analytiques

Coefficient de

Droite d’étalonnage

Max Mode corrélation

(ligne de base)

d’intégration

2964

(3030-2792) A=0.99009C+0.01979

Pl e Ay

1738

(1842-1668) A=0.04683C+0.00188

N S e e

1048
(1070-995)

A=0.09744C+0.00349

S e
C : Concentration en mg. ml”, DSR (%
LD : Limite de détection en mg. ml” .

) : Déviation St

Conditions expérimentales : Chemin optique 0.1 mm, Résolution nominale 4 cm’, Nombre de
balayage 10 scans, Background de la cellule remplie de CH2Cl.

Les résultats montrent une linéarité moyenne aux bandes d’absorbance considérees,
mais qui peut &tre améliorée en considérant d’autres corrections, et des limites de détections

acceptables avec une bonne précision entre 1 et 6.5 %.



IML.2.4. Caractéristiques analytiques du menthol prépar
La figure 15 illustre les spectres d’absorbance d’
préparé directement dans CH,Cl,, et ce, dans un domaine de ¢

mg.ml” dans le domaine spectral compris entre 4000 et 850 cm

Absorbance

Figure 15 : Spectres IRTF d absorbance d’une série d’étalons de menthol préparée

010

0.3

o 004 005

Q.00

-1

¢ directement dans CH,Cl,
une série de solutions du menthol

oncentration allant de 0,5 a 5

2999 cm’’

3610 cm”

_]"‘x& "‘f

W

lgl‘(‘d(! L“_:i\__

\I‘ }] 1365 cm™
i

\’}U 1450 cm™ — {1
|

2800

T T
2000 1800

Nombre d’ondes (cm™)

2500

directement dans CH,Cl,

On constate que le spectre présente une bande intense a 3610 cm’! caractéristique du

groupement O
vibrations des groupes CH, et CHs,
déformation des groupes CH, CH, et CHa. Le menthol présente une bande vers 1022 cm’

caractéristique de la fonction C-OH d’un alcool,

Les caractéristiques analytiques de la série des solutions du menthol pre

directement dans CH,Cl,, sont résumées dans le tableau 6.

-H. il montre aussi des bandes dans la région entre 2980 et 2870 cm 1liées aux

les bandes entre 1450 cm” et 1365 cm™ présentent la

parée



Tableau 6 : Caractéristiques analytiques du menthol préparé directement dans CH,Cl, dans un

domaine de 0.5 -5 mg.ml'l.

Paramétres analytiques
Coefficient de LD
Droite d’étalonnage ! D.S.R%
Max Mode corrélation (ng.ml™) (n=10)
(ligne de base) | d’intégration
3610
= 11.6 1.7
(3672-3535) R A=0.00331C+0.00074 0.9947
2980
(3033-2765) B A=1.69953C+0.04772 0.9998 11.2 1.1
1450 5 " .
(1493-1431) A=0.12779C+0.01305 0.9993 )
1365 5 s -
(1408-1324) A=0.10929C+0.00473 0.9997 . .
1023
(1065-1004) B A=0.16485C+0.00002 0.9998 11 1.8
1023
(1030-1014) C A=0.06484C+0.00046 0.9997 6.8 0.2
(1050-1005)

C - Concentration en mg. ml’, DSR (%): Déviation Standard Relative (pour C= 2 mg. ml™),
LD : Limite de détection en mg. ml”

Conditions expérimentales : Chemin optique 0.5 mm, Résolution nominale 4 cm’'l, Nombre de
balayage 10 scans, Background de la cellule remplie de CH,Cl,.

Les résultats montrent une linéarité moyenne aux bandes d’absorbance considérées,
mais qui peut étre amélioré en considérant d’autres corrections des limites de détections

acceptables avec une bonne précision environ de 2 %.
II1.3. La calibration multivariable

Nous allons, a travers cette étude d’une part développer un modele de calibration
multivariable et multicomposé pour la détermination simultance de Thymol, Eucalyptol,
Camphre et Menthol et d’autre part montrer la simplicité et la rapidité de cette procédure

quantitative.
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1’ utilisation du modéle de calibration PLS se fait a travers le logiciel Quant d’OPUS
(figure 16), ce dernier dispose de deux modeles Quant 1 et Quant 2.

Si les spectres des étalons présentent des pics séparés et spécifiques on fait appel au
Quant 1, mais si les spectres sont exclusivement constitués de pics superposés, la méthode
Quant 1 n’est pas indiquée. Dans ce cas, il faut utiliser le logiciel intégré Quant 2 d’OPUS. Le
spectrophotométre Tensor- 27 dispose de Quant 1 seulement, mais I’équipe compte se procurer

du Quant 2 dans le futur.

Pour mener & bien cette étude, le logiciel intégré Quant 1 d’0OPUS nous permet
d’analyser la concentration des composantes chimiques contenues dans I’échantillon. Le calcul

des valeurs de concentration présuppose en tout état de cause un calibrage préalable.

Pas da tiche active A M

Figure 16 : Fenétres de 1’logiciel Quant 1 ’OPUS 6.5




IIL3.1. Optimisation du modéle PLS (Quant 1)

I11.3.1.1. Définition de la méthode de calibrage Quant 1

Pour procéder au calibrage et obtenir les meilleures valeurs de prédiction, nous devons
disposer d’un jeu d’échantillons de calibrage. Chacun des échantillons de calibrage doit
contenir une concentration différente de la composante qui nous intéresse. Les concentrations
doivent étre connues. Procédez au calibrage a ’aide des quantités de composantes connues et a
I’aide des spectres des échantillons de calibrage. Pour ce faire, on apparie a chacune des

composantes une bande (un pic) spécifique du spectre.

II1.3.1.2. Préparation de la matrice de calibration

Dans cette étude huit solutions étalons ont été préparées afin de construire le modele.
Les limites inférieures et supérieures des concentrations considérées dans la calibration ont €te
sélectionnées par rapport a la composition commerciale Apilife VAR : (Thymol 74.08 %,
Eucalyptol 16 %, Camphre 3.7 % et Menthol 3.7 %) [50].

Au domaine de concentration linéaire compris entre 0.5 et 5 mg.ml'1 correspond un

domaine de pourcentage compris entre 10 et 100% respectivement.

Les huit (08) solutions étalons ont été préparées a partir des quatre solutions meres de

concentration de 20 mg.ml™ de chaque composé (thymol, eucalyptol, camphre et menthol).

Les compositions des huit solutions étalons en terme de concentrations et pourcentage,

sont regroupées dans le tableau 7.



Tableau 7 : Composition des solutions étalons (matrice de la calibration)

Thymol Eucalyptol Camphre Menthol

mMn_M_MMu AEM.OB_-J P(%) V @ml AEmm: o P (%) V (ml) AEmm:_-J P (%) V (ml) AEmmb_.J P(%) V@ml
solution 1 3 100 2.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
solution 2 35 70 175 0.5 10 0.25 0.5 10 0.25 0.5 10 0.25
solution 3 3 60 15 1 20 0.5 0.5 10 0.25 0.5 10 0.25
solution 4 2.5 50 1.25 0.5 10 0.25 1 20 0.5 1 20 0.5
solution 5 2 40 1 i 20 0.5 1 20 0.5 1 20 0.5
solution 6 15 30 0.75 15 30 0.75 15 30 0.75 0.5 10 0.25
solution 7 1.5 30 0.75 1.5 30 0.75 0.5 10 .25 1.5 30 0.75
solution 8 1.25 25 0.625 125 25 0.625 125 25 0.625 125 25 0.625

C : Concentration de ’étalon dans 1’échantillon synthétique en mg.ml”, P : Pourcentage % d’un étalon dans la solution étalon, V : Volume prélevé de la
solution mére en ml, (un volume finale de 10 ml est considéré).
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I11.3.1.3. Etapes de I’éditeur de la méthode Quant 1

Les différentes étapes de 1’éditeur ou de la création de méthodes Quant 1 sont tres
faciles et pratiques a exécuter grice a un assistant OPUS qui nous guide dans chaque étape

(Figure 17) une fois les spectres des solutions étalons sont enregistrees.

Cet assistant va vous aider a définir une méthode d’analyse quantitative Quant 1
Les étapes suivantes sont a parcourir

o Sélection des spectres pour le calibrage

e Spécification de la désignation et des unités des composantes

e Entrée des concentrations des composantes

e Choix d’un pic spectral correspondant a chaque composante (mode d’intégration)

e Sélection du type de courbe de calibrage (régressions linéaire, cubique ou carrés) Pour la
courbe de calibrage, nous pouvons choisir entre une droite ou une parabole (carrée
ou cubique). En choisissant une parabole comme courbe de calibrage, il est
éventuellement possible de prendre en compte les écarts par rapport a la loi de
Beer-Lambert.

e Calcul de calibrage

e Affichage et impression des résultats de calibrage (tableau et diagrammes)

Cliquez sur « Suite » pour définir une nouvelle méthode

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

i Sélection de méthode Quant 1

L

Figure 17 : Assistant de I’éditeur de méthodes Quant 1
I1.3.1.4. Paramétres d’intégration de chaque composante

Pour exécuter correctement Quant 1, il est indispensable de considérer des bandes
séparées de chaque composante. Pour ce faire on a résumé les résultats de la calibration

monovariable (section I11.2) dans le tableau 8.



Tableau 8 : Détermination des bandes communes et séparées pour les quatre composantes :
thymol, eucalyptol, camphre et menthol.

Etalon Thymol Eucalyptol Camphre Menthol
Ligne de base de
correction
(cm-l) Mode d’intégration
3030-2730 | Airedepic | Airedepic | Aire de pic S e
1820 -1600
1642 -1550 Max 1618
1493 -1430 Aire de pic Alre de pie
1408 — 1325 Kl da e Aire de pic
1242 — 1200 Aire de pic
1200 -1132 Aire de pic
1132 -1100 Aire de pic
1120 — 1035 Aire de pic
1120 -1070 Max 1087
1110 — 1035 Aire de pic
1070 — 1000 Aire de pic @
995 — 965 Max 980
970 — 920 Max 946

@ Bandes sélectionnées pour le développement du modéle

3




Différents modeles PLS ont été construits en considérant les bandes séparées de chaque

composante et des différents modéles d’intégrations. Les spectres IRTF de Ia figure 18 illustre

le modéle d’intégration utilisé pour chaque composante pour construire enfin le modeéle de
calibration.
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On a constaté que, le modéle adéquat pour le thymol, le camphre et I’eucalyptol est le

modéle R, et que, le modéle C est adéquat pour le menthol.
IIL.3.2. Paramétres analytiques de I’analyse Quant 1 des quatre composantes

Les tableaux 9-12 résument les résultats de I’analyse Quant 1 pour les quatre

composantes (thymol, eucalyptol, camphre et menthol).

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

constitue la valeur d’intégration du pic, et enfin 1’erreur relative.
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Tableau 9 : Les résultats de calibrage pour le Thymol

—
THYMOL

L’intégration : modéle R : 1151 (1200-1132)
Droite d’étalonnage : Y = 3.0052 + 2451.7 X
Coefficient de corrélation (r) : 1.000
Sigma = 0.638 : est la différence entre la quantité réelle (Valeur Réelle) et la

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

(x+6) : Valeur moyenne +déviation standard pour (n=3),
Différence : Valeur réelle — valeur calculée (valeur de prédiction)

(54 N\
Fd
AR

trois valeurs dépendantes.

Y : Valeur pour la composante en (%).
X : Valeur d’intégration

régression : linéaire

prédiction (Valeur Calculée) ou le domaine de confiance 4 I’intérieur

Soliition étalon Valeur rédle Valeur calculée Différence Valeur d’intégration
(x1+6) (x1+6) (x+6)
Solution étalon 1 100 100.2740.125 -0.2610.096 0.040+4.2.10°
Solution étalon 2 70 69.710.070 0.531+0.069 0.0274+2.9.10°
Solution étalon 3 60 60.28+0.069 -0.2840.068 0.023+2.9.10°
Solution étalon 4 50 49.1840.033 0.82+0.033 0.019+1.1.10°
Solution étalon 5 40 40.45+0.048 -0.4510.048 0.01542.2.10°
Solution étalon 6 30 30.27+0.40 -0.2710.39 0.011+1.6.10™
Solution étalon 7 30 30.90+-0.026 -0.90+0.028 0.011+1.3.10°
Solution étalon 8 25 24.201+0.056 0.80+0.056 0.0092+2.3.10°

=
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Figure 19 : Représentations graphiques des paramétres analytiques pour le thymol

Les figures 19-22 montrent les représentations graphiques de chaque paramétre analytique
calculé pour le thymol, I’eucalyptol, le camphre et le menthol respectivement. Les diagrammes (A)
illustrent I’adaptation aux valeurs paramétrées, c.a.d. la corrélation entre la valeur calculée et réelle, les
diagrammes (B) représentent la différence par rapport aux valeurs paramétrées, c.a.d. la dispersion de
I"erreur absolue par rapport a la valeur réelle et les diagrammes (C) qui montrent la corrélation entre les

valeurs paramétrées (% de la composante) et la réponse analytique (valeur d’intégration des pics). Les

trois diagrammes obtenus permettent d’apprécier la qualité de la série de calibrage et de décaler

d’éventuels dérivés.



Tableau 10 : Les résultats de calibrage pour ’eucalyptol

EUCALYPTOL

L’intégration : modele R : 980 (995-965) l\ -

Coefficient de corrélation (r) :0.999
Sigma = 0.567 : est la différence entre 1a
intérieur duquel se situe la valeur, moye

(x+48) : Valeur moyenne +déviation standard pour (n=3),
Différence : Valeur réelle — valeur calculée (valeur de prédiction)

Droite d’étalonnage : Y =0.81604 + 1689.7 X

quantité réelle (Valeur Réelle) et la prédiction (Valeur Calculée
nnant le degré de probabilité de 1o (~ 68%)

trois valeurs dépendantes.

régression : linéaire

Y : Valeur pour la composante
X : Valeur d’intégration

) ou le domaine de confiance a

Solution étalon Valeur réellc Valeur calculée Différence Valeur d’intégration
(xtd) (x£8) (x+d)
Solution étalon 1 0 -0.50+0.065 0.5040.065 -7.8.10*43.9.10°
Solution étalon 2 10 10.050+0.028 -0.050+0.028 0.0052+1.7.10¢
Solution étalon 3 20 19.20+0.046 0.80+0.047 0.011+2.9.10°
Solution étalon 4 10 10.99+0.031 -0.99+0.030 0.0064+1.8.10°
Solution étalon 5 20 20.57+0.029 -0.5740.028 0.012+1.7.10°S
Solution étalon 6 30 29.78+0.068 0.2240.065 0.01743.9.10°
Solution étalon 7 30 30.17+0.029 -0.1740.028 0.01749.4.10°
Solution étalon 8 25 24.7410.034 0.26+0.033 0.01442.2.10°
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Figure 20 : Représentations graphiques des parameétres analytiques pour

I’eucalyptol




Tableau 11 : Les résultats de calibrage pour le Camphre

CAMPHRE

L’intégration : modéle R ; 1737 (1842-1668)

Droite d’étalonnage : Y = -0.38637 + 397.46 X

Coefficient de corrélation : 0.997

Sigma = 0.716 : est la différence entre la
Iintérieur duquel se situe la valeur, moye

(x£4') : Valeur moyenne +déviation st

Différence :

o

L \)/
Ji\
.-‘\_\. - Mi

andard pour (n=3),
Valeur réelle — valeur calculée (valeur de prédiction)

quantité réelle (Valeur Réelle
nnant le degré de probabilité de

trois valeurs dépendantes.

régression : linéaire

Y : Valeur pour la composante
X : Valeur d’intégration

) et la prédiction (Valeur Calculée) ou le domaine de confiance 4
lo (~ 68%)

Solution étalon Valeu: récile Valeur calculée Différence Valeur d’intégration
(x1+4d) (x+4) (x1+48)

mc__aem “tlon 0 -0.32+0.002 0.3240.0014 1.64.10%+3.0.10°
mo___aow étalon 10 8.98+0.0050 1.02340.0041 0.024+8.2.10°°
mo_a_.aw talon 10 11.0140.0090 -1.016:+0.0093 0.027+2.4.10°
me_.:sm ctalon 20 19.83+0.0060 0.1740.0050 0.051+8.2.10°
ma_&em iton 20 20.86:+0.0060 -0.85+0.0044 0.053+8.2.10°
SPnoN calch 30 29.86:+0.088 0.140.0862 0.076+2.2.10*
mo__&eq. étalon 10 10.5240.0054 -0.52+0.0083 0.027+1.9.10-5
Solution étalon 25 24.27+0.0051 0.73+0.0070 0.062+2.1.10°

8
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Tableau 12 : Les résultats de calibrage pour le Menthol

MENTHOL

Droite d’étalonnage : Y =9.9228 + 254.71 X

Coefficient de corrélation (r) : 0.995
Sigma = 0.975 : est la différence entre la quantité réelle (Valeur Réelle) et la
duquel se situe la valeur, moyennant le degré de probabilité de 1o (~ 68%)

..l h\
L’intégration : modéle C : (1030-1014) (1050-1005) i w . «ﬁ

(x+4 ) : Valeur moyenne +déviation standard pour (n=3), trois valeurs dépendantes.

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

Y : valeur pour la composante
X : résultat d’intégration

régression : linéaire

prédiction (Valeur Calculée) ou le domaine de confiance & I’intérieur

L
Solution étalon Valeur réelle Valeur calculée (%) Différence Valeur d’intégration
(%) (x +6) (x +6) (x £9)
Solution étalon 1 0 -1.411+0.028 1.4140.028 -0.044+1.1.10°
Solution étalon 2 10 10.010+-0.033 -0.0032+0.031 3.2.10*+1.2.10"
Solution étalon 3 10 11.52+0.031 -1.5240.030 0.006243.2.10*
Solution étalon 4 20 20.6610.10 -0.6610.10 0.042+4.0.10™
Solution étalon 5 20 19.98+0.12 0.02410.13 0.039+4.9.10°
Solution étalon 6 10 10.651+0.23 -0.6510.23 0.003240.0014
Solution étalon 7 30 28.69+0.07 1.31+0.073 0.074+2.9.10™
Solution étalon 8 25 24.91+0.11 0.09310.11 0.059+9.2.10™
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Figure 22 : Représentations graphiques des paramétres analytiques pour le
menthol

Les résultats de ces analyses consécutives démontrent que le modéle PLS développé est adéquat

pour la détermination simultanée des quatre étalons.

Le mod¢le donne un coefficient de corrélation (r) permettant d’estimer la bonne qualité de

calibrage, une précision d’analyse faible (< 1), cette derniére est apprécie au regard du facteur sigma.

Les meilleurs paramétres analytiques sont obtenus pour le thymol di probablement & sa

concentration relativement élevée par rapport aux autres étalons.

I est important de signaler la rapidité de ’exécution de ce logiciel car il suffit d’introduire les
spectres obtenus, de sélectionner le mode d’intégration et d’un simple click pour accéder a toutes les

tables des résultats ainsi que touts les diagrammes du calibrage effectués,



IV.1.2. Spectre IRTF du miel d’Algérie dilué dans le CH,(Cl,
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Figure 24 : Spectre IRTF du miel d’A] gerie préparé directement dans le CH,(Cl,

a3 4

L’allure du spectre de la figure 24 fournit trois informations a savoir {(1) L’absence des
4 composés dans le miel, (i1) La composition principale du miel est polaire, (iii) La présence

de la faible bande & 1606 cm! indique la présence de trace d’eay

Sachant que les deux échantillons de miels ne contient pas les 4 additifs, on les a
ajouté dans une proportion de (70% thymol, 10% eucalyptol, 10% camphre et 10% menthol),
proportion proche de la composition Apilive VAR et e, pour enrichir les échantillons et

pourvoir tester correctement le modéle PLS-IRTF.
IV.1.3. Analyse PLS-IRTF des échantillons enrichis et dilués directement dans CH,Cl,

L objectif principal de cette manipulation est Panalyse directe des €chantillons
enrichis avec une solution étalon contenant 70% thymol, 10% eucalyptol, 10% camphre et
10% menthol.

IV.1.3.1. Spectres IRTF des échantillons réels enrichis et dilués directement dans
CH,Cl,



La masse d’échantillon + 10 ml de
dichlorométhane + 100 ml d’eau distillée avec
I’ajout d’une solution étalon de :

70% thymol, 10% eucalyptol, 10% camphre,
10% menthol

Systeme a reflux pendant
20 min apres 1’ébullition

gl Décantation (ELL)

Phase aqueuse
Lavage par 2 x (5 ml)
de CHzClz’

Phase organique

Séchage par MgSO,
Evaporation a sec a 42°C

Dilution dans 10 ml de
CH,Cl,,

1

[ Analyse IRTF ]

Figure 26 : Protocole d’extraction par ELL

EX



IV.2.1. Calibration PLS-IRTF apres traitement par ELL

La premiere étape consiste & établir une droite de calibration des solutions étalons
traitées de la méme maniére que les échantillons réels et selon le protocole précédent (figure
26). Pour cela, nous avons considéré trois solutions €talons représentant trois pourcentages

différents comme I’illustre le tableau 14.

EX




Tableau 14 : Préparation des solutions étalons pour €tablir la droite de calibration

Thymol Eucalyptol Camphre Menthol
Solution . . i 2
. C (mg.ml™) P(%) | V(ml) | C (mg.mI™) | P(%) V(ml) | C (mg.mI™) | P (%) | V(ml) | C (mg.ml™) | P (%) V (ml)
étalon
Solution
5 100 2.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
étalon 1
Solution
3.5 70 1.75 0.5 10 0.25 0.5 10 0.25 0.5 10 0.25
étalon 2
Solution
1.25 25 0.63 1.25 25 0.63 1.25 25 0.63 1.25 25 0.63
étalon 3

Les volumes sont prélevés a partir des solutions méres de 20 mg.ml” (voir section III.3, 1.2)




Les spectres infrarouge des solutions des €étalons apres traitement et extraction liquide-
liquide avec une dilution dans CH,Cl, a des concentrations allant de 0.5 a 5 mg.ml” dans Ie

domaine spectral compris entre 4000 & 850 cm™ sont représentés dans la figure 27.
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Figure 27 : Spectres d’absorbances des solutions étalons aprés ELL et dilution dans
CH,Cl,

Une fois qu’on a enregistré les spectres des trois solutions des étalons nous avons suivi les

étapes de I’analyse Quant 1, pour exécuter le modéle PLS-IRTF comme indiqué ci-dessous

a) Analyser Quant.
b) Ajouter les composantes (nous avons introduit les pourcentages de chaque étalon dans la
solution).
c) Ajouter les spectres IRTF.
d) Définir les intégrations de chaque composante.
Modele R : 1151 (1200-1132) ——» Thymol
Modele K : 980 (1005 -956) —»  Eucalyptol
Modele R : 1737 (1842-1668) —» Camphre
Modele C : (1030-1014) (1050-1005) ——» Menthol
e) Courbe de calibrage..

Les résultats de I’analyse Quant 1 sont résumés dans le tableau 15.

ER




Tableau 15 : Caractéristiques analytiques et résultats de 1’analyse Quant 1 du thymol, eucalyptol, camphre et menthol obtenues aprés traitement

ELL

Parameétres

Thymol Eucalyptol Camphre Menthol
Etalon
Droite d’étalonnage
-4.0771+4669.2X 0.42445+7788.5X -4.3662+960.07X 7.0174+299.27X
Coefficient de
0.996 0.999 0.997 0.999
corrélation
Valeur réelle
100 70 25 0 10 25 0 10 25 0 10 25
Valeur calculée
97.3 73.9 23.8 0.42 9.34 25.2 -0.62 11.2 24.5 0.49 92 253

Sigma

4.9

0.88

0.90

0.94




Les résultats obtenus donnent de bonnes valeurs de prédiction avec une erreur de
prédiction de 4.9 pour le thymol et une erreur inférieure a 1 pour les autres composés. On peut

conclure que le procédé d’ELL permet I’isolement quantitatif des 4 composés.
IV.2.2. Analyse PLS-IRTF des échantillons réels aprés ELL
IV.2.2.1. Analyse PLS-IRTF du miel (d’Algérie) aprés ELL

La figure 28 montre les spectres comparatifs du miel (d’Algérie) enrichi apres ELL
dans CH,Cl, et d’une solution étalon contenant les 4 composés dans une proportion de (70%

thymol, 10% eucalyptol, 10% camphre et 10% menthol).

1151 cmf
cm ~—
[f 980 cm 1
(A) g S | 1737 cm'’: \ | | \( 1022 cm
2 v f A
5 £ f\ IJ
2 | \ "l.] ;\A ! ¢ ,I
g ||
"’ J‘ W
g 44— \’—\' ,____,/\..m_r/’ ht )
' 240 220 =0 1800 200 B 200 !
Nombre d’ondes (cm™)
|
g 1151 cm™ 980 cm’!
-1 -1
1737 cm 1022 cm
®) |2 \
o S 4
2 /\ / L ’ 'b \
g —f\—\,ﬁmvw—ﬁ/‘“\—mﬂ”/ )I w )f

2003 1£30 1202 1200 1200 1030
Nombre d’ondes cm™

Figure 28 : Spectres IRTF d’absorbance du miel (d’Algérie) enrichi (A) apres ELL dans
CH,Cl, et d’une solution étalon (B) contenant les 4 composés dans une proportion de (70%

thymol, 10% eucalyptol, 10% camphre et 10% menthol).
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Les résultats de I’analyse quantitative du miel (d’Algérie) enrichi obtenu apres ELL par

PLS-IRTF sont résumés dans le tableau 16.

Tableau 16 : L’analyse quantitative du miel (d’Algérie) obtenu apres ELL par PLS-IRTF

Etalon
Thymol Eucalyptol Camphre Menthol
Valeur ajoutée
70 10 10 10
(%)
Valeur
Prédiction
Miel (d’Algérie) 67.64+0.320 | 5.43+0.017 | 10.96+0.050 | 8.07+ 0.017
trouvée
(%) t6*

* : Valeur moyenne + déviation standard de trois mesures dépendantes

Les résultats montrent de bonnes valeurs de prédictions dans tous les étalons a
1’exception de 1’eucalyptol ou la perte est d’environ 50%. Les valeurs obtenues indiquent que

le miel d’Algérie ne contient pas les 4 additifs.
IV.2.2.2. Analyse PLS-IRTF du miel de (France) aprés ELL

La figure 29 présente les spectres comparatifs du miel (de France) enrichi apres ELL
dans CH,Cl, et d’une solution étalon contenant les 4 composés dans une proportion de (70%

thymol, 10% eucalyptol, 10% camphre et 10% menthol).
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Figure 29 : Spectres IRTF d’absorbance du miel (de France) enrichi (A) aprés ELL dans

CHCl; et d’une solution étalon (B) contenant les 4 composés dans une proportion de

(70% thymol, 10% eucalyptol, 10% camphre et 10% menthol).
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Les résultats de I’analyse quantitative du miel (de France) enrichi obtenu aprés ELL par

PLS-IRTF sont résumés dans le tableau 17.

Tableau 17 : L’analyse quantitative du miel (de France) obtenu aprés ELL par PLS-IR

Etalon Thymol Eucalyptol Camphre Menthol
Valeur
; 70 10 10 10
chantillon | ajoutée (%)
Valeur
Miel Prédiction
50.69+0.37 0.424+ 0.00 6.6810.06 9.39+0.01
(de France) trouvée
(%) 6

* : Valeur moyenne + déviation standard de trois mesures dépendantes

Les résultats montrent une bonne prédiction pour le menthol et des valeurs de

prédictions par défaut pour les trois autres étalons notamment pour ’eucalyptol. Ces valeurs

indiquent aussi [’absence des additifs dans le miel de France.

1V.2.2.3. Analyse PLS-IRTF de I’extrait d’algue brune (C.Tamariscifolia) aprés ELL

La figure 30 présente les spectres comparatifs de 1’extrait de C.7amariscifolia enrichi

apres ELL dans CH,Cl, et d’une solution étalon contenant les 4 composés dans une proportion

de (70% thymol, 10% eucalyptol, 10% camphre et 10% menthol).
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Figure 30 : Spectres IRTF d’absorbance de I’extrait d’algue brune (C.7amariscifolia) enrichi
(A) apres ELL dans CH,Cl, et d’une solution étalon (B) contenant les 4 composés dans une

proportion de (70% thymol, 10% eucalyptol, 10% camphre et 10% menthol).
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Les résultats de ’analyse quantitative ’extrait d’algue brune (Zamarcifolia) enrichi

obtenu aprés ELL par PLS-IRTF sont résumés dans le tableau 18.

Tableau 18 : Analyse quantitative de I’extrait d’algue brune (Zamarcifolia) obtenu aprés ELL

par PLS-IR
Etalon Thymol Eucalyptol | Camphre Menthol
Valeur ajoutée
70 10 10 10
Echantillon (%)
Valeur
Pextrait d’algue
Prédiction
(Tamarcifolia) 97794230 | 0.4240.00 | 25.924+0.69 | -4.514+0.30

trouvée
(%) +6

* : Valeur moyenne + déviation standard de trois mesures dépendantes

IV.3. Analyse IRTF des échantillons aprés une extraction en phase solide (EPS)

Des expériences complémentaires faisant appel 4 ’'EPS ont été réalisées a fin de vérifier

la possibilité d’améliorer les valeurs de prédictions obtenues par ELL.

Selon la référence [50] la phase solide de type Lichrolut RP-18 a été utilisée, dans ce

travail nous avons utilisé la phase C18 pour sa disponibilité.

Nous avons chargé les échantillons a travers des cartouches contenant 100 mg de phase

solide de type C18 de capacité Sml, préalablement conditionnées avec 5 ml de méthanol suivie

de 5ml d’eau distillée. L’élution est réalisée avec 3 fois la fraction de 1ml de dichlorométhane.

La solution des échantillons sont passés a traves le (MgSQO,) afin d’éliminer toute trace d’eau.

Par la suite les échantillons sont analysés par IRTF.

Une quantité de 2.5 g du miel ou de 100 mg d’extrait d’algue est considérée le

protocole suivi est détaillée sur la figure 31.
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La masse d’échantillon + 10 ml d’eau distillée
Avec I’ajout d’une solution étalon :

70% thymol, 10% eucalyptol, 10% camphre,
10% menthol

o
14

EPS a travers cartouche
C18

B
{"l

&
4

Elution avec 3x (1 ml)
de CH2C12

Séchage avec MgSO, l
Dilution dans 10 ml de
CH,Cl,,

[ Analyse IRTF }

Figure 31 : Protocole d’extraction en phase solide I’EPS

IV3.1. Spectres IRTF des échantillons enrichis aprés extraction (EPS)

La figure 32 illustre les spectres comparatifs du miel (d’Algérie), miel de (France) et
Iextrait d’algue brune (7amarcifolia) enrichis aprés EPS et d’une solution étalon contenant les
4 composés dans une proportion de (70% thymol, 10% eucalyptol, 10% camphre et 10%

menthol).
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Figure 32 :

Spectres IRTF d’absorbance des échantillons enrichis (A) miel (d’ Algérie), (B) miel de (France), (C) extrait

d’algue brune (ZTamarcifolia) aprés EPS dans CH,Cl, et d’une solution étalon (D) contenant les 4 composés dans une proportion de

(70% thymol, 10% eucalyptol, 10% camphre et 10% menthol)



IV.3.2. Analyse PLS-IRTF des échantillons enrichis aprés EPS

Tableau 19 : Analyse quantitative des échantillons enrichis obtenu aprés EPS par PLS-IR

Thymol Eucalyptol Camphre Menthol
Etalon
Valeur ajoutée
70 10 10 10
Echantillon (%)
Miel (d’Algérie) 6.1340.03 0.7840.00 0.3940.00 | 10.584+0.014
Valeur
Prédiction
Miel de (France) trouvie 4.9140.031 | 0.81+0.008 | 0.30%0.012 | 10.5740.012
(%) *o*
Extrait d’algue
8.2840.14 | 0.81+0.008 | 0.86+0.03 | 8.52+0.03
(C.Tamariscifolia)

* : Valeur moyenne + déviation standard de trois mesures dépendantes

Les résultats obtenus montrent des valeurs de prédictions tres faibles, ceci est du

surement au type de phase solide utilisée.

Suite a cela, I’isolement quantitatif des 4 composés est obtenu par I’utilisation de

I’ELL. Cependant méme pour cette derni¢re 1’optimisation du modéle PLS-IRTF développé

est nécessaire pour améliorer d’avantage les valeurs de prédiction.
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Conclusion



Conclusion générale

L’exploitation du logiciel de calibration multivariable Quant 1 d’OPUS est
correctement lancée pour la premiére fois, au sein de notre équipe de recherche suite a cette

étude.

A travers une €tude comparative on a illustré d’un coté, la quantité d’informations et
I'importance de temps nécessaires pour obtenir les paramétres de validation lors d’une
calibration monovariable et de 1’autre coté, on a montré la simplicité et la rapidité de la

calibration multivariable pour 1’obtention des paramétres analytiques.

Pour procéder a la calibration PLS-FTIR et obtenir les meilleures valeurs de prédiction,
nous avons considéré huit solutions étalons contenant les quatre analytes (thymol, eucalyptol,
camphre et menthol). Les limites inférieures et supéricures des concentrations ont été
s€lectionnées par rapport & la composition commerciale Apilife VAR tout en respectant le

domaine de linéarité dans la zone spectrale considérée.

Différents modeles PLS ont été construits en considérant les bandes séparées de chaque
composante et différents modeles d’intégrations. On a sélectionné le modéle R pour le thymol,
I’eucalyptol et le camphre en considérant le maximum des bandes & 1151 ecm™, 980 cm™, et
1737 cm™ respectivement, et le modéle C pour le menthol en considérant 1’aire du pic entre

1070-1000 cm™.

Les résultats des analyses consécutives démontrent que le modele PLS développé est
adéquat pour la détermination simultanées des quatre analytes, en fournissant un coefficient de
corrélation compris entre 1 et 0.995, permettant d’estimer la bonne qualité de calibrage et une

précision d’analyse faible (<1).

L’analyse directe (sans traitement préalable) des échantillons réels enrichis avec une
solution étalon contenant 70% thymol, 10% eucalyptol, 10% camphre et 10% menthol donne
des valeurs de prédiction par exces pour le menthol et des valeurs par défaut pour les trois

autres étalons.

Pour améliorer les valeurs de prédiction, on a procédé par ELL pour isoler les quatre
analystes et éliminer I’effet matrice. Effectivement, les valeurs de prédiction sont nettement
améliorées notamment pour le thymol, le camphre et le menthol dans le miel. Toutefois les
valeurs de prédiction dans D’extrait d’algue sont erronés, ceci est du probablement a

I’importance de I’effet matrice.
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Les expériences préliminaires faisait appel a I’EPS montrent des valeurs de prédiction
tres faibles et non satisfaisantes. De ce fait, les valeurs de prédiction peuvent étres améliorées
ou bien par I’optimisation du protocole d’isolement ou bien par la considération d’autres
variables spectrales (résolution, assouplissement, spectres dérivés....) avec le nombre de

répliques nécessaires.

A partir de cette étude, on peut conclure qu’un « bon » modele pour les échantillons
d’¢talonnage n’en est pas forcément un pour d’autres échantillons (de prédiction). En effet, il
est toujours possible, en augmentant suffisamment la complexité du modele, de faire en sorte
que celui-ci reproduise aussi bien qu’on le voudra les variations des paramétres d’étalonnage.
On aura alors modélisé non seulement les phénomeénes physiques, mais aussi les bruits de

mesure et autres sources d’incertitude.
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