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Résumé

Aprés la mise en évidence de [I'intérét pratique, la simplicité et Ia rapidité
de calibration multivariable moyennant la combinaison PLS-IRTF, le premier objectif
de cette étude consiste a exploiter d’avantage les paramétres du logiciel pour la détermination

simultanée de camphre, carvaone, thymol et limonéne dans différentes huiles essentielles.

Le spectrophotométre infrarouge utilisé dispose d’un modéle de calibration
multivariable qui n’est exploitable que si les spectres des étalons présentent des pics séparés
et spécifiques. Le deuxiéme objectif fixé a travers cette étude est d’utiliser une bande interférée

et de tester la calibration en utilisant le potentiel qu’offre le spectre dérivé.

Pour les trois étalons Camphre, Carvone et Thymol les meilleurs paramétres analytiques
de calibrage sont obtenus en utilisant le mode d’intégration R des spectres d’ordre zéro alors
que pour le limonene deux modeéles de calibration PLS sont possibles, soit par le mode
d’intégration I pour le spectre d’ordre zéro ou le mode d’intégration B pour le spectre de la 1%
dérivé. Différents paramétres de détermination ont été étudié a savoir : (a) la sensibilité,

(b) le domaine spectrale d’analyse et (c) le domaine de concentration.

L’analyse des échantillons réels par PLS-IRTF montre globalement des valeurs
comparables entre les teneurs théoriques et prédites par le modéle de calibration développé
et ce, avec un pourcentage de récupération qui varie entre 90 et 110% et une faible valeur

d’erreur d’analyse.

Mots clés : Spectrométrie IRTF, PLS, Calibration multivariable, Camphre, Carvone, Thymol,

mode d’intégration, Huiles essentielles.



Abstract

After the description of the interest practices, the simplicity and the speed
of multivariate calibration with the help of combination PLS-IRT. The primary goal of this
study comsists in exploiting of advantage the parameters of the software for the simultaneous

determination of camphor, carvaone, thymol and limonene in various essential oils.

The infrared spectrophotometer used has a multivariable model of calibration which is
exploitable only if the spectra of the standards present separate and specific peaks. The second
objective set through this study is to use an interfered band and to test the calibration by using

the potential which offer the derived spectrum.

For the three standards Camphor, Carvone and Thymol the best analytical parameters
of calibration are obtained by using the mode of integration R of the spectra of order zero
whereas for limonene two modes of calibration PLS are possible, that is to say the mode
of integration I for the spectrum of order zero or the mode of integration B for the spectrum
of 1st derived. Different parameters from determination were studied namely: (a) sensttivity,

(b) the field spectral of analysis, (c) the area of concentration.

The analysis of the real samples by PLS-IRTF shows overall comparable values between
the contents theoretical and predicted by the model of calibration developed and this, with a

percentage of recovery which varies between 90 and 110%and one low error value of analysis.

Keywords: Spectrometry IRTF, PLS, multivariable Calibration, Camphor, Carvone, Thymol,

mode of integration, essential Oils.
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Introduction

Introduction

L’importance et la valeur des plantes, revient & la présence des molécules chimiques
complexes dans ces organes “’feuilles, tiges, racines et graines’’, dites métabolites secondaires.
Les Meétabolites secondaires constituent un groupe biologiquement
et chimiquement intéressant, qui font I’objet de nombreuses recherches, notamment
la recherche de nouveaux composés bioactifs. Ces métabolites secondaires sont classés selon leur
appartenance chimique en I’occurrence, les terpénes, les composés phénoliques,

les alcaloides, polyacétylénes, les composés nitrile, et les chlorophylles.

Le dosage des produits de ces différentes classes chimiques présente une grande
importance afin de pouvoir valorisé les plante ou méme de ce voir s’il existe des possibilités de
différenciation entre les espéces. Cependant le dosage présente deux difficultés importantes :
la  premiere est liée intimement & la variation de la composition chimique
d’une méme espéce, en fonction de la saison, de la région ou méme du protocole
de préparation de I’extrait et la deuxiéme est relative a la complexité de la matrice. De ce fait, les
méthodes de calibration monovariable ne peuvent résoudre ce genre de problémes
et le développement de méthode d’analyse chimiométriques s’impose, permettant ainsi
la  détermination simultanée de plusieurs composés, et Iutilisation d’un domaine

de concentration important pour suivre la variation de la composition chimique

La chimiométrie est la science de l’acquisition, de la validation et du traitement
de données dans le domaine de la chimie analytique. Elle inclut les méthodes de calibration
multivariable basées sur les traitements mathématiques du signal et les méthodes statistiques
pour extraire [Iinformation présente dans les données spectrales. L’application
de ces méthodes dans le domaine de la spectroscopie infrarouge connait un succés particulier du
fait d’appliques des outils statistiques sur des collections spectrales renfermant un grand nombre

de variables mesurées pour un grand nombre d’échantillons présentant de faibles différences.

La méthode prédictive 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 modéles dans les différentes zones de spectres de I’infrarouge (PIR-MIR,

LIR), ou a la détermination simultanée d’analytes dans des matrices complexes.



Introduction

Suite a cela, nous avons fixé comme objective, & travers cette étude, le développement
d’une nouvelle méthode de dosage par spectrométrie IRTF en exploitant les possibilités
qu'offrent les méthodes de calibration multivariables. Le modéle optimisé sera appliqué

aux monoterpenes présents dans les huiles essentielles des plantes.

Ce manuscrit est réparti en deux parties :

> la premiére partie est une synthése bibliographique dans laquelle, on présentera
la spectrométrie IRTF, la chimiométrie son utilisation et les travaux dont elle a fait ’objet.

» La seconde partie est une étude expérimentale consacrée 2

% L’extraction de I’huile essentielle des différentes matiéres végétale
par entrainement 2 la vapeur d’eau et hydrodistillation ,
% Le dosage des monoterpénes étudié par IRTF- PLS dans les huiles essentielles, en

utilisant le spectre d’ordre zéro ou le spectre de la 1 dérivé.

A partir de I'interprétation des résultats expérimentaux, nous aboutirons 3 une conclusion

générale qui nous permettra d’avoir des perspectives liées a ce travail.






Partie théorique

I- La spectroscopie Infrarouge

L.1-Historique

Frédéric Wilhem Herschel découvrit le rayonnement infrarouge en 1800. En mesurant
des températures dans différentes zones du spectre solaire, il constata que le maximum se situait
a des longueurs d’onde plus élevées que celles du domaine visible. Ces tadiations furent

appelées infrarouge par Becquerel vers 1870 [1].

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

les fulgurants progres de la microinformatique [1,2].

Les années 1980 Pinfrarouge connaisse une nouvelle jeunesse grice aux progrés énormes
de I'informatique qui ont permis le développement de I'interférométrie et de la transformée
de Fourier pour donner naissance a la spectrométrie infrarouge a transformation de Fourier
(IRTF) [1] ; Deés lors, il devint facile de stocker et de traiter des signaux, de les transformer

et de mettre en ceuvre des méthodes mathématiques et statistiques [2].
I.2-Domaine spectral de zone infrarouge

La lumiére infrarouge est une radiation de nature électromagnétique. Le spectre
électromagnétique est généralement divisé en plusieurs régions : les rayons gamma, les rayons

X; l'ultraviolet, le visible, I'infrarouge, les micro-ondes et les ondes radios fréquences [3].

Le rayonnement infrarouge se divise en trois régions: le proche infrarouge de 800
a 3000 nm, I'infrarouge moyen de 3000 & 25000 nm et I’infrarouge lointain de 25000 3 10 nm.
Ces subdivisions sont arbitraires et reposent essentiellement sur des critéres d’appareillages

et également sur le type d’informations accessibles dans chacun de ces domaines [1].
L.3-Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

La spectroscopie IRTF est une technique basée sur la détermination de l'interaction entre
un rayonnement infrarouge et d'un échantillon qui peut étre solide, liquide ou gazeux.
I mesure les fréquences qui absorbent I'échantillon, ainsi que les intensités de ces absorptions.

Les fréquences sont utiles pour l'identification de composition chimique de I'échantillon

1



Partie théorique

en raison du fait que les groupes fonctionnels sont responsables de l'absorption du rayonnement

a des fréquences différentes [4].

L’interférométre de Michelson est le dispositif principal de ce type de spectrométre.
Dans ce systéme le rayon lumineux peut prendre deux trajets optiques différents ce qui crée alors

une interférence [3].

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

du déphasage est primordiale ; elle est réalisée par un laser qui n’apparait pas sur la figure 1 [5].

S .ODétecteur I.R.

: Cuvette

Signal 100 % 4
Signal 50 % .
Signal d'interférence °

Lame séparatrice
- S
ermr/\ \\\ Miroir

Source [.R.
Miroir mobile

Figure 1 : Schéma interférométre de Michelson

L’échantillon est placé dans le trajet des rayons lumineux & proximité du détecteur.
Si le miroir mobile se déplace & vitesse constante, un rayon lumineux monochromatique
est a l'origine d’un signal électrique sinusoidal. Pour une lumiére polychromatique, le signal
enregistré est appelé interférogramme. L’application de la transformée de Fourier permet

d’obtenir les intensités en fonction des fréquences [3].



Partie théorique

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

des fréquences est beaucoup plus précise et plus stable a long terme que dans un instrument
dispersif [6].

I.4- Spectrométrie dérivée

C'est une technique analytique utilisée pour améliorer la résolution de bandes d'absorption trés
voisines ou se recouvrant dans un spectre d'ordre zéro .Cette méthode met trés clairement
en évidence les changements de pente des spectres et permet ainsi de noter les points d'inflexion
avec précision. De plus, dans un spectre dérivé d'ordre n, une bande du spectre d'origine
se traduit par I'existence de n+1 bandes alternativement positives et négatives, ce qui entraine

la formation de n points d'annulation faciles & déterminer avec une trés grande précision [7].

Le principe consiste a calculer par un procédé mathématique les courbes dérivées des spectres
pour améliorer la précision de certains dosages. Ce procédé est appliqué par exemple quand
I'analyte se confond dans le spectre global du mélange dans lequel il se trouve. Les tracés
des courbes dérivées sont en effet beaucoup plus accidentés que ceux des spectres d’origine

(appelés specire d ordre zéro) dont ils mettent en relief les faibles variations de pente [8].

I.5- Analyse qualitative et quantitative

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

L’analyse qualitative se réalise généralement en deux étapes: (1) Identification
des groupements fonctionnels de la substance. (2) Confirmation de la structure moléculaire
par comparaison de Ia totalité du spectre avec celui d’un composé connu [9]. La concordance
exacte entre le spectre d’un composé de structure connue et celui d’un analyte permet d’identifie
ce dernier sans aucun doute possible, du fait qu’il n’existe pas deux composés de structure
différente qui ont le méme spectre IR (on parle « d’empreinte digitale » du composé) [10].

Les études quantitatives sont basées sur I'utilisation de la loi de Beer-Lambert qui établit
une relation entre les mesures d’absorbances et la concentration des espéces a déterminer.

Des analyses quantitatives & +- 10% sont relativement aisées & obtenir, pour des analyses
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plus précises (<1% en solution) il est nécessaire d’établir une courbe d’étalonnage

et de s’assurer que les spectres sont enregistrés dans les conditions optimale [11].

ITI-La chimiométrie

Les débuts de la chimiométrie datent de 1969 lorsque Jurs et ses collaborateurs ont publié
des articles concernant utilisation d’une méthode, « Linear Learning Machine » permettant

de classer les spectres de masse [12].

La chimiométrie (chemometrics) est la science de I'acquisition, de la validation
et du traitement des données dans le domaine de la chimie analytique. Le développement

des méthodes analytiques est intimement li€ aux progrés chimiométriques [13].

La chimiométrie est l'application des principes de la métrologie et des mathématiques
et statistiques a variables multiples pour extraire efficacement le maximum d'informations
a partir des données. Elle peut étre appliquée aux mesures sensorielles, chimiques et biologiques
et typiquement quand des mesures multiples sont effectuées sur une série d'échantillons [14].
C’est un outil utilisé pour extraire des informations pertinentes a partir de données
physicochimiques mesurées. Pour ce faire, il faut tenter de construire un modéle reliant

les données mesurées aux données observées [15].

La chimiométrie est aujourd’hui appliquée a de nombreux domaines de la chimie analytique,
notamment aux méthodes séparatives telles que la chromatographie
et I'électrophorése et aux méthodes spectroscopiques telles que Raman, IRTF, SPIR, VIS-SPIR.
Plusieurs domaines d’application bénéficient déja des avantages apportés par la chimiométrie
comme I’agroalimentaire, I’environnement et les géosciences, la pharmaceutique, le contrdle

réactionnel industriel en temps réel et la criminologie [16].

La spectroscopie IRTF en combine avec la chimiométrie est une technique rapide
et convivial, facile et de I’environnement. En outre, I"utilisation de cette technique peut éliminer
des étapes en rendant le protocole plus facile et peut méme permettre une analyse directe
sans aucun traitement préalable des échantillons, et ce, en permettant de fournir la précision,

I’exactitude et I’information analytique et d’économiser beaucoup de temps [17].
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I1.1-Méthodes chimiométriques

Les spectres PIR des échantillons sont enregistrés et regroupés dans une matrice
de données, notée X. Cette matrice X contient les valeurs numériques d’absorbance observées
pour les m variables (longueurs d’onde ou nombres d’onde) pour n échantillons. La matrice X
est représentée sur la figure 2. En paralléle, des mesures chimiques sont réalisées
afin de déterminer les valeurs de la mesure de référence de la propriété a prédire.
Ces valeurs sont regroupées dans la vectrice colonne, noté Y, qui peut étre généralisable

a une matrice Y contenant plusieurs colonnes dans le cas ou plusieurs propriétés sont & prédire.

m variables

il
<«

A

o4 4
=
=
z X ||
=
[>]
-
-
v v

Figure 2 : Matrice des données spectrales X contenant les valeurs d’absorbance
pour m variables spectroscopiques et n échantillons. La matrice Y contient les valeurs

de la mesure de référence.

Le choix de la méthode d’analyse est fonction de l'objectif de 1’étude. Il peut s agir
d’une analyse quantitative, Y contient alors des valeurs continues comme par exemple
des valeurs de concentrations. Il peut s’agir de la détermination d’une propriété,

de I'appartenance a une classe. Dans ce cas, ’analyse est qualitative [18].

La figure 3 regroupe les méthodes chimiométriques fondés aussi bien sur un modéle linéaire

que non linéaires.

(9]
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I1.1.1-Calibration multivariable

La calibration multivariable est I'application la plus réussie de la combinaison
de la chimiométrie et des données spectrales [20]. Les modéles multivariables de calibration
sont d'importance pour beaucoup de mesures analytiques, en particulier pour des données

spectroscopiques [21].

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

[22].

II.1.1.1- Régression des moindres carrées partielle (PLS : Partial least squares)

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

adaptations et développement [23].

La régression PLS (partial least squares, moindres carrés partiels) est une méthode
de régression qui a regue de trés nombreuses applications pratiques, notamment
en spectroscopie, dans les problémes d’étalonnages de spectromeétres et d’autres instruments
de mesure. Cette méthode a comme objectif de créer un modele linéaire permettant d’estimer

une ou plusieurs variables Y connaissant une matrice de données prédictives [24].

La régression PLS est donc une extension du modéle de régression linéaire multiple. Dans
sa forme la plus simple, un modele linéaire spécifie la relation (linéaire) entre une (ou des)

variables dépendantes (réponses) ¥ et un ensemble de variables prédictives X telles que :

Y=5b0+b1X1+b2X2+  +bpXp

Ou les bisont les coefficients de régression.
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La régression PLS est une technique récente qui généralise et combine les caractéristiques
de l'analyse sur composantes principales et de la régression multiple. Elle est particuliérement
utile quand on a besoin de prédire un ensemble de variables dépendantes a  partir
d'un ensemble trés grand de variables explicatives (prédicteurs) qui peuvent étre trés

fortement corrélées entre elles.

La principale originalité de la régression PLS est de préserver l'asymétrie de la relation entre
les prédicteurs et les variables dépendantes, contrairement aux autres techniques

qui les traitent symétriquement [25].

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

des variables dans ’ancienne base.

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

pour construire I’équation de prédiction.

I1 existe de nombreuses versions de I’algorithme de régression PLS. Elles différent au niveau
des normalisations et des calculs intermédiaires, mais elles aboutissent toutes a la méme
régression. Il existe une distinction dans I’application de la méthode de régression PLS.
I1 faut séparer le cas ou il y a une seule variable Y a prédire de celui o il y en a plusieurs.
Dans le premier cas, on parle de régression PLS univariée (PLS1) et dans le second cas

de régression PLS multivariée (PLS2) [23].
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ITI-Les terpénes
IIL.1 Généralité

Les terpenes font partie des métabolites secondaire des plantes et particuliérement
des composé organiques volatils. Les terpénes sont des hydrocarbures non azotés,
tres réactifs. Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette
des terpenes avec une ou plusieurs fonction chimique (alcool, aldéhyde, cétone, acide,
lactone, etc) donc ils n’ont pas une fonction universelle et sont différemment représentes
dans les différentes familles, genres et espéces [26]. Ces terpénes sont biosynthétisés a la suite
du couplage d’au moins 2 entités a 5 carbones dont la structure est celle de I’isopréne
ou 2-méthylbuta-1,3-diéne [27].Leur classification est basée sur le nombre de répétitions
de I'unité de base isopréne : hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10), sesquiterpénes (C15),
diterpénes  (C20),  sesterpénes  (C25), triterpénes  (C30), tetraterpénes(C40)
et polyterpénes [28].

Beaucoup de terpénes servent comme des additifs dans les industries alimentaires
et cosmétiques et plusieurs d’entre eux possédent des activités biologiques

Anti-microbienne, insecticide, anti-carcinogenique, anti-inflammatoire, anesthésique
et anti-histaminique (des mono et sesquiterpénes), diurétique (B-eudesmol), neuroprotective
(o-terpinene, y-terpinene, et trans-caryophyllene). On peut citer également les propriétés anti-
tumorales et cytotoxiques des diterpenes (taxol), et des activités anti-oxydantes attribuées

surtout aux diterpenes phénoliques [29].

Les monoterpénes avec les sesquiterpénes, un des éléments principaux des essences végétales
aromatiques appelées huiles essentielles. Par exemple : camphre, géraniol, menthol, limonéne
et citral. Les monoterpenes sont émis par les plantes. Ils forment des aérosols pouvant servir
de noyau de condensation des nuages. Ils augmentent la clarté des nuages et refroidissent

le climat.

Les monoterpénes sont une classe de térpenes constitués de deux molécules d’isoprénes
(CsHg). Ils peuvent étres linéaires, monocyclique (thymol, menthol) ou bicyclique (camphre)
(vorr tableaul) [22].A ces terpénes se rattachent un certain nombre de produits naturels

a fonctions chimiques spéciales [30].



Partie théorique

Tableaul : Classification de quelques monoterpénes [26, 27].

La classe Sous classe Le nom systématique | La fonction chimique
Géraniol
Alcool
. Nérol
Acyclique .
Ociméne
Hydrocarbure
Myrcene
Menthol
A Alcool
5 Thymol
=
38 . Limonéne
S Monocyclique :
§ Terpinolene Carbure
Terpinéne
Carvone Cétone
Bornéol Alcool
Bicyclique Camphre Cétone
Alpha et béta pinéne Hydrocarbure

IIL2.- Description des terpénes utilisés comme étalons

e Limonéne
Le d-limonéne (1-méthyl-4-(1-méthyléthényl) cyclohexéne)
est un terpéne monocyclique (C;oHjs,) avec une odeur de citron.
d-limonéne (énantiomére R) est un constituant majeur

de plusieurs huiles d'agrumes [31].

Le d-limonéne est un liquide incolore possédant une odeur
brillante, fraiche et propre, caractéristique des agrumes. /\

Ce terpéne combustible est soluble dans les solvants organiques et la plupart
des huiles mais pratiquement insoluble dans I'eau. Le d-limonéne s’oxyde
lentement en présence d’air.

Le d-limonéne est utilisé depuis un demi-siécle comme arome dans les parfums,
savons, cremes lotions et détergents et comme flaveur dans les aliments
et boissons. Il servirait comme matiére premiére dans la synthése de résines
terpéniques, pour la production de succédanés d’huiles essentielles et pour

la fabrication d’édulcorants [32].

10



Partie théorique

e Carvone

La carvone se trouve naturellement dans les graines et les fruits de nombreuses
plantes. La R-carvone (L-carvone) (lévogyre) est le constituant majeur
des essences de menthe verte, tandis que la S-carvone (D-carvone) (dextrogyre)
est présente dans les graines de carvi et le cumin [26, 33].La L-carvone
(5 (R) -isopropényl-2-méthyl-2-cyclohexéne-l-one) est largement utilisé en tant
que substance odorante ou composant aromatisant dans la pate du dentifrice

oudela poudre, la gomme & mécher, des bains de bouche [34].

La carvone (2-méthyl-5(1-méthyléthyényl)-2-cyclohexén-1-one)
(CioH140) est un liquide incolore & jaune péale ayant
une température d’ébullition de 230°C. La molécule de la carvone
appartient a la famille des terpénes a la classe du monocyclique
et possédé un carbone asymétrique. Elle existe donc sous deux

formes des énantioméres ayant les mémes propriétés chimiques

et physiques et qui ne différent que par leur pouvoir reptatoire [26].

e Thymol
Le thymol (5-méthyl-2-isopropyl-phénol) est un monoterpéne cyclique contenu
dans I’huile de thym et dans les huiles essentielles (volatiles)
de plusieurs autres plantes [35, 36].I1 se présent sous forme
de cristaux incolores avec une odeur aromatique caractéristique.
Il est soluble dans les alcools, le gras, I'huile et peu soluble
dans l'eau. On ['utilise notamment pour ses propriétés
antiseptiques,  antibactériennes et  antifongiques  ainsi

que pour stabiliser les préparations pharmaceutiques [37].

i OH
e Camphre
Est un composé organique bicyclique aromatique solide
en forme des grains blancs trés parfumés, substance concréte,
blanche et demi-transparente, d’une odeur trés forte,
O

d’une saveur amere et brulante, qu’on extrait de certains

i1
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végétaux. C’est une cétone a partir de laquelle on synthétise le bornéol
et le camphéne. 1l est insoluble dans 1’eau, il est soluble dans les solvants
organiques.

L’usage du camphre était principalement médical, ses vertus
sont nombreuse : antispasmodique, stimulant cardiaque, il est apprécié aussi
pour son action sur le systéme nerveux, pour guérir les fiévres continues
et intermittentes, voire comme agent de prévention générale.

Le camphre renommé pour ses propriétés antiseptiques, anti-infectieuse
et antivirale, c’est wun puissant antalgique, un  analgésique,
un anti-inflammatoire, un tonique général, un stimulant respiratoire, il agit
contre les douleurs rhumatismales, les douleurs musculaire et méme contre

les migraines [26].

1V- Huiles essentielles
1V-1. Généralité

Les essences ou huiles essentielles, connues également sous le nom d’huiles volatiles,
de parfums, etc., sont des substances odorantes huileuses, volatiles, peu solubles dans ’eau,
plus ou moins solubles dans I’alcool et dans 1’éther, incolores ou jaunatres, inflammables
qui s’altérent facilement a I’air en se résinifiant. Elles sont liquides 4 température ordinaire ;
quelques-unes sont solides ou en partie cristallisées ; elles n’ont pas le toucher gras
et onctueux des huiles fixes dont elles se distinguent par leur volatilité. Leur odeur
plus ou moins forte, suave, piquante ou désagréable. Elles ont la propriété de ne pas laisser
de tache durable sur le papier [38].

Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques. Enphytothérapie, elles
sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine
bactérienne. Cependant, elles possédent également des propriétés cytotoxiques qui
les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens

a large spectre.

Dans les domaines phytosanitaires et agroalimentaires, les huiles essenticlles ou leurs
composés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre

les champignons phytopathogénes et les microorganismes envahissant les denrées

12
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alimentaires. Les huiles essentielles jouent un réle écologique dans les interactions végétales,
végétale-animales et pourraient méme constituer des supports de communication
par des transferts de messages biologiques sélectifs. En effet, elles contribuent & I'équilibre
des écosystémes, attirent les abeilles et des insectes responsables de la pollinisation, protégent
les végétaux contre les herbivores et les rongeurs, possédent des propriétés antifongiques,
antibactériennes, allopathiques dans les régions arides et peuvent servir de solvants bioactifs
des composés lipophiles. Traditionnellement, les huiles essentielles sont présentes
dans le processus de fabrication de nombreux produits finis destinés aux consommateurs.
Ainsi, elles sont utilisées dans 1’agroalimentaire pour aromatiser la nourriture.
Elles sont également utilisées dans I’industric de la parfumerie, de la cosmétique

et de la savonnerie.

Dans les plantes, les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs.
Elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent
en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la cellule étre
couvertes d’une cuticule. Elles peuvent étre stockées dans divers organes : fleurs, feuilles,
écorces, bois, racines, rhizomes, fruits ou graines. Les huiles essentielles sont constituées
principalement de deux groupes de composés odorants distincts selon la voie métabolique
empruntée ou utilisée. Il s’agit des terpénes (mono et sesquiterpénes), prépondérants
dans la plupart des essences, et des composés aromatiques dérivés du phénylpropane [30].

Il existe plusieurs techniques pour obtenir des huiles essentielles. La principale et la plus

ancienne est la distillation a la vapeur d’eau [39].

IV.2.- Echantillons étudiés
> Anis étoilé (lllicium verum)

La badiane est cultivée depuis trés longtemps. Ses feuilles sucrées étaient déja réputées
en Chme, 4 000 ans avant J.C, comme masticatoire et parfum religieux. Aujourd'hui,
cest le fruit appelé "anis étoilé" qui est valorisé. L’huile essentielle est obtenue
par la distillation des fruits avec un rendement moyen de 2,5%. Sa composition est dominée
par la présence de trans-anéthole (90%) (tableu 2), lui conférant son aréme et ses propriétés
distinctives. Elle exhibe une certaine activité oestrogen-like. Son action se rapproche

de I’action protectrice de I’estriol. L’anéthole est analgésique et sédative.

13
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Les études ont aussi démontré qu’elle est anti-inflammatoire, anticoagulante et antiulcéreuse.
On a pu mettre aussi en évidence son action inhibitrice de I’acétylcholinestérase, ce qui en
fait une excellente candidate pour prévenir et traiter la maladie d’ Alzheimer. Enfin, I’anéthole
et 'huile essentielle d’anis étoilé sont révélés de bons antiviraux, entre autres contre le virus
de I'herpés. Leur action s’exerce en neutralisant les virus a Pextérieur des cellules,

les empéchant de pénétrer a I'intérieur des cellules [40].

Tableau 2 : Composition chimique d’huile essentielle d’anis étoilé [41].

Name of the compounds Peak %

a-Pinene 0.12+0.020
b-Pinene 0.03 +£0.020
Myrcene 0.02 +0.003
a-Phellandrene 0.04 +0.001
3-Carene 0.15+0.020
a-Terpinene 0.02 + 0.001
p-Cymene 0.05 &+ 0.003
Limonene 1.05£0.040
trans-Ocimene 0.09 +0.010
a-Pinene 0.01 £0.001
cis-b-Ocimene 0.04 £ 0.001
c-Terpenene 0.03 £ 0.003
Terpinolene 0.29 + 0.020
Linalool 0.12+0.030
c-Terpineol 0.09 + 0.020
4-Terpineol 0.08 + 0.010
a-Terpineol 1.05+0.120
Estragole 0.14 + 0.020
cis-Anethole 93.9+1.560
trans-Anethole 0.10+0.010
a-Cubenene 0.01 £ 0.001
b-Clemene 0.10+0.010
Carryophyllene 0.01 +£0.002
Bergamotene 0.04 +£0.002
D-Cardinene 0.02 + 0.001
a-Cardinol 0.12+0.020

» Armoise (Artemisia mesatlantica)

L’armoise est utilisée comme remede de beaucoup de maladie tel que le traitement

du diabéte, bronchite, abcés, diarrhée et comme vermifuge. L’huile essentielle de I’ Armoise

14
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est riche en principes actifs trés demandés par les industries médicinales, pharmacologiques

et cosmétologiques [42].

Le rendement moyen en huile essentielle est 0,5 %. Les analyses chimiques, par CG
et CG/SM, ont permis d’identifier environ 99,77 % des produits volatiles totaux de cette
essence. La B-thujone (56,33 %) constitue le principal composé identifié parmi les soixante
caractérisés suivi du campheéne (7,48 %) et du camphre (4,17 %). La combinaison
en composeés volatils de cette espéce est variable, en termes de diversité et de concentration.
L’huile essentielle d” Artemisia mesatlantica (tableu 3) comprend des esters terpéniques avec
I'acétate de terpinyle, des alcools terpéniques comme I’a-terpinéol et des monoterpénes tel
que le camphene, le myrcéne, le tricycléne et le limonéneIl y a également des oxydes avec
le 1,8 cinéole, des cétones sesquiterpénes dont essentiellement la pipéritone

et les sesquiterpénes comprenant ’a- muuroléne, et le A-cadinéne [43].

Tableau 3 : Composition chimique de 'huile essentielle des parties aériennes de I’Artemisia
mesatlantica récoltées au Maroc en Mars 2010 entre Ifrane et Boulmane [43].

N* IK Biblio-graphie IK Constituant Aire %
1 926 922 Tricycléne 0,09
2 931 928 a-thujene 0.83
3 939 943 o -Pinéne 0,87
4 953 968 Campheéne 7.48
5 976 972 Sabinéne 0,25
6 980 975 P -pinene 0,08
7 991 986 Myrcene 0,19
8 1011 1016 A -3-caréne 0.22
9 1018 1024 o —terpinéne 0,47
10 1031 1027 Limonéne 0,15
11 1033 1031 1,8 -cinéole 2.63
12 1002 1055 cétone d’artemisia 0.50
13 1062 1064 d -terpinene 0,88
14 1083 1083 Alcool d”Artemisia 0,08
15 1095 1095 a -oxide de pinéne 0,52
16 1102 1101 a —thujone 1,38
17 1114 1114 p —thujone 56,33
18 1119 1118 Trans-pinan-2-ol 0,10
19 1133 1130 1s0 -3 -thujanol 0,24
20 1136 1135 Cis -B -dihydro-terpinéol 1.93
21 1143 1140 Camphre 4,17
22 1158 1157 Trans-B-dihydro-terpinéol 0,30
23 1163 1161 Trans-B-Terpinéol 0,63
24 1177 1173 Terpin -4-ol 0.80
25 1181 1181 Thuj-3-en-10-al 0,09
26 1189 1187 o —terpinéol 0,26
27 1193 1193 Cis —pipéritol 0,61
28 1204 1204 Verbénone 0,16
29 1229 1224 Nordavanone 0,30
30 1258 1256 Trans myrtanol 0.77
31 1287 1287 8 -terpinene-7- al 0,23
32 1350 1350 o —acétate de terpinyl 0.17
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33 15373 1368 longicyclene 0,11
34 1387 1372 Iso-longifoléne 0,26
35 1398 1406 B —longipinéne 0,12
36 1418 1412 E-Caryophyliéne 0,61
37 1467 1465 9 -épi- E -caryophylléne 0,44
38 1480 1481 D -germacréne 2.29
39 1499 1497 o -muuroléne 0,66
40 1503 1502 A —germacrene 0,27
41 1514 1514 Cubébol 0,30
42 1524 1522 A- cadinéne 0,17
43 1549 1551 Elémol 0,16
44 1581 1573 Oxyde de caryophylléne 0,89
45 1586 1580 Davanone 1,23
46 1595 1587 Cis alcool d’artenuuique 0,31
47 1600 1599 Trans - —¢1émeénone 0,51
48 1606 1603 Epoxide II d* Humuléne 0,92
49 1614 1612 1,10 -di- épi- cubénol 0,46
50 1627 1625 1- épi- cubénol 2,16
51 1637 1631 3 —1s0 — thujopsanone 0,18
52 1640 1636 Epi —a- cadinol 0,19
53 1649 1648 p —Eudesmol 0,30
54 1653 1655 o —cadinol 0,71
55 1674 1676 cadaléne 0,56
56 1693 1684 Germacrone 0,30
57 1726 1723 Iso-longifolol 0,13
58 1741 1740 8- a - 11- élemodiol 1,39
59 1764 1769 14-oxy- a-muuroléne 0,31
60 1814a)p 181 Iso-acétate de longifolol 0,12

I’essence de girofle est trés riche en eugénol qui est utilisé pour la fabrication de la vanilline
artificielle. La teneur en essence et en eugénol des différentes parties de la plante sont : (i)
clou sec : environ 39% des clous frais,(ii)clous : 15-20% d’huile essentielle dont 78 a 98%
d’eugénol, (ii1) griffes : 4-6% d’huile essentielle dont 80 a 95% d’eugénol, (iv)antofles : 2-3%
d’huile essentielle dont 53% d’eugénol, (v)feuilles : 1-3% d’huile essentielle dont 75 4 88%
d’eugénol [44]. La composition chimique d'huile de clou de girofle ont été analysées utilisant
CG-MS (tableau 4), L'eugénol (83,73%) c’est le composant majoritaire suivit
par l'acétate d’Eugenyl. (11,37%) [45].

Tableau 4 : Composition chimique d’huile essentielle de clous de girofle (Syzygium
aromaticum L) [45].

Composition Proportion (%) Composition Proportion (%)
Eugenol 33.73 Eugenol acelate 11.37

[3 -caryophyllene 3.47 o -humulene 0.42

Methyl salicylate 0.28 Caryophyllene oxyde 0.27

Chavicol 0.10 Total 99.64
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»  Carvi (carum carvi )

L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation a été étudiée par la chromatographie gazeuse
et le GC-MS. Les constituants principaux d'huile essentielle de carvi sont la(R) carvone
(37,98%) et le D-limonéne (26,55%) a suivi du a-pinéne(5,21), cis-carveol (5,01%)
et du le myrcéne (4,67%). 30composants ont été identifiés dans I'huile, expliquant 97,58%

de toute l'huile (tableau 5) [46].

Tableau 5 : Composition chimique d’huile essentielle du Carvi (carum carvi 1) [46]

Compounds RI~ Reladve content {%0)
w-Pinens Q39 3.17
f-Pinene 074 0.02
p-Myrcene oa1 467
p-Cymene 1026 034
D-Limonene 1029 26.35
1.8-Cineol 1032 D.43
Linaleol 1097 0.87
cis-Limonens oxids 1132 0.63
Menthone 1152 050
Menthol 1172 0.07
4-Terpinec] 1174 154
v-Terpinene 117a 0.17
P-Crmen-8-ol 1182 D49
Dibrvdrocarvene 1200 121
ciz-Carveo] 1236 3.01
Cuminic aldehyde 1236 0.08
{Ry-Carvone 1242 37.98
Dihwdrocaneel 1253 1.08
o-Terpinene-7-al 1277 1.04
Bornyl acetate 1285 D54
Cunin alechel 1288 0.72
Eugenol 1336 145
Methvieugencl 1401 023
Germacrene D 1479 281
Mristicin 1513 0.03
Elemicine 1534 0.19
Carvophyllene oxide 1583 1.23
Apiol 1682 041
Phytol 2119 0.06
1.2-

HHIRRPAEN ooy 1.05
acid, mono(2-

ethylhexyl)ester

Total 07.58

17



Partie théorique

» Myrte (Myrtus communis L)

Le Myrtus communis L. ou le myrte est un arbuste éternel a feuilles persistantes et parfumé.

De grandes activités ont été faites concernant les effets pharmaceutiques de cette usine.

L'huile essentielle de myrte est obtenue par entrainement a la vapeur d’eau a partir des feunilles
séchées de Myrtus communis L. ¢’est un liquide mobile, limpide, jaune clair avec une odeur

caractéristique

Des effets antifongiques et antibactériens étudiés apparenté d'huile essentielle du myrte
dans un autre recherche également, l'effet et I’activité antibactériens et antioxydants
de stérilisation de cette usine a été examinés. La composition chimique d'huile essentielle
de feuille de myrte appartenantaux différentes régions et moissonnée a différentes périodes
a été largement étudié, Les résultats de cette recherche prouvent que le a —pinéne, le cineoll,8
, et le linalol, ont consacré les plus grands pour cent d'ingrédients d'huile essentielle

(tableau 6) [47, 48].

Tableau 6 : Composition chimique d'huiles essentielles du Myrius communis L dans Gilane
Gharb [48].

Row Volatile compound Retention mdex “o Composition
1 a-Thujene Q32 0.5
2 u-Pinene 942 2787
3 Camphene 534 0.15
+ B -Pinene 81 0.8
> 3-3-Carene 1013 0.63
6 B -Nrrcene 994 0.3
7 o -Pheliandrene 1007 014
8 a -Terpinense 1029
9 1.8-Cineole 1040
10 § -Ocimene 1035
I y-Terpinene 1064
1z a-Terpinolene 1088

3 Linalool 1108
14 4-Terpinecl 1182
15 a-Terpineol 1197
1§ 2.6-Octadien 1233 0.31
17 Linalvl Acetate 1262 6.17
18 trans-Pinocarteol 1304 0.13
19 a-Terpinyl acetate 1356 +.04
20 Nervl acetate 1388 023
21 Geranyl acetate 13868 4.87
22 nlethyl engencl 1410 148
23 trans-Carvophvilene 1425 157
24 o-Humulene 1464 1.35
25 Carvophvllene oxide 1597 1.57

Identified compounds 92,21

18



Partie théorique

» Romarin (Rosmarinus officinalis L)

Rosmarinus officinalis L, posséde plusieurs activités thérapeutiques: cholagogue,
antispasmodique, emménagogue. Grice 4 certains composants (carnosol, rosmaridiphénol,
rosmanol et acide rosmarinique). L’huile essentielle de romarin a fait I’objet de nombreuses
études répertoriées par Lawrence. Diverses compositions ont éié décrites en fonction
des constituants majoritaires, 4 savoir :(i) cinéole supérieur a 40% (Maroc, Tunisie, Turquie,
Grece, Yougoslavie, Italie, France),(ii) a-pinéne, 1,8-cinéole et camphre en proportions
voisines (Espagne, France, Italie, Gréce, Bulgarie),(iii) myrcéne & une teneur élevée
de (Espagne, Portugal, Argentine),iv) camphre, cinéole, bornéol (Cuba),v) cinéole, bornéol,
p-cymene (Turquie),vi) a-pinéne, verbénone, acétate de bornyle(Corse, Sardaigne).L huile
essentielle de romarin d’ Algérie a également fait I"objet de quelques études. Ainsi, le romarin
de la région de Bibans (Alger) est riche en 1,8-cinéole et il contient également du camphre et
de I'oa-pinéne, La composition de ce romarin varie manifestement en fonction du cycle

vegétatif de la plante (tableau 7) [49].

Tableau 7: Composition chimique d’huile essentielle de romarin (Rosmarinus officinalis L)
[49].

Constituant Romarin cultivé (%) Romarin sauvage(%)
a~thujéne - 1.3
o -Pinéne 12.6 23.1
Camphéne 2.9 4.6
Verbénéne 1 0.2
[ -pinéne 13 12.2
Myrcéne 1.2 45
A -3-caréne 2.1 -

o —terpinene 0.4 0.7
p-cymeéne 2.4 1.9
Limonéne 4 3.2
cinéole 11.8 5

B —phellandréne - 0.5
0 -terpinéne 0.2 1.1
Sabinéne hydrate trans 0.1 0.3
terpinoléne 04 0.5
linalol 5.9 1.2
chrysanthenone 0.7 -
Camphre 13.8 14.5
bornéol 10.1 -
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» Thym (T. algeriensis)

Les huiles essentielles de thym sont largement utilisées comme agents antiseptiques
dans plusieurs domaines pharmaceutiques et comme aromatisants pour de nombreux types
de produits alimentaires. Le genre Thymus englobe de nombreuses espéces et variétés
et la composition chimique de leurs huiles essentielles a été étudiée depuis longtemps.
Les huiles essentielles de plusieurs espéces de thym ont déja prouvé leurs propriétés

antibaciériennes et antifongiques

Les rendements moyens en huiles essentielles ont été calculés en fonction de la matiére
vegétale seche de la partie aérienne de la plante. Les échantillons de T. ciliatus ont fourni
un taux d’environ 1,2 % * 0,05 plus élevé que celui obtenu a partir de T. algeriensis,
qui est de 0,3 % =+ 0,07. Ce dernier taux est plus faible par rapport a celui obtenu a partir
de T. algeriensis de I’Algérie et qui est de 1,13 %. Les analyses chromatographiques
des huiles essentielles ont permis d’identifier 15 composés qui représentent environ 97,41 %
pour T. ciliatus, contre 48 composés (98,87 %) pour T. algeriensis (Tableau 8).
La teneur et la nature des composés majoritaires varient considérablement d’un échantillon
a l'autre en fonction de 'origine des plantes : thymol (0,3-29,3 %), carvacrol (0,4-21,7 %),
acétate d’a-terpényle (0-42,9 %), acétate de géranyle (0-21,7 %), butyrate de géranyle (0-26,7
%), camphre (0,4-28,4 %) et bornéol (0,1-31,6 %). C’est le cas aussi pour T. ciliatus
de I’ Algérie [50].
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» Zeste d’orange (Citrus)

L’huile essentielle d’orange est composée 4 plus de 95% de limonéne (CioHe) (tableau 9).
Elle a un aspect huileux mobile, est de couleur jaune orangé et a la méme odeur
caractéristique douce et fruité de la pelure d’orange. Elle a des propriétés sédatives,
calmantes, digestives et bactéricides. Elle est aussi recommandée pour I’insomnie des enfants
et des adultes, les palpitations et les spasmes cardiaques, les maux de ventre des nourrissons
et les coliques, en plus des dermatoses et autres problémes cutanés. L huile essentielle
d’orange a une densité d’environ 0,845 a 0,860, un pouvoir rotatoire de +940 a +99
et un indice de réfraction de 1,470 & 1,476. De plus elle est principalement composée
des chimiotypesl6 suivants : Aldéhyde, Géraniol, Linalool, Citral, Citronellal, Terpinéol,
Décanal [51].

Tableau 9: Compositions chimiques, composés groupés, fractions oxygénées, et rendements
d'huiles essentielles obtenues par les extractions MAD et HD & partir des peaux d'orange
fraiches [52].

No. | Compounds RI MAD (%) | HD (%) | Method of identification
Monoterpene hydrocarbons 85.7 89.8
1 a-Pinene 918 |05 1.6 GC, GC-MS
2 Sabinene 961 | 1.2 1.2 GC, GC-MS
3 B-Pinene 983 | 24 27 GC, GC-MS
4 B-Myrcene 1003 | 4.3 53 GC, GC-MS
5 Limonene 1075 | 76.7 785 GC, GC-MS
6 A3-Carene 1098 | 0.2 0.1 GC, GC-MS
7 y-Terpinene 1099 | 0.3 0.2 GC, GCMS
8 Terpinolene 1110 | 0.2 0.2 GC, GC-MS
Oxygenated monoterpenes 7.0 438
9 Linalool 1132 | 3.1 2.0 GC, GC-MS
10 | frans-Limonene oxide 1144 | 0.3 0.1 GC, GC-MS
11 | Citronellal 1159 | 0.4 0.3 GC, GC-MS
12 | Terpin-4-ol 1178 | 0.3 0.5 GC, GCMVS
13 | a-Terpineol 1192 | 0.8 04 GC, GC-MS
14 | frans-Carveol 1217 | 0.2 0.3 GC, GC-MS
15 | Nerol 1228 | 0.6 0.3 GC, GC-MS
16 | Neral 1239 | 0.4 0.3 GC, GC-MS
17 | Geraniol 1254 | 0.3 0.1 GC, GC-MS
18 | Geranial 1268 | 0.5 0.5 GC, GC-MS
19 | Perilla Alcohol 1284 | 0.1 0.0 GC, GC-MS
Sesquiterpene hydrocarbons 1.0 1.3
20 | a-Copaene 1357 | 0.1 0.1 GC, GC-MS
21 | B-Cubebene 1371 | 0.1 0.1 GC, GC-MS
22 | p-Elemene 1373 | 0.1 0.1 GC, GC-MS
23 | (E)-Caryophyllene 1391 | 0.2 0.2 GC, GC-MS
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No. | Compounds RI MAD (%) | HD (%) | Method of identification
24 1 B-Gurjunene 1406 | 0.1 0.1 GC, GC-MS
25 | (E)-B-Famesene 1442 | 0.1 0.1 GC, GC-MS
26 | Germacrene D 1465 | 0.1 0.1 GC, GC-MS
27 | Valencene 1479 | 0.2 0.4 GC, GC-MS
28 | 6-Cadinene 1513 | 0.1 0.2 GC, GC-MS
Oxygenated sesquiterpenes 0.2 0.3
29 | B-Sinensal 1647 | 0.2 0.2 GC, GC-MS
30 | a-Sinensal 1675 | 0.7 0.1 GC, GC-MS
Other oxygenated compound 4.0 2.7
31 | 1-Hexanol 852 |02 0.0 GC, GC-MS
32 | 1-Octanol 1102 | 1.1 0.5 GC, GC-\MS
33 | n-Nonanal 1118 | 0.2 0.1 GC, GCMS
Decanal 1210 | 1.9 1.7 GC, GC-MS
35 | Octanol Acetate 1212 | 01 0.1 GC, GC-MS
1-Decanol 1266 | 0.3 0.0 GC, GC-MS

V.- Synthése des travaux antérieurs PLS-IRTF

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

LIR) et d’autre c6té aux matrices ciblées.

» D’aprés J. Kuligowski et al [53].
Le but principal de ce travail consiste a déterminer la Iécithine et I'huile de soja
dans les compléments alimentaires par spectrométric IRTF en combinaison
avec une méthode régression des moindres carrés partiels (PLS). Deux modéles PLS différent
ont été développés. L’utilisation de 16 mélanges synthétiques de substances a analyser
dans le dichlorométhane, dans une gamme spectrale de 931,8 cm™ & 12523 cm’
pour la Iécithine et de 911,4 cm™ & 1246,9 cm™ et 16953 cm™ a 1774,5 cm™ pour I'huile
de soja. Sept produits du marché Espagnol avec des concentrations de lécithine entre 21,1%
et 99,1% et les concentrations d'huile de soja entre 0% et 37,2% ont été analysés
par la méthode proposée. Pour les échantillons dopés avec des quantités comprises entre 50
mg et 250 mg de lécithine et de soja, 'exactitude obtenues d’huile varie entre 98,0%
et 102,1% et entre 93,6% et 102,0% avec une précision moyenne de 0,35% et 0,41%
pour la Iécithine et I'huile de soja, respectivement. Les données obtenues ont été comparées
a une méthode de référence chromatographique (CLHP). Les résultats des deux méthodes

concordent.
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L’intérét de cette étude était de développer une méthode verte pour la détermination
des triacylglycérides polymérisés PTG dans les huiles de friture de iégumes de différentes
origines botanique et ce, par ['utilisation de la spectroscopie  proche infrarouge
et les régressions des moindres carrés partiels (SPIR-PLS). Quatre types d’huiles différentes
ont €t¢ chauffées pendant plusieurs heures, avec et sans addition de produits alimentaires.
Les spectres de transmission SPIR ont été obtenus directement a partir
de fractions aliquotes d'échantillons stockés dans des flacons en verre évitant ainsi
la consommation de solvants et en minimisant la production de déchets. Un modéle de PLS
global a T'aide des spectres de chacun des quatre types d'huiles a été comparé aux modéles
de PLS fixées pour chaque type d'huile. En raison des faibles différences observées
dans les spectres proche infrarouge qui peut étre lié a l'origine botanique et les résultats
obtenus a partir de la comparaison du modeéle de PLS, T'utilisation d'un modeéle global de PLS
est recommandé conduit & des erreurs de prédiction de 2.28% (v / v) de la détermination

de PTG dans les huiles de friture.

» D’aprés Sergio Armenta et al [55].
Le but de ce travail était de développer une procédure de spectroscopie IRTF-ATR-PLS
pour déterminer la concentration de composantes chimiques telles que le glucose, le fructose,
le saccharose et d'éthanol pendant la fermentation de nectar d'ananas. Cette méthode
de couplage fournie simultanément une bonne estimation pour les quatre analytes utilisés,
ce qui permet d’obtenir une erreur quadratique moyenne de calibration (RMSEC)
pour le glucose, le fructose, le saccharose et I’éthanol égale 4 0.040, 0.021, 0.063 et 0.074%
(v/v) respectivement, et une erreur relative de validation ( 2.9, 2.1, 2.6 et 3.6% (V/v)
respectivement. Les résultats obtenus lors de cette étude ont été comparables avec ceux

obtenues avec une méthode spectroscopique de référence (UV-Visible).

» D’aprés Zouhir Bouhsain et al [56].

Dans ce travail, une simple et rapide procédure d'analyse est proposé pour la détermination
simultanée de paracétamol, acide acétylsalicylique et la caféine dans les produits
pharmaceutiques par (PLS-IRTF).14 bandes caractéristiques incluses dans [intervalle
de nombre d'onde 823 et 1775 cm™ ont été utilisées pour la détermination des trois composés
de l'é¢tude. Le procédé implique le lavage des composés présents dans des formulations

pharmaceutiques avec une solution a 10% d'éthanol dans le dichlorométhane (v / v)
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de huit mélanges de standard des trois composés testés, a deux niveaux de concentratmh,/i‘
a eté construite. L’analyse des échantillons réels et synthétiques par PLS-IRTF, donne
des valeurs précises et exactes. En fournissant dans tous les cas des erreurs de précision

inférieures a 5% et des résultats comparables a ceux obtenus par PLS-UV.

» D’aprés Y.B. Che Manet al [57].

Une combinaison de la spectroscopie IRTF avec ATR et la régression (PLS), a été employée
pour détecter la présence du saindoux dans la formulation de chocolat. Les bandes spectrales
liées au saindoux, au beurre de cacao et a leurs mélanges (s'étendant de 0% a 15%
de saindoux en beurre de cacao) ont été enregistrées, interprétées et identifiées. Une approche
semi-quantitative pour mesurer les pourcents de saindoux dans les mélanges sur la base
des données spectrales 3 la région 4000-650 cm' a été proposé, en utilisant Iéquation
y=0.9225x+0.5539. Le coefficient de détermination (R”) était 0,9872 avec une déviation
standard de 1,305. En ce document, le potentiel de la spectroscopie d” IRTF comme outil
analytique rapide pour la détermination quantitative du saindoux en particulier a ét€ démontré

en chocolat.
» D’aprés A. Rohman et al [58].

Cette étude a été visée pour développer une technique rapide et non destructive
pour la détection et la quantification du porc en boulette de viande de beeuf en utilisant
la spectroscopie infrarouge de transformée de Fourier (IRTF) et Régression des moindres
carrées partielle (PLS). Les bandes spectrales liées a la graisse de porc (PF), la graisse
de boeuf (FB) et leurs mélanges dans la formulation de boulette de viande ont été analysés,
interprétés, et identifiés en les rapportant a ceux représentant au PF et au FB purs.
Pour l'analyse quantitative, la régression de PLS a été employée pour développer un modéle
de calibrage aux régions d'empreinte digitale sélectionnées de 1200-1000 cm™. L'équation
de la calibration obtenue pour la relation entre la valeur réelle de PF et les valeurs prédites
par IRTF était y=0.999x+0.004, avec un coefficient de détermination (R”) et DIerreur
quadratique moyenne de calibration (RMSEC) sont 0,999 et 0,442, respectivement.

Le modele de calibrage de PLS a été plus tard employé pour la prévision des échantillons
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indépendants. En utilisant les échantillons de boulettes de viandes faittes par laboratoire
contenant les mélanges du FB et du PF. Utilisant 4 composants principaux, 1’erreur
quadratique moyenne de validaion (RMSEV) est 0,742. Les résuliats ont prouvé
que la spectroscopie d’IRTF peut étre employée pour la détection et la quantification du porc

dans la formulation de boulette de viande de beeuf pour la vérification halal.
» Mémoire de Master Chimie de Substances Naturels « 2013-2014 » [59]

Le premier travail dans le domaine de la combinaison de la calibration PLS avec
la spectroscopie IRTF a été réalisé au sein de notre équipe présenté par une une étude
comparative entre les deux modes de calibration monovariable et multivariable et ce dans le
cadre d’un master en Chimie option: Chimie des Substances Naturels, pour mettre en
évidence I'intérét pratique du logiciel de calibration PLS ainsi la simplicité et la rapidité du

modéle développé.

Pour établir le modele 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 modeéle 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.
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I-Objectif

Apres la mise en évidence de I’intérét pratique, la simplicité et la rapidité de calibration
multivariable moyennant la combinaison PLS-IRTF, le premier objectif de cette étude consiste
a exploiter d’avantage les paramétres du logiciel pour la détermination simultanée de camphre,

carvaone, thymol et limonéne dans différentes huiles essentielles.

Le spectrophotométre infrarouge Tensor- 27 dispose d’un modéle de calibration
multivariable qui n’est exploitable que si les spectres des étalons présentent des pics séparés
et spécifiques. Le deuxiéme objectif fixé a travers cette étude est d’utiliser une bande interférée

et de tester la calibration en utilisant le potentiel qu’offre le spectre dérivé.

La présente étude est réalisée dans le 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 1.

I1.- Matériel et méthodes
I1.1.-Spectrophotométrie Infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

Un spectrométre infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) de marque Bruker type Tensor
27, équipé d’un détecteur sulfate triglicinedeuteré 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 (figure 4).

Figure 4 : Spectrometre IR a transformée de Fourier
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Les fenétres utilisées pour I'analyse de la phase liquide sont en chlorure de sodium (NaCl) avec
une entretoise en téflon de 1 mm, Les tubes de connections sont en téflon avec un diamétre
intérieur de 0.8 mm et le chargement est réalis€é en employant des tubes de chlorure

de polyvinyle de diamétre intérieur de 2.79 mm.

L’introduction des solutions se fait avec un systéme a écoulement bloqué avec une cellule
de flux, l'avantage 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.

I1.1.1-Spécificité du logiciel PLS (Quantl) et gammes d’intégration

L’utilisation du modéle de calibration PLS se fait a travers le logiciel Quant d’OPUS,

ce dernier dispos 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, que nous avons utilisé, dispose de Quant 1 seulement
ce qui impose dans cette étude I'identification des bandes séparées pour chaque étalon.

L’assistant OPUS nous permet de sélectionner une gamme d’intégration pour chacun
des pics du spectre IR, dont la hauteur ou ['aire (intégrale) servira au calibrage. Le logiciel

dispos de 19 modes (figure 5).

AN WA,

Bliel Bl [E
-

iy
Wy
»y

Figure 5 : Gammes d’intégration
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II.2.- Reéactifs

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

I’éther d’éthylique et le sulfate de magnésium (MgSO.) sont de grade analytique.

II.3.- Choix des étalons

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes constitués de plusieurs dizaines

de composés, principalement terpéniques.

Afin de développer un modéle de calibration multivariable et multicomposé on a choisi
une série de quatre (04) monoterpénes, cycliques qui peuvent étre présents dans les huiles

essentielles a savoir : le camphre, la carvone, le thymol et le limoneéne.

IL.4.- Procédure générale

Afin d’exploiter d’avantage les paramétres du logiciel Quant 1, pour la détermination
simultanée de camphre, carvone, thymol et limonéne dans différentes huiles essentielles,

nous avons suivi les étapes montrées dans la figure 6.

C Choix des étalons )

Recherche des bandes séparées
Onid pour la calibration multivariable Non

ey

Exploitation du spectre direct Exploitation du spectre dérivé

C Développement du modele de calibration )

Figure 6 : Etapes suivies pour le développement du modéle de calibration
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IIL- Résultats et discussion
ITL.1.- Identification des bandes séparées des étalons

Pour 1dentifier les bandes séparées de chaque étalon, les spectres IRTF de chaque
monoterpéne cyclique (Camphre, Carvone, Thymol et Limonéne) préparés directement dans

le dichlorométhane (CH,CL) avec une concentration de 4 mg/ml sont obtenus.

Les fenétres utilisées dans cette partie pour ’analyse de la phase liquide sont en fluorure
de baryum (BaF2) avec une entretoise en téflon de chemin optique de 0.1 mm et I'acquisition
des spectres a été effectuée avec une résolution de 4 cm™ et un nombre de scans égal 4 10

specires.

La figure 7 présente les spectres IRTF des quatre étalons Camphre (a), Carvone (b), Thymol (¢)

et Limoneéne (d).
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Le spectre de camphre (a) présente les plus importantes bandes d’absorbance dans
la région entre 2964 et 2868 cm™ caractéristiques des groupes CH et CH;, et une bande trés

intense située 4 1737 cm™ caractéristique du groupement carbonyle C=0 d’une cétone.

Le spectre de la figure (b) montre une bande intense 1669 cm™liée au groupement
carbonyle C=0, une bande a 1370 cm™ présentant la déformation symétrique des groupes CHa

et CH; ainsi que les bandes 4 1110 et 1046 cm caractéristiques aux vibrations du groupement
C-C.

Les bandes d’absorbance de thymol, sont situées 2 3589 cm™ bande d’élongation de la liaison
O-H, ainsi que les bandes intenses dans la région entre 2965 et 2872 cm™ 3 lides aux
groupements CH, et CHs, on peut constater la présence d’une bande vers 1618 cm™
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 1088 cm™ correspondant

4 C-OH d’un I’alcool, et Ia bande de 946 cm™ caractéristique de la fonction isopropyl.

L’analyse du spectre (d) du limonéne montre des bandes situdes a 2920 et 2857 cm™ liées aux
vibrations des groupements CH, et CHj, et une bande & 1645 cm™ correspondant a la vibration
d’allongement des liaisons C=C. La bande qui apparait 3 1377 cm™ est caractéristique

des groupes CHzet CH;.

Il y a lieu de noter que les bandes qui apparaissent vers 2400 cm™ sont lides 4 la présence de CO-

dans le compartiment de mesures.

Pour trouver les bandes séparées et spécifiques de chaque étalon, les spectres IRTF des quatre

composés sont groupés dans la méme fenétre spectrale comme I’1llustre la figure 8.
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Figure 8 : Spectres IRTF d’absorbance d’un mélange de Camphre, Carvone, Thymol
et Limonéne (4 mg/ml)

Les spectres des quatre étalons groupés montrent la présence des bandes séparées pour
le camphre, la carvone, le thymol & 1737, 1669 et 3589 cm’” respectivement alors que les bandes
de Iimonéne sont interférées le long du spectre par les bandes des trois autres étalons
a 'exception du c6té droit de la bande a 2836 cm’™ Pour éviter cette interférence, on fait appel
aux spectres dérivés pour améliorer la résolution des bandes d’absorption trés voisines qui

recouvre dans un spectre d’ordre zéro.
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Figure 9 : Spectres IRTF du premier dérivé de Camphre, Carvone, Thymol et Limonéne

L’analyse des spectres dérivés des quatre étalons (figure 9) dans le domaine spectral entre
4000-850 cm™ a révélé que seulement le volet droit 4 2829 cm™ de la bande d’absorbance
a4 2836 cm™ est faiblement interféré par le camphre pourrait étre exploitée pour le dosage

simultané du limonéne en présence des trois autres étalons par PLS-IRTF.

III.1.1.-Sensibilité des différents modes d’intégration

Nous avons testé a travers cette étude la sensibilité des différentes modes d’intégration

en considérant aussi bien la hauteur que laire des pics et ce, au bandes spécifiques de chaque

étalon.

35




Partie expérimentale

Tableau 10 : Sensibilité des différents modes d’intégration aux bandes séparés de chaque
étalon de concentration 4 mg/ml.

Spectre d’ordre zéro

Spectre du 1 dérivé

Etalon

Ligne de base
(em™)

Les modes
d’intégration
A (aire de pic)
B (aire de pic)
G (aire de pic)
H (aire de pic)
I (aire de pic)
J (intensité)
K (intensité)
N (intensit¢)
R (intensité)

Camphre

LG:1763
LD : 1717

Carvone Thymol Limonéne

LG:1713 LG : 3630 LG : 2840

LD ;1594 LD : 3530 1D : 2800

Max : 1737 Max: 1669 Max:3589 Max: 2836

3,4195
2,6802
2,6802
1,4090
1,2712
0,2062
0,1898
0,1898
0,1898

Résultat d’intégration

5,2457 2,6838 -
3,9759 1,3320 -
3 ,9879 1,4016 -
1,8791 0,6486 -
2,1088 0,7529 -0,0822
0,1795 0,0513 :
0,1688 0,0369 -
0,1689 0,0377 -
0,1688 0,0369 -

Limonéne

LG : 2836
LD : 2800
Max : 2829

0,3935
0,2914
0,2914
0,1152
0,1762
0,0258
0,0228
0,0228
0,0228

Il nous semble judicieux d’interpréter en premier position les modes d’intégration utilisés dans

cette étude (voir annexe ).

Comme Iillustre le tableau 10, les résultats d’intégration obtenus sont logiques, du fait que

la sensibilité est plus importante, ou bien, lorsque I'intégration est limitée par ’axe des X

et non par une ligne de base locale reliant les deux fréquences paramétriques (en comparant A

avec B et G et J avec K, N et R ), ou lorsque I’intégration considére i’aire totale du pic au lieu

de la moitié (en comparant B avec H et I). La similitude des valeurs d’intégration des aires pour

les modes B et G ou des hauteurs pour les modes K, N et R indique que les bandes considérées

sont parfaitement séparée, et que la ligne de base est bien stabilisée avec un bruit de fond réduit.
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Dans cette partie de notre étude nous avons choisi de travailler avec les modes d’intégrations
corrigés avec une ligne de base adéquate et donc le mode R est choisi pour le camphre, carvone,

thymol, le mode I pour le limonéne dans le cas de la considération du spectre d’ordre zéio

et le mode B dans le cas de la considération du spectre de la 1 dérivé.

IIL.2.- préparation de la matrice de calibration

Le logiciel intégré Quant 1 d’OPUS nous permet d’analyser la concentration
des composantes chimiques contenues dans 1’échantillon. Le calcul des valeurs de concentration

présuppose en tout état de cause un calibrage préalable.

Pour procéder au calibrage a ’aide des quantités de composantes connues et a I’aide des spectres
des échantillons de calibrage, nous devons disposer d’un jeu d’échantillons. Chacun
de ses derniers doit contenir une concentration connue et différente, de la composante qui nous
intéresse. Pour ce faire, on apparie a chacune des composantes une bande (un pic) spécifique

du spectre.

Dans cette étude, dix solutions étalons ont été préparées afin de construire le modéle.
Les limites inférieures et supérieures des concentrations considérées dans la calibration ont été
sélectionnées par rapport a I'intensité donnée par les gammes d’intégration (tableau 10)

en respectant la limite de détection IRTF.

Au domaine de concentration linéaire compris entre 0,2 et 6 mg/ml, les dix (10) solutions

étalons ont été préparées a partir des quatre solutions meéres de concentration de 10 mg/ml

Les compositions des dix solutions étalon en termes de concentrations et pourcentage,
sont regroupées dans le tableau 11. Il y a lieu de noté que la combinaison des pourcentages
des composés formant le mélange a été établie en considérant différentes possibilités. (1) produit
majoritaire dans le mélange (solution étalons2, 3, 4 et 5), (i) deux produits majoritaires dans
le mélange (solution étalons 1, 6, 7 et 8), (ii1) I’existence des composés avec la méme proportion

(solution étalon 9).
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Tableau 11: Composition des solutions étalons (matrice de la calibration)

Camphre Carvone Thymol Limonéne

Solution C v C v C v C A%

étalon mg/ml ml - mg/ml  ml L mg/ml ml o mg/ml ml o
01 02 01 |714| 02 01|714| 12 06[4285| 12 o6 |4285
02 02 01 (233 60 3016976] 15 6!|1395] 15 gg]| 1395
03 6,0 3,0 |5357| 02 01| 352 12 062142 12 062142
04 02 01 |263| g2 o1]263| 60 30|7895| 12 q6]157
05 02 01 |263| 02 01|26 | 1,2 06[1579] 60 307895
06 02 o3 | 23| 02 o01]238| 40 20|4762| 40 204762
o7 3,0 1,5 | 35,71 3,0 1,5 35,71 1,2 0,6 | 14,29 1,2 0,6 14,29
08 02 01|27 | 39 15|4054] 30 15]4054| 15 g¢]1622
09 20 10| 25 20 10| 25 | 20 10| 25 20 10| 25
10 0,2 0,1 10 0,2 0,1 10 0,8 0,4 40 0,8 0,4 40

C : Concentration de I’étalon dans 1'échantillon synthétique en mg/ml, P : Pourcentage % d'un étalon dans
I’échantillon synthétique, V : Volume prélevé de la solution mere en ml, (un volume finale de 5 ml est considéré).

I1L.2.1- Parameétres analytiques fournis par le logiciel

Le logiciel que nous avons utilisé présente les résultats sous forme d’une représentation

graphique ou sous forme de tableau.

La figure 10 montre les représentations graphiques des parameétres analytiques. Les diagrammes
(A) illustre Padaptation aux valeurs paramétrées, c.a.d. la corrélation enire la valeur calculée
et réelle, (B) représente la différence par rapport aux valeurs paramétrées, c.a.d. la dispersion
de Perreur absolue par rapport a la valeur réelle et le (C) qui montrent la corrélation entre
les valeurs paramétrées (Concentration de la composante) et la réponse analytique (valeur
d’intégration des pics). Les trois diagrammes obtenus permettent d’apprécier la qualité

de la série de calibrage et de décaler d’éventuels dérives.
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Figure 10 : Représentations graphiques des paramétres analytiques

Le logiciel permet aussi d’établir différents modéles de régression pour améliorer
la qualité de la calibration & savoir le modéle linéaire, cubique, ou quadratique. Dans cette étude

nous avons vérifié que les trois modéles de régression donnent les mémes résultats.

Le tableau (12) fournit par le logiciel, suite & un simple clic, résume les résultats
de calibrage pour chaque composante. Chaque table contient toute les informations relatives
a la calibration 4 savoir, le type de régression, le mode d’intégration, la droite d’étalonnage,

le coefficient de corrélation et la précision de 'analyse (sigma) dans un domaine de confiance
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de 68 % ainsi que toutes les données relatives a la composante choisie de la solution de calibrage
a savoir 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.

Tableau 12 : Paramétres analytiques fournit par le logiciel

Le tableau suivant illustre les caractéristiques analytiques que fournit le logiciel

COMPOSANTE
Régression : linéaire, cubique ou quadratique.

L’intégration : mode utilisé (de A A S voir annexe ).
Droite d’étalonnage : Y =a X +b

Y : Valeur pour la composante en (mg/ml).
X : Valeur d’intégration

Valeur de coefficient de corrélation : r

Valeur de Sigma : (~%)est la différence entre la quantité réelle (Valeur Réelle) et la prédiction
(Valeur Calculée) ou le domaine de confiance a I'intérieur duquel se situe la valeur, moyennant
le degré de probabilité de 10 (68%).

(x+8 ) : Valeur moyenne +déviation standard pour (n=3), trois valeurs dépendantes.
Difiérence : Valeur réelle — valeur calculée (valeur de prédiction)

Valeur Valeur calculée Différence Valeur d’intégration

poluting eraton réelle (xtd) (xtd) (xt8)

II1.2.2.- Paramétres analytiques de chaque composante dans le mélange

Les parametres analytiques du Camphre, Carvone et Limonéne présentées par le tableau 13 , 14

et 15 dans cet ordre.

Ces résultats montrent un bon coefficient de corrélation et une erreur d’analyse inférieur a4 1 ce

qui confirme une bonne qualité de calibrage.

40



Iv

sueas ([ unu () : onbndo uray)) | ¢ jeq Sangue,] TI[EIUSWIIRURS UOTIPUO )

0000°0F5.000 0T00'0F10200 0T00'0F66LT0 0 01 uofe) uoynjog
10000798800 ¥200°0F28£0°0 9Z00'0F796'T (134 6 UO[E} uonnjog
0000°0F%8000 6000°0-F80000 60000F2661°0 0 § uoje)y uonnjog
T000°0FTLETD SZ00'0+8920°- GZ00°0FL920°€ 0‘c L Uo[E}3 uonnfog
1000°0F08000 T1000F9600°0 Z100°0F%061°0 (Al 9 uoe)® uonnjog
6£00'0F69000 6400°0F1£00°0- ST600F8€9T0 (Al § uoje}y uonnjog
00000F83000 TT00°0F10T00- TT000FT0TZ0 0 b uoqe)y uonnjog
Z000°0F€2LZ0 Z¥00'0+6200°0 €¥00°0F0L66'S 0‘0 € Uo[E)) uonnjog
T0000F 26000 ¥T00°0F-8L10°0- $T00°0F 84120 (Al ¢ uoje3 uonnjog
0000°0F 66000 8000°0F2¥£0°0- 80000 FZ¥£Z0 (Al [ uo[e}y uonnjog
=o_§..wﬁw%=..|.w ,MV.EQ_.W A QQM_M.M.MMQ ow-:umwu”_...”wo_s A N1 AOIBA HolEn HODNIOS

"(worjorpeid ap INs[eA) S9]NO[EO INSJBA — Q[[O91 INS[EA : U

'sojurpuadop SInS[eA s101) ‘(g=u) mod pIepue)s UOTBIASPTF SuUAOW INS[eA ¢ ( QFX)

(%89 ~) 01 op 9uyiqeqoid op 2159p 9] JuBUULAOW ‘INS[BA B[ ONJIS S [onbnp INSLIQNN | &

86660 ¢ (1)

SOUBFUOD Sp SUIBWOP 9 N0 (99[N0[E)) InS[eA ) uonorpoid ] 30 (S]]99y INS[EA ) 9[[991 Muenb ©] o1US SOUIIIIP B 188 & (%HZ°Z ~) ¥ZZ0°0 = BWSIg

UOIIB[.LIOD IP JUSIIIJJI0))

UOIJBISIUL P INJ[EA : X
(Ju/Swr) us sjuesodwon ] mod MEA ¢ X

X ¥96°12 + TSLSTO0 = A : 3Bvuuoqesy p apoxq
0 (LILT-€9LT) LELT ¢ ¥ dpow : uoneasajur, |

AIBIUI[ : UOISSITIY
HIHJINVOD

anydwe) op senbn4jeue serpwered | €] NeIqeL

orejuswLIadxs arured




[47

sueos (] wuy () : onbrydo wurey)) ¢ Tyeq SONQUe,] T S[EIUSIIIZINY GOTIPUO,)

Z0000FS010°0 0+00°0F0£S0°0- 1#00°0F0€SZ°0 0 01 uofe}y uonnjog
T0000F¥Z80°0 2Z00°0F1920°0- 920000920 0‘C 6 Uo[u)? uonnjog
€000°0F0£2I°0 0£00°0F0820°0- TL00‘0F€820°¢ 0‘s 8 uoqe)y uonnjog
10000F2221°0 2Z00°0F6900°0- TZ00°0FL900°¢ 0‘c L uopep uonnjog
T000°0F¥800°0 2Z00'0F€000°0 ZZ00°0FL661°0 70 9 uo[e}y uonnjog
Z000'0F9010°0 0%00°0FL¥S0°0- 0¥00°0FLYST0 (Al S uo[e} uoNMog
T000°0F9900°0 €T00°0F6£40°0 €T00°0F 19510 0 b uofe}p uonnfog
00000F9100°0 €000°0F€ELIT O €000°0FLT€00 (A1) € Uo[e)y uonnjog
Z000°0F€TrCo €500°0F8620°0 95000F00L6°S 09 7 uofe)p uonnjog
T0000F6L00°0 8Z00°0F9110°0 8Z00°0F¥881°0 0 [ uo[e)? uonnjog
=oﬁa..ww%=.“.nw..=e_w A @QM.M.MMNE ow-:oﬁ_wwu.v.”wa_s A SlP9L ABIBA oIl TODAIOS

(uoryorpaid op InajeA) 99[NOTED INS[BA — S[[ORI INJ[EBA : UL

'sojuepuadop sino[eA sion ‘(g=u) mod pIepue)s UONBIASPTF Suuskow Mo[eA : ( QFX)

(%89 ~) o1 op 9upiqeqoid op 9150p o[ JuBUUSAOUI “INATEA €] 9IS S [onbnp INSLIYIUL | B

SOUBIFU0D 9P SUTEIOP 9] NO (89[NI[B) INS[BA ) BONOIP1d ¥ 19 (S[[99y INdjeA ) 9[[ea1 aujuenb B SIS S2USIHIP B 159 (%E9°9 ~) £990°0 = BWSIS

6666°0 : (1) HONB[R.LIOD IP JUIIJJI0 )

UONRISIIUL P INSTBA ¢ X
(Jui/Sur) us suesodwod g mnod moeA : X
X 999°7T+ §895900°0- = A : ddwUUO[EL p d101(

0 (PGST-CTILT) 6991 ¢ ¥ dpowt : uoneasur, |
JIBIUI| : UOISSAIFIY
ANOAAVD

ouoAIR) np senbriATeue sorjQwLIR] | ] NEIqR],

oreuswLIgdxs arured




eV

sueds (/| () : snbydo unuayy) ¢ ¢ jeq soxngue, T IEIURWIIGIXS UOTIPUO)

1000°0F€800°0 TZT0'0F€6£0°- TZT00F£6£8°0 80 0T Uo[e}9 uonnjosg
00000FL810°0 8T00'0Fi+0°0 TZ00°0FLSS6T 07 6 Uo[e} uonnjog
T000'0F1820°0 ZTT0°0FEST00 ZIT0°0FEPLE T 0‘c 8 uope}y uonN[og
0000'0F6110°0 €200°0FrE€00- TZ000FEEETT 1 L uope)p uonnjog
00000F08£0°0 ¥€00°0F50€0°0- ZE00°0FE0€0Y (1¥ 4 9 uofe}3 uonNjog
€000'0FzZ10° 80€0°0FC€90°0- 0TE00FEENTT 1 S uojep uonnjog
T000°0F1950°0 #€T0°0F0920°0 SET00FOVLE'S 0‘9 p uoqey uonnjog
0000°0FLT10 ¥%00°0F8800°0- 0%00°0FL80Z‘1 1 € uofe}y uonnN[og
00000F#110°0 Z€00'0FZ120°0 0€00°0F06LIT 1 ¢ uofe1) uonnjog
T000°0F0Z10°0 65S000F09€0°0- 19000F09€Z°1 1 [ uofe}? uonnjog
=o3n..wm%=._.7 H.v.:_o_« A @uM_M.M.NQ ew.:uA_Mu._.W.No_w A OlIP9L (MIFEA PR CONTIoS

(uord1paad op INS[RA) 99[NO[EO INS[BA — S[[99I INS[BA : IUSIIPJI(]
'sojuepuadop sino[eA s1o) (g=u) mnodpIrepuels UoHBIASPT Suuokow d[eA : ( QFX)

(%89 ~) 01 ap 9upiqeqoid op 9156p 9] JurUUSLOW “INS[EA ] onys oS [onbnp INSLINNI | ©

SOUBIFUOD 9P SUIBWOP 9] N0 (SPNOTE)) Ins[eA ) uonorpaid ef 10 (S[]e9y InofeA ) o[jear oirjuenb B[ SIS SUSINIIP ] 159 (%89 ~) 8900 = BUISIS

6666°0 * (1) UOIEI.LIOD IP JUSIYJI0)

uoneIdnulp InafeA : X
‘(qu/8wr) ue myuesodwiod e.1nod Jnafep : X
X SPLOT+ €S¥870°0- = A + 9Beuuoes p droa(

(0€£S€-0€9€) 68S€ : ¥ dpow : uoneISYuI,
AIBIUI| : UOISSIITIY
TOWAHL

[owAy,[, op senbnAjeue serpwered : ST NBIQEL

orejuswIdxs arured




Partie expérimentale

IT1.2.3.-Paramétres analytique de limonéne dans le mélange

Pour analyser le limonéne en présence des trois autres étalons deux modéles de calibrage
ont été utilisé (voir § Ol page 31). Les résultats du tableau 16 montrent les paramétres
analytiques de calibrage de limonéne en considérant le spectre d’ordre zéro mode T et les
résultats du tableau 17 montrent les paramétres analytiques de calibrage de limonéne en

considérant le spectre de la 1° dérivé et le mode B.

Les résultats présentés sur les tableaux 16 et 17 montrent un bon coefficient
de corrélation et une erreur d’analyse inférieur & 1 ce qui confirme une bonne qualité
de calibrage aussi bien pour le mode d’intégration I du spectre d’ordre zéro ou le mode B
du spectre de la premiére dérivé. Suite & ces résultats, on peut conclure que les deux modéles
développés sont adéquats pour la détermination du limonéne en évitant Iinterférence

provoquée par la présence des trois autres étalons notamment la carvone.
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Partie expérimentale

Les droites de calibration : C ¢ = £ (C 1) des deux modéles développés montrés sur la figure 11

illustrent la bonne qualité de calibrage.

/ Calculée / Réelle ¢ Limonene [mg/ml] Calculée 7 Réelle / Limonen [my/ml] \

B.1 g 6.5 T
56 /Q/
. e 55
il A L~ o
45 ) vl 45 <
41 < L]
36 P 35 18
31 s e
26 ) 25 y//
ol .
21 ad
185 Pl 15 /g,/ o
11 3/ = e B T
05 -
06 /,( d )
0.1 054+
\ 02 07 12 17 22 27 32 37 42 47 52 57 B2 06 01 04 09 14 18 24 26 34 39 44 48 54 59 s.a/

Figure 11: Représentations graphiques des paramétres analytiques pour le limonéne (A) spectre

d’ordre zéro modéle I et (B) spectre de la 1%° dérivé modéle B

Suite aux résultats montrés, on peut conclure que pour les trois étalons Camphre, Carvone
et Thymol les meilleurs paramétres analytiques de calibrage sont obtenus en utilisant le mode
d’ntégration R des spectres d’ordre zéro alors que pour le limonéne deux modes de calibration
PLS sont possibles, soit le mode d’intégration I pour le spectre d’ordre zéro ou le mode

de calibration B pour le spectre de la 15 dérivé.

IIL3.- Optimisation des paramétres de détermination

I1.3.1-Optimisation de la sensibilité de détermination

Un des problémes rencontrés dans le dosage des métabolites secondaires dans les extraits
des substances naturelles est lié a la faible teneur. Ceci nous a incité & augmenter le chemin
optique afin d’augmenter la sensibilité. Pour se faire les fenétres de fluorure de baryum (BaF,)
ont ét€ substituées par les fenétres de chiorure de Sodium (NaCl) et une entretoise de 1 mm
d’épaisseur avec une augmentation des spectres accumulés & 20 spectres pour élargir la zone

spectrale et exploiter tout le domaine de 4000-400 ¢cm™.
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Partie expérimentale

Il a été vérifié en premier lieu, la possibilité d’identifier une bande spécifique pour le limonéne
dans la zone spectrale entre 800-400 cm™ suite 4 utilisation des fenétres de NaCl
Le spectre ci-dessous montre qu’aucune bande spécifique n’est apparue dans ce domaine

spectral.

= - \ i f{(
] o )
d |
g ° /\ | /f v j |
& : |
"g \ A }\///” | IA\/ | 'jja W
a) = 4 \——*‘“:;f\l ll_‘ i \/ .{7(\4\\’ ! \ S R ) f\/ \ \\ /\\b{‘\ /
< i ql \\\ / \\'/ﬂg ‘/ W /
‘\ v ‘}")

Nombre d’onde cm-!

Figure 12 : Spectres IRTF (800-400cm-") d’absorbance d’un mélange de Camphre, Carvone, Thymol

et Limonene (4mg/ml)

Les tableaux 18 au 22 résument les résultats de I’analyse PLS-IRTF des quatre composantes
(Camphre, Carvone, Thymol et Limonéne) en prenant en considération les nouvelles conditions
expérimentales a savoir ; (i) fenétres de NaCl, (ii) chemin optique égale 4 1 mm, (iii) nombre

de scans de 20 spectres et les modéles de calibrage développés.
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Partie expérimentale

Les résultats montrent I'intérét de I’augmentation du chemin optique et ce,
par I"augmentation de la sensibilité. En comparant les pentes des droites des étalons
obtenues avec un chemin optique de 0.1 mm (tableau 13 ; 17) avec les pentes des droites
des mémes étalons obtenues avec un chemin optique de 1 mm (tableau 18 : 22) on note

une augmentation de la sensibilité de 10 fois.

1IL3.2.-Elargissement de domaine de concentration

L’augmentation de la sensibilité permet la diminution des limites de quantification. De ce fait,
on a procédé a la diminution des limites inférieures des concentrations des étalons pour atteindre

des valeurs de I'ordre de 0,05 mg/ml.

Le tableau 23 résume la teneur des 20 solutions étalons en termes de volumes, concentrations

et pourcentages dans les mélanges.
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Tableau 23 : Composition des solutions étalon (matrice de la calibration)

Camphre Carvone Thymol Timonéne
Solution C \% C Vv C \% C \'

étalon mg/ml ml I2 mg/ml  ml = mg/ml  ml - mg/ml  ml o
01 02 01 |714| 02 01| 714 | 1,2 06|4285| 15 ¢ |4285
02 02 01 1233 60 3016976| (5 g6 |1395| 12 gg| 1395
03 6,0 30 3357 o2 013352 12 062142 12 o6 |2142
04 02 01 263 | o5 071|263 60 30(7895| 15 g¢|1579
05 02 o1 | 26| 02 01|26 | 1,2 06[1579| 60 3,0]7895
06 02 o1 | 238} o5 o01|238| 40 20(4762| 40 204762
67 30 L5 13571 39 153571 L2 06(1429| 15 ¢ | 1429
08 02 01 |270| 309 15|4054| 30 15[4054| 15 ¢ 1622
09 20 1,0 | 25 20 10| 25 20 10| 25 20 10| 25
10 62 01| 10 02 01| 10 08 04| 40 08 04| 40
11 005 01 [333 | 02 041333 1,0 20]6666]| 025 0,5 1666
12 0,175 035| 78 | 015 03{6,74} 01 021 450| 18 3618089
13 1,25 25 8064 01 02 645 | 0,15 03| 967 | 0,05 0,1 | 3,23
14 015 03| 7601 15 30(7692) 015 03| 769 | 015 03| 769
15 1,0 20 |4166] 1,1 224583 01 02 416 | 02 04| 833
16 025 05 [1219[ 6005 01| 244 | 1020|4878} 075 15| 36,58
17 0,1 02 | 625 | 075 1,5|4688| 065 13 |40,63| 01 02/ 625
18 105 21 [4666| 015 03] 666 | 005 0112221 10 2014444
19 0,05 0,1 5 04 0,8 | 40 04 08| 40 | 0,15 03| 15
20 0,1 02 11053 01 021053 075 1115|7894} 00 00| 00

C : Concentration de I’étalon dans 1’échantillon synthétique en mg/ml, P : Pourcentage % d’un étalon
dans I’échantillon synthétique, V : Volume prélevé de la solution mére en ml, (un volume finale de 5 ml
est considéré).
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Partie expérimentale

I11.3.3-Parametres analytique des quatre composantes (camphre, carvone, thymol

et limoneéne) dans le nouveau domaine de concentration

D’aprés les résultats de I’analyse PLS-IRTF pour les quatre composante Campbhre,
Carvone, Thymol et Limonéne (tableau 24 ; 28) on note une bonne qualité de calibrage dans
le nouveau domaine de concentration 0,05 & 6 mg/ml et des pentes identiques & celles obtenues

lors de la considération du domaine de concentration compris entre 0,8 et 6 mg/ml.
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Tableau 24 : Paramétres analytiques de Camphre

CAMPHRE

Régression : linéaire

L’intégration : mode R : 1737 (1763-1717) cm™
Droite d’étalonnage : Y =-0,019806 +2,1845 X

Y : Valeur pour la composante en (mg/ml).
X : Valeur d’intégration

Coefficient de corrélation (r) : 0,9998
Sigma = 0,0421 (~ 4,21%): est Ia différence entre Ia quantité réelle (Valeur Réelie) et Ia prédiction
(Valeur Calculée) ou le domaine de confiance a I’intérieur duquel se situe la valeur, moyennant le degré
de probabilité de 1 (~ 68%).

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

N

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

Selution étalon Valeur réelle Valez!;' ic;l)c e D]i(i‘i:';!l)ce d’illegerl:tion
(x£d)
Selution étalon 1 0,2 0,194440,0001 0,00554-0,0001 0,098140,0000
Solution étalon 2 0,2 0,1796+0,0003 0,0204+0,0003 0,0913+0,0002
Solution étalon 3 6,0 6,0370+0,0139 -0,0369+40,0138 2,772740,0064
Solution étalon 4 0,2 0,18024-0,0003 0,019840,0002 0,09160,0001
Solution étalon 5 0,2 0,1758+0,0001 0,0243+0,0000 0,0895+0,0000
Seolution étalon 6 0,2 0,1689+0,0001 0,031140,0001 0,08644-0,0000
Solution étalon 7 3,0 2,893740,0091 0,106740,0093 1,333340,0042
Solution étalon 8 0,2 0,25584+0,0030 -0,0558+0,0030 0,126140,0014
Solution étalon 9 2,0 1,9440+0,0020 0,0558+0,0019 0,89901+0,0009
Selution étalon 10 0,2 0,221040,0019 -0,021040,0018 0,110240,0009
Solution étalen 11 0,05 0,034740,0001 0,015340,0001 0,025040,0000
Solution étalon 12 0,175 0,2143+0,0001 -0,03934-0,0001 0,107240,0000
Solution étalon 13 1,25 1,3380+0,0010 -0,0882140,0007 0,621640,0004
Solution étalon 14 0,15 0,1490+0,0001 0,0010+0,0000 0,077340,0000
Solution étalon 15 1,0 1,0217+0,0025 -0,021940,0023 0,476810,0011
Solution étalon 16 0,25 0,257540,0001 -0,007540,0001 0,126940,0001
Solution étalon 17 0,1 0,095940,0001 0,0041+0,0001 0,05294-0,0000
Solution étalon 18 1,05 1,091740,0006 -0,041640,0003 0,50884-0,0002
Solution étalon 19 0,05 0,033940,0001 0,016140,0001 0,024640,0000
Solution étalon 20 0,1 0,08804-0,0001 0,0120+0,0001 0,04934-0,0000

Condition expérimentale : Fenétres NaCl ; Chemin optique: 1mm/20 scans
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Tableau 25 : Paramétres analytiques du Carvone

CARVONE
Régression : linéaire

L’intégration : mode R : 1669 (1713-1594) cm™
Droite d’étalonnage : Y =0,010133 +2,5289 X

Y : Valeur pour la composante en (mg/ml).
X : Valeur d’intégration

Coefficient de corrélation (r) : 0,9989

Sigma = 0,0724 (~ 7,24%) : est la différence entre Ia quantité réelle (Valeur Réelle) et la prédiction
(Valeur Calculée) ou le domaine de confiance a I’intérieur duquel se situe Ia valeur, moyennant le degré

de probabilité de 1o (~ 68%).

(x+48 ) : Valeur moyenne +déviation standard pour (n=3), trois valeurs dépendantes.

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

s , Valeur calculée Différence ; Yaleny
Solution étalon Valeur réelle Gis) Gis) d’intégration
(x+8)
Solution étalon 1 0,2 0,1973+0,0002 | 0,0027+0,0001 | 0,0750+0,0001
Solution étalon 2 6,0 5,929340,0196 | 0,0707+0,0192 | 2,339740,0076
Solution étalon 3 0,2 0,004240,0023 | 0,1958+0,0022 | -0,001340,0009
Solution étalon 4 0,2 0,141740,0001 | 0,0583+0,0001 | 0,0530+0,0000
Solution étalon 5 0,2 0,232640,0001 | -0,0326+0,0001 | 0,088940,0000
Solution étalon 6 0,2 0,1664+0,0001 | 0,033640,0001 | 0,0628+0,0000
Solution étalon 7 3,0 2,960740,0055 | 0,0394+0,0057 | 1,1667+0,0021
Solution étalon 8 3,0 3,034040,0070 | -0,0341+0,0067 | 1,1957+40,0025
Solution étalon 9 2,0 2,0723+0,0065 | -0,0722+0,0064 | 0,815840,0026
Solution étalon 10 0,2 0,322040,0013 | -0,1220+0,0013 | 0,1243+0,0005
Solution étalon 11 0,2 0,1826+0,0002 | 0,0174+0,0002 | 0,069240,0001
Solution étalon 12 0,15 0,179040,0001 | -0,0290+0,0001 | 0,067840,0000
Solution étalon 13 0,1 0,068540,0000 | 0,0315+0,0000 | 0,0241+0,0000
Solution étalon 14 1,5 1,6440+0,0010 | -0,1441+0,0009 | 0,646610,0004
Solution étalon 15 1,1 1,044740,0015 | 0,05514+0,0018 | 0,4099+0,0007
Solution étalon 16 0,05 0,0295+0,0001 | 0,0205+0,0001 | 0,0087+0,0000
Solution étalon 17 0,75 0,821240,0010 | -0,071240,0009 | 0,321540,0004
Solution étalon 18 0,15 0,1303+0,0000 | 0,0197+0,0000 | 0,0485+0,0000
Solution étalon 19 0,4 0,437040,0002 | -0,0370+0,0002 | 0,1697+0,0001
Solution étalon 20 0,1 0,1024+0,0001 | -0,0024+0,0001 | 0,0375+0,0000

Condition expérimentale : Fenétres NaCl ; Chemin optique: imm/20 scans




Partie expérimentale

Tableau 26 : Parametres analytiques de Thymol

THYMOL
Régression : linéaire

L’intégration : mode R : 3589 (3630-3530) cm™
Droite d’étalonnage : Y =-0,11666 +11,697 X

T

Y : Valeur pour la composante en (mg/ml).
X : Valeur d’intégration

Coefficient de corrélation (r) : 0,9998

Sigma = 0,0649(~ 6,49%) : est la différence entre Ia quantité réeile (Valeur Réelle) et Ia prédiction
(Valeur Calculée) ou le domaine de confiance a I"intérieur duquel se situe Ia valeur, moyennant le degré
de probabilité de 1o (~ 68%).

(x16 ) : Valeur moyenne +déviation standard pour (n=3), trois valeurs dépendantes.
Différence : Valeur réelle — valeur calculée (valeur de prédiction).

S 2 Valeur calculée Différence : Valeur.
Solution étalon Valeur réelle (x£8) s d’intégration
(x1+4)
Solution étalon 1 1,2 1,171740,0015 0,028640,0012 0,110140,0001
Solution étalon 2 1,2 1,119740,0015 0,0804+0,0019 0,10574-0,0002
Solution étalon 3 1,2 1,347040,0000 -0,1471+0,0002 0,125140,0001
Solution étalon 4 6,0 6,023740,0040 -0,023540,0039 0,5250+40,0003
Solution étalon 5 1,2 1,189740,0006 0,010240,0004 0,111740,0000
Solution étalon 6 4,0 4,031040,0000 -0,0309+0,0002 0,35464-0,0000
Solution étalon 7 1,2 1,183040,0069 0,017340,0070 0,111140,0006
Solution étalon 8 3,0 2,9083+0,0031 0,091740,0031 0,258610,0003
Solution étaion 9 2,6 1,87901+0,0020 0,121040,0023 0,1706+0,0002
Solution étalon 10 0.8 0,750340,0014 0,04974+0,0014 0,074140,0001
Selution étalen 11 1,0 1,117740,0006 -0,117540,0007 0,105540,0001
Solution étalon 12 0.1 0,150940,0005 -0,050940,0005 0,02294-0,0000
Solution étalon 13 0,15 0,1285+0,0005 | 0,0215+0,0004 | 0,021040,0000
Solution étalon 14 0,15 0,124240,0003 0,0257+0,0003 0,02064-0,0000
Solution étalon 15 0,1 0,0854+0,0006 0,0146+40,0006 0,017340,0000
Solution étalon 16 1,0 1,082040,0010 | -0,0823+0,0012 | 0,1025+0,0001
Solution étalon 17 0,65 0,6658+0,0002 -0,0158+0,0002 0,06694-0,0000
Solution étalon 18 0,05 0,0601+0,0007 -0,010140,0007 0,0151+0,0001
Solution étalon 19 0.4 0,38954-0,0005 0,010540,0004 0,043340,0000
Solution étalon 20 0,75 0,7429+40,0007 0,007040,0007 0,073510,0001

Condition expérimentale : Fenétres NaCl ; Chemin optique : 1mm/20 scans
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Tableau 27 : Parametres analytiques de limonéne en considérant le spectre d’ordre zéro mode I

LIMONENE
Régression : linéaire

L’intégration : mode 1 : 2836 (2840-2800) cm™* = i
Droite d’étalonnage : Y =+0,53572 -5,2823 X "=

Y : Valeur pour la composante en (mg/ml).
X : Valeur d’intégration

Coefficient de corrélation (r) : 0,9889

Sigma = 0,221 (~ 22,1%): est la différence entre la quantité réelle (Valeur Réelie) et Ia prédiction
(Valeur Calculée) ou le domaine de confiance a I’intérieur duquel se situe la valeur, moyennant le degré
de probabilité de 1o (~ 68%).

(x4 ) : Valeur moyenne +déviation standard pour (n=3), trois valeurs dépendantes.
Différence : Valeur réelle — valeur calculée (valeur de prédiction).

: ) Valeur
Solution étalon Valeur réelle Vale;n;::gl)c e Dn(i:ir?;ce d’intégration
= = (x+8)
Solution étalon 1 1,2 1,027040,0020 | 0,17324+0,0017 | -0,093040,0003
Solution étalon 2 1,2 1,014740,0067 | 0,1853+0,0068 | -0,0907+0,0013
Solution étalon 3 1,2 1,150040,0026 | 0,050140,0025 | -0,116340,0005
Solution étalon 4 1,2 1,444740,0068 | -0,2448+0,0066 | -0,1721+0,0012
Solution étalon 5 6,0 5,7823+0,0100 | 0,217740,0102 | -0,9932+0,0019
Solution étalon 6 4,0 4,0490+0,0078 | -0,0492+0,0082 | -0,665140,0016
Solution étalon 7 1,2 1,094040,1108 | 0,106240,1107 | -0,1057+0,0210
Solution étalon 8 1,2 1,681340,0220 | -0,4813+0,0220 | -0,2169+0,0042
Solution éiaion 9 2,0 2,1903+0,0388 | -0,1903+0,0386 | -0,313240,0073
Solution étalon 10 0,8 1,030340,0051 | -0,230640,0052 | -0,0937+0,0010
Solution étalon 11 0,25 0,09804+0,0036 | 0,1520+0,0036 | 0,082940.0007
Solution étalon 12 1,8 1,603340,0021 | 0,1965+0,0021 | -0,202140,0004
Solution étalon 13 0,05 0,157440,0024 | -0,1074+0,0024 | 0,07160,0004
Solution étalon 14 0,15 -0,0838+0,0050 | 0,2338+0,0051 | 0,117340,0010
Solution étalon 15 0,2 -0,0229+0,0026 | 0,22304+0,0026 | 0,105740,0005
Solution étalon 16 0,75 0,6748+0,0010 | 0,0752+0,0010 | -0,0263+0,0002
Solution étalon 17 0,1 -0,0388+0,0059 | 0,1388+0,0059 | 0,1088+0,0011
Solution étalon 18 1,0 0,85804+0,0074 | 0,1420+0,0074 | -0,0610+0,0014
Solution étalon 19 0,15 0,3306+0,0178 | -0,1806+0,0178 | 0,038840,0034
Solution étalon 20 0,0 0,4097+0,0180 | -0,4097+0,0180 | 0,023940,0034

Condition expérimentale : Fenétres NaCl ; Chemin optique : 1mm/20 scans
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Tableau 28 : Paramétres analytiques de limonéne en considérant le spectre de la 1™ dérivé

LIMONENE

Régression : linéaire

L’intégration : mode B : 2829 (2840-2800) cm™
Droite d’étalonnage : Y =+0,42297 +0,85241 X

Y : Valeur pour la composante en (mg/ml).
X : Valeur d’intégration

Coefficient de corrélation (r) : 0,9921
Sigma = 0,181 (~ 18,1%): est la différence entre la quantité réelie (Valeur Réelle) et la prédiction
(Valeur Calculée) ou le domaine de confiance 3 I’intérieur duquel se situe la valeur, moyennant le degré
de probabilité de 1o (~ 68%).

(x14 ) : Valeur moyenne +déviation standard pour (n=3), trois valeurs dépendantes.
Différence : Valeur réelle — valeur calculée (valeur de prédiction).

w_\

o Valeur calculée Différence : Valeul“
Solution étalon Valeur réelle (x+8) (x+6) d’intégration
(x+8)

Selution étalon 1 1,2 1,151740,0015 0,0488+0,0015 0,854410,0018
Solution étalon 2 1,2 1,729740,0021 -0,5296+0,0018 1,532740,0021
Solution étalon 3 1,2 1,1823+0,0050 0,0179+0,0053 0,8905+0,0062
Solution étalon 4 1,2 0,8036+0,0023 0,3964+0,0023 0,446510,0027
Solution étalon 5 6,0 5,98804-0,0035 0,0120+0,0031 6,5287+0,0038
Solution étalon 6 4,0 3,728310,0021 0,271540,0019 3,8777+0,0025
Solution étalon 7 1,2 1,4190+0,0139 | -0,2189+0,0140 1,1683+0,0167
Solution étalon 8 1,2 1,245740,0032 | -0,045740,0035 0,9651+£0,0040
Solution éiaion 9 2,0 2,0717+0,0047 | -0,071610,0049 1,9340+0,0062
Solution étalon 10 6,8 0,7345+0,0019 0,0655+0,0019 0,36554-0,0023
Solution étalen 11 0,25 0,14364-0,0070 0,10644+0,0070 | -0,3278+0,0083
Solution étalon 12 1,8 1,8147+0,0015 -0,0145+0,0017 1,632340,0021
Solution étalon 13 0,05 -0,0095+0,0022 | 0,0595+0,0022 | -0,5073+40,0026
Solution étalon 14 0,15 0,259140,0008 -0,1091+0,0008 | -0,1922+0,0009
Solution étalon 15 0,2 0,30521+0,0947 | -0,105240,0947 | -0,138140,1111
Solution étalon 16 0,75 0,6808+0,0009 0,069240,0009 0,302410,0011
Solution étalon 17 0,1 0,096040,0019 0,0040+0,0019 | -0,383610,0022
Solution étalon 18 1,0 1,0530+0,0020 | -0,0530+40,0017 0,7391+0,0020
Solution étalon 19 0,15 0,1514+0,0021 -0,0014+0,0021 | -0,318610,0025
Solution étalon 20 0,0 -0,097740,0004 0,097740,0004 | -0,6108+0,0004

Condition expérimentale : Fenétres NaCl ; Chemin optique : 1mm/20 scans
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ITL.4.-Analyse PLS-IRTF des échantillons réels
IT1.4.1.-Préparation des huiles essentielles

Deux techniques d’extraction des huiles essentielle (hydrodistillation et Ientrainement
a la vapeur) ont été utilisées dans ce travail afin d’obtenir huit (08) échantillons réelles

pour prédire la teneur des monoterpénes considérés dans cette étude.

o Hydrodistillation
L’extraction de chaque huile essentielle en I'occurrence 1’Armoise, I’Anis étoilé, le Clous
de girofle, le Myrte et le Romarin a été réalisée par hydrodistillation dans un montage a 1’échéle
laboratoire (figure 13) une masse végétatif de 45 g en moyen est complétement immergée dans
I'eau, le tous ensuite porté 2 ébullition. On maintient le chauffage a une température modérée
pendant 1h:30 , les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant. 1 huile essentielle et ’eau

se séparent par différence de densité.

Figure 13 : Montage d’ hydrodistillation utilisé

Le mélange eau-huile essentielle est soumis a une extraction liquide-liquide avec I'éther
diéthylique .On obtient deux phase distinctes, une phase aqueuse et une phase organique
contenant I'huile essentielle qui subit une filtration sous le sulfate de magnésium (MgSO,)

afin éliminer toutes les traces d’eau.

o Entrainement a la vapeur

L’entrainement & la vapeur d’eau est la méthode utilisée pour I’obtention des huiles

essentielles de Carvi, Thym et Zeste d’orange.
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L’entrainement 4 la vapeur d’eau est 'une des méthodes officielles pour Iobtention
des huiles essentielles. A la différence de I'hydrodistillation, cette technique ne met pas
en contact direct 'eau et la matiére végétale a traiter. L’entrainement a la vapeur d’eau
consiste a récupérer I’huile essentielle des végétaux, en faisant passer a travers ces derniers
un courant de vapeur d’eau, qui traverse la matiére végétale située au-dessus d’une grille.
Durant le passage de la vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et liberent I’ huile
essentielle qui est vaporisée sous laction de la chalewr pour former un mélange
« vapeur d’eaut huile essentielley. Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur

et 'essencier, avant d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique : I’huile

essentielle [60].

Figure 14 : Montage d’entrainement 4 la vapeur utilisé

I11.4.2.- Analyse des huiles essentielles par PLS-IRTF
a) Analyse des huiles essentielles sans ajout des étalons

Dans cette étude deux raisonnement pour le choix des plantes ont été considérées, (i) la premiére
lorsque un des monoterpénes utilisé dans cette étude, constitue le produit majoritaire
de la composition chimique de huile essentielle(ii) la deuxiéme lorsqu’aucun de ces
monoterpenes n’est présent dans la composition chimique de I’huile essentielle et dans ce dernier

cas, la quantité de monoterpéne qu’on ajoutera représentera la valeur référence.

Il'y a lieu de noter que la valeur référence de la teneur des monoterpénes utilisés
dans les huiles essentielles a été prise dans des travaux scientifiques réalisés.
Des masses connues d’huiles essentielles ont été diluées dans 3ml de CH,Cl, et analysées
par PLS- IRTF.
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Partie expérimentale

L’analyse des résultats de la table 29 montre des valeurs comparable entre les teneurs
théoriques et prédites par le modéle développé et ce, lorsque I’étalon est majoritaire dans "huile

essentielle (carvone dans le carvi, thymol dans le thym et limonéne dans le zeste d’orange).

Lorsque les teneurs théoriques et prédites ne concordent pas, ceci pourrait avoir deux
explications (a) ou les espéces considérées dans cette étude sont de natures différentes des
especes des travaux scientifiques utilisés comme référence. (b) ou la prédiction par excés indique
la présence d’autres monotérpénes qui pourront avoir le méme environnement chimique
que la monotérpene de notre étude au niveau du groupement fonctionnel sélectionné,

Bien entendu, I’étude comparative correcte pour valider les modéles développés devrait se faire
avec les résultats d’analyse chimique par CG-SM de nos huiles.

Concernent le limonéne, on constate que les teneurs sont plus grandes en utilisant le spectre
d’ordre zéro ce qui implique que le mode d’intégration I est toujours interféré par la présence
des autres étalons suite & cela le mode d’intégration B du spectre dérivé du limonéne a 2829¢cm™!

est sélectionné,

b) Analyse des huiles essentielles aprés enrichissement

Pour valider partiellement les modéles développées nous avons procédé a I’enrichissement

des échantillons et nous avons calculé le pourcentage de récupération pour les autres étalons.

Le pourcentage de récupération est calculé par I’utilisation de Ia loi suivante

R% = valeur trouvé / (valeur présente + valeur ajouté) * 100

Tableau 30 : Pourcentage de récupérations de camphre calculé aprés analyse quantitative
(mg/ml) dans les huiles essentielles par PLS-IRTF

Echantillon Valeur ajouté  Valeur présente* Valeur trouvé* R(%)
Anis étoilé 4,2 - 3,84 £ 0,05 91,42
Armoise 1,8 - 1,70 £ 0,02 94,44
Clous de girofie i,4 - 1,28+0,02 9i.,42
Carvi 1,7 - 1,61+0,00 94,70
Myrte 1,05 0,11 4+ 0,01 1.30+0,01 112 ,06
Romarin 1,1 0,3+ 0,08 1,4140,01 124,77
Thym 3,65 - 3,2240,02 88,22
Zeste d’orange 1,6 - 1,76+0,00 110

* ¢ Valeur moyenne + déviation standard de trois mesures dépendantes 65




Partie expérimentale

Tableau 31 : Pourcentage de récupérations du carvone calculé aprés analyse quantitative
(mg/ml) dans les huiles essentielles par PLS-IRTF

Echantillon Valeur ajouté Valeur présente*  Valeur trouvé* R{%)
Anis é&toilé 1,95 - 1,53+ 0,01 78,46
Armoise 1,95 1,27+ 0,03 3,34+ 004 103,72
Clous de girofie 4 - 3,644+0,06 91

Carvi 1,25 2,10 4+ 0,01 3,8740,01 115,52
Myrte 3,9 - 3,6610,04 93,84
Romarin 1,2 0,24+ 0,05 1,6440,02 113,88
Thym 5,8 - 5,14+0,03 88,62
Zeste d’orange 1,45 0,044+ 0,00 1,0440,00 69,79

* : Valeur moyenne + déviation standard de trois mesures dépendantes

Tableau 32 : Pourcentage de récupérations de thymol calculé aprés analyse quantitative

(mg/ml) dans les huiles essentielles par PLS-IRTF

Echantillon Valeur ajouté  Valeur présente*  Valeur trouvé* R(%)
Anis étoilé 2,3 - 1,8540,02 80,43
Armoise 2,05 0,11 40,14 1,89+0,01 87,5
Clous de girofle 1,55 - 0,71+0,01 45,80
Carvi 1,7 - 1,42+0,00 83,52
Myrte 1 0,25+ 0,05 1,41+0,34 112
Romarin 1,3 0,8+ 0,01 1,2240,01 58,09
Thym 1,9 2,97+ 0,04 4,2440,02 87,06
Zeste d’orange 1,6 - 1,76+0,00 110

* : Valeur moyenne + déviation standard de trois mesures dépendantes

66




Partie expérimentale

Tableau 33 : Pourcentage de récupérations de limonéne calculé aprés analyse quantitative

(mg/ml) dans les huiles essentielles par PLS-IRTF

Echantillon Valeur ajouté  Valeur présente* Valeur trouvé* R(%)
Anis étoilé 1,85 2,39+ 0,00 4,98 +0,05 117,45
Armoise 1,25 0,42 + 0,02 1,8740,02 111,97
Clous de girofle 1.4 - 1,2440,01 88,6
Carvi i 0,19+ 0,13 1,2540,00 105
Myrte 2,3 0,67+ 0,19 3,494+0,03 117,50
Romarin 1 - 0,98+0,00 98
Thym 2,55 - 2,604+0,01 102
Zeste d’orange 1,5 2,43+ 0,00 2,48+0,00 63

* : Valeur moyenne + déviation standard de trois mesures dépendantes

L’analyse des quatre tables (30 ; 33) montre giobalement des bonne valeurs de récupération
(90-110 %) pouvant valider les modelés développés dans cette étude.
Cependant nous notons des valeurs d’analyses par défaut ou par excés, ceci pourrait étre dii a

des fautes de manipulation, d’ot la nécessité d’obtenir des mesures indépendantes de trois

répliques au moins pour confirmer les résultats obtenus.
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Conclusion

Conclusion

Nous avons réussi & travers ce modeste travail a atteindre deux objectifs importants
a savoir :
1) L’exploitation des paramétres du logiciel PLS, notamment les modes d’intégration
et les modéles de régression, pour améliorer la qualité de calibration.
2) Le défi du logiciel PLS (Quant 1) qui n’est exploitable que si les spectres des étalons
présent des pics séparés et ce, par I'utilisation d’une bande interférée. Ce défi repose sur

'utilisation du spectre dérivé.

Afin de construire le modéle de calibration dix solutions étalons ont été préparées dans
un domaine de concentration compris entre 0,2 et 6 mg.mL™ et en utilisant des fenétres

de NaCl, une entretoise de 1 mm d’épaisseur et une accumulation de 20 spectres.

La combinaison des pourcentages des composés formant le mélange a été établie en
considérant différent possibilités (i) produits majoritaires (ii) deux produits majoritaires, (111)

I’existence des composés avec la méme proportion.

Pour les trois étalons camphre, carvone et thymol les meilleurs paramétres analytiques
de calibrage sont obtenus en considérant les bandes séparées & 1737, 1669 et 3589 cm’

respectivement et le mode d’intégration R.

Pour le limonéne, la bande d’absorbance la moins interférée a 2836 cm™ a été utilisée.
Pour éliminer cette interférence, deux modes de calibration PLS ont été testés, soit le mode
d’intégration 1 pour le specire d’ordre zéro ou le mode de calibration B pour le spectre

de la 1°® dérivé.

L’analyse des échantillons réels par PLS-IRTF montre globalement des valeurs comparables
entre les teneurs théoriques et prédites par le modéle de calibration développé et ce, avec un

pourcentage de récupération qui varie entre 90 et 110% et une faible précision d’analyse.

La différence des teneurs théoriques et prédites trouvée, ceci pourrait avoir deux
explications (a) ou les especes considérées dans cette étude sont de natures différentes des
espéces des travaux scientifiques utilisés comme référence. (b) ou la prédiction par excés
indique la présence d’autres monotérpénes qui pourront avoir le méme environnement chimique

que la monotérpene de notre étude au niveau du groupement fonctionnel sélectionné .
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Annexe

Tableau 34 : Modes d’intégration de logiciel OPUS 6.5

A) L’intégrale est limitée par le spectre, par I'axe des X et par les
limites paramétrées.

B) L’ intégration est calculée par rapport & une ligne de base locale
reliant les deux fréquences paramétrées.

C) La ligne de base est déterminée a I’aide d’un premier et d’un
deuxiéme point de ligne de base. L’intégration porte sur la zone "
remplie " de la bande.

Dj) La ligne de base est définie horizontalement par le point de ligne
de base préalablement paramétré.

E) Pour limiter le bruit, on calcule la moyenne des valeurs d’intensité
respectives aux points de ligne de base 1 4 4. La ligne de base est
formée a I'aide de ces moyennes, auxquelles s’ajoutent les valeurs x
des 2e et 3e point de ligne de base.

F) La ligne de base est déterminée par la tangente entre le ler et le 2e
ainsi qu’entre le 3e et le 4e point de ligne de base.

G) Recherche du maximum d’intensité entre la premiére et la
deuxiéme limite. Recherche du minimum 4 gauche et & droite de ce
maximum. La ligne de base relie ces deux minima.

A

H) Calcul de Ia surface délimitée par le minimum gauche et le
maximum,

I) Calcul de la surface délimitée par le maximum et le minimum droit.

J) Intensité absolue maximale de la bande.

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

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

76



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

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

0) Minimum entre les deux limites paramétrées.

AN
e l p P) Intensité a la fréquence paramétrée.
@ 7

Q) Intensité par rapport a la ligne de base.

R) Intensité maximale a une fréquence donnée
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