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 ملخص

الطيفي بالأشعة تحت الحمراء في  لتحليلللتطوير طرق جديدة  هو جزء من المجال الواسع هذا العمل

في المستقلبات تم استخدام الطرق التي تم تطويرها في هذه الرسالة لتحليل MIR. و  NIRالمنطقتين الطيفيتين 

 .المعتمدة على المواد الطبيعية المستحضرات التجارية

أحادي  ،معايرةلل بتطوير دراسة مقارنة بين استراتيجيتين الأول من هذا العملالتجريبي الجزء  سمح

الثيمول, المنتول و  ،الكافورالمتزامن لأربعة أحاديات الكربون، لتحديد ا من أجل المتغير و متعدد المتغيرات

 للعلاج ضد طفيل الفاروا. تمت معالجة البيانات باستخدام طريقة المعادلات تستخدم تجارية تركيبات الأكاليبتول في

استخدمت العلاجات  للمعايرة متعدد المتغيرات. 24إلى النموذج  استنادا PLSالنسبية في الوضع أحادي المتغير و

في الاعتبار لتحديد النموذج ( (RMSEPتم أخذ خطأ التنبؤ التربيعي المتوسط   PLS. الطيفية المختلفة لبناء نماذج

من العينات المتطورتين من خلال تحديد النسب المئوية للاسترداد  الإستراتيجيتينالأمثل لكل مونوتربين. تم تقييم دقة 

 .%991إلى  % 19تم تحقيق نسب استرداد  مختلفة من المركبات الأربعة.  المزودة بكميات

للكشف عن  MIR-TF و  NIR-TF إمكانيات الطريقتينيم لتقي كما تم تخصيص الجزء التجريبي الثاني

مختلفة من النباتات. تم تحليل العينات التي تم الحصول عليها دون علاج  لأنواعالتجارية  الأساسيةغش الزيوت 

و بين  9-سم 4111و  94111في المنطقة بين  TF-MIR-ATRو  TF-NIR إرسالمسبق. تم تسجيل أطياف 

على التوالي. تم الحصول على الزيوت الأساسية النقية عن طريق التقطير المائي و التقطير  9-سم 011و  4111

أظهرت النتائج التي تم الحصول عليها ، وجود المذيبات في  كمرجع. MIRو  NIRبالبخار و تم استخدام أطياف 

جة بشكل صحيح من الزيوت تركيبات تجارية معينة وسمحت بالتحقق السريع من الزيوت العطرية النقية المستخر

 المخففة.

، و نبتة القرنفلمن الزيوت الأساسية ل عينات تجاريةال غشتحديد من أجل  فهو مخصص الأخيرالجزء  أما 

للزيوت الأساسية الموجودة )تحليلها على أنه أوجينول، كونه المنتج الرئيسي  هذا طريق التقدير الكمي للمحتوى الفعلي

 ATR-MIR-TF و  NIR-TF ( في العينات التجارية بواسطةS. aromaticum L.(ن للزيوت العطرية م

خطأ متوسط التحقق   ATR-MIRو NIRبواسطة كطرق سريعة. قدمت النماذج التي تم إنشاؤها  PLSباستعمال 

 44,4و  0,,4( بقيمة RPD, و كذلك قيم )ح/ح %1,919ح/ح و  %1,914( قدره RMSECVمن الصحة )

تم تقييم دقة المنهجية المقترحة أيضا من خلال نتائج استرداد زيت القرنفل النقي الأساسي المضاف إلى على التوالي. 

 .MIRو NIR ل %919و  %12و بين  %,91و  % 19بين  مردودالتجارية. تم تحقيق العينات 

يجة كطريقة مرجعية. النت (SM)( المرتبطة بطريقة الكشف CGتم استخدام طريقة الكروماتوغرافي )

، و التي تظهر قدرة المنهجية CG-SMقابلة للمقارنة و مماثلة لنتائج  IRTFالتي تم الحصول عليها بواسطة مطيافية 

جودة المستحضرات التجارية القائمة على المنتجات ، لتكون أداة بسيطة و بيئية لمراقبة PLSالطيفية مع ادماج 

 .NIRنتائج تنبؤ أفضل من التحليل الطيفي  MIRالطبيعية. و مع ذلك، يوفر التحليل الطيفي 

 

PLS ،ATR ،IRTF الحمراء مونوتربان، زيوت أسا سية، غش، المنتجات التجارية، أشعة تحتالكلمات المفتاحية:   



 

 

RESUME 

Ce travail s’inscrit dans le large domaine de développement de nouvelles 

méthodes d’analyse par spectroscopie infrarouge dans les deux régions 

spectrales NIR et MIR. Les méthodes développées, dans le cadre de cette thèse, 

ont été exploitées pour l’analyse de métabolites dans des formulations 

commerciales à base des substances naturelles. 

La première partie expérimentale a permis le développement d’une étude 

comparative entre deux stratégies de calibration, univariée et multivariée pour la 

détermination simultanée de quatre monoterpènes, camphre, thymol, menthol et 

eucalyptol, dans des formulations commerciales utilisées pour lutter contre le 

varroa. Les données ont été traitées selon la méthode des équations 

proportionnelles en mode univarié et par PLS, basée sur le modèle 42, pour la 

calibration multivariée. Différents traitements spectraux ont été utilisés pour la 

construction des modèles de PLS. L’erreur de prédiction quadratique moyenne 

(RMSEP) a été prise en compte pour sélectionner le modèle optimisé pour chaque 

monoterpène. La précision des deux stratégies développées a été évaluée par la 

détermination des pourcentages de récupération à partir des échantillons enrichis 

avec différentes quantités des quatre composés. Des pourcentages de 

récupération compris entre 91-116% ont été atteints. 

La deuxième partie expérimentale a été consacrée à l’évaluation du 

potentiel des deux techniques NIR-TF et MIR-TF pour la détection de l’adultération 

des huiles essentielles commerciales de différentes espèces de plantes. Les 

échantillons obtenus ont été mesurés sans traitement préalable. Les spectres de 

transmission NIR-TF et d’ATR-MIR-TF ont été enregistrés dans la région comprise 

entre 14000 et 4000 cm-1 et entre 4000 et 550 cm-1, respectivement. Les huiles 

essentielles pures ont été obtenues par hydrodistillation et entrainement à la 

vapeur d’eau, leurs spectres NIR et MIR ont été utilisés comme référence. Les 

résultats obtenus ont mis en évidence la présence de solvants dans certaines 

formulations commerciales et ont permis une authentification rapide des huiles 

essentielles pures correctement extraites de celles diluées. 



 

La dernière partie expérimentale a été réservée à la détermination de 

l’adultération des échantillons commerciaux de l’huile essentielle de S. 

aromaticum L. (clous de girofle) et ce, par la quantification de la teneur réelle de 

l’huile essentielle pure (analysée globalement sous forme d’eugénol, étant le 

produit majoritaire de l’huile essentielle) présente dans ces échantillons par NIR-

TF et ATR-MIR-TF associées à la PLS comme méthodes rapides. Les modèles 

construits par NIR et ATR-MIR ont fourni une erreur quadratique moyenne de 

validation croisée (RMSECV) de 0.194% (v/v) et 0.191% (v/v) et des valeurs de 

déviation résiduelle prédictive (RPD) de 43,5 et 44,1, respectivement. L’exactitude 

des deux méthodologies développées a également été évaluée à partir des 

valeurs de récupération de l’huile essentielle de clous de girofle pure ajoutée à 

des échantillons commerciaux. Des pourcentages de récupération compris entre 

97% et 103% et entre 92% et 107% ont été atteints pour le NIR et le MIR, 

respectivement. 

La méthode chromatographique (CG) associée avec la méthode de 

détection (SM) a été utilisée comme méthode de référence. Le résultat obtenu par 

spectroscopie IRTF est comparable et similaire à celui de la CG-SM, ce qui 

montre la capacité des deux méthodologies spectroscopiques avec la régression 

PLS, d’être un outil simple et écologique pour le contrôle qualité des formulations 

commerciales à base des produits naturels. Cependant, la spectroscopie MIR 

fournit de meilleurs résultats de prédiction que la spectroscopie NIR. 
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Abstract 

This work is part of the broad field of development of new infrared 

spectroscopic analysis methods in the two spectral regions NIR and MIR. The 

developed methods in this thesis have been used for the analysis of metabolites in 

commercial formulations based on natural substances. 

The first experimental part allowed the development of a comparative 

study between two calibration startegies, univariate and multivariate for the 

simultaneous determination of four monoterpenes, camphor, thymol, menthol end 

eucalyptol in commercial formulations used to fight against varroa mites. The data 

were processed using the proportional equations method in univariate mode and 

PLS, based on model 42 for multivariate calibration. Different spectral treatment 

were used for the built of PLS models. The mean square error of prediction 

(RMSEP) was taken into account to select the optimized model for each 

monoterpene. The accuracy of the two developed strategies was evaluated from 

spiked samples with different amounts of the four compound. Recovery 

percentages of 91%-116% have been achieved.  

The second experimental part was devoted to evaluate the potential of the 

two techniques NIR-FT and MIR-FT for the detection of commercial essential oils 

adulteration of different plant species. The samples obtained were directly 

measured without any previous treatment. NIR-FT transmission and ATR-MIR-FT 

spectra of samples were recorded in the range between 14000 and 4000 cm-1 and 

from 4000 to 550 cm-1, respectively. Pure essential oils were obtained by hydro 

and steam-distillation, their NIR and ATR-MIR spectra were used as reference. 

The results obtained showed the presence of solvents in certain commercial 

formulations and allowed rapid authentication of pure essential oils correctly 

extracted from diluted ones. 

The last experimental part was reserved for the determination of the 

adulteration of the commercial samples of S. aromaticum L. (clove) essential oil 

and this, by the quantification of the actual content of the pure essential oil present 

(analyzed globally as eugenol, being the major product of S. aromaticum L. 

essential oil) in commercial samples using NIR-FT and ATR-MIR-FT, combined 



 

with PLS regression as fast methodologies. Models built for NIR and ATR-MIR 

provided root mean square error of cross validation (RMSECV) of 0.194% v/v and 

0.191 % v/v, together with residual predictive deviation (RPD) values of 43,5 and 

44,1, respectively. The accuracy of proposed methodologies was evaluated also 

from recovery studies of commercial oil samples spiked with different amount of 

pure clove essential oil. Recovery percentages between 97% and 103% and 

between 92% and 107% were achived for NIR-FT and MIR-FT respectively. The 

chromatographic method (GC) associated with the detection method (MS) was 

used as a reference method. The result obtained by FTIR spectroscopy is 

comparable and similar to that of GC-MS, which shows the ability of the two 

spectroscopic methodologies with PLS regression, to be a simple and ecological 

tool for the quality control of commercial formulations based on natural products. 

However, MIR spectroscopy provides better prediction results than NIR 

spectroscopy. 
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INTRODUCTION 

Les plantes aromatiques, médicinales et les plantes épices sont utilisées 

dans le monde depuis des siècles pour des fins alimentaires, cosmétiques, 

pharmaceutiques thérapeutiques et agro-alimentaire. L’organisation mondiale de 

la santé estime que près de 80% de la population mondiale utilise principalement 

des remèdes à base de plantes et que 40% des produits pharmaceutiques 

dérivent des plantes [1]. L’importance et la valeur de ces plantes, revient à la 

présence des molécules chimiques complexes dans ces organes «feuilles, tiges, 

racines et graines», dites métabolites secondaires. Les métabolites secondaires 

constituent un groupe biologiquement et chimiquement intéressant, qui fait l’objet 

de nombreuses recherches, notamment la recherche de nouveaux composés 

bioactifs. Ces métabolites secondaires sont classés selon leur appartenance 

chimique en l’occurrence, les huiles essentielles et ces composés, les composés 

phénoliques, les saponosides, et les alcaloïdes. 

 

Les huiles essentielles sont des produits naturels très intéressants et 

l’étude de ces produits est toujours d’une brulante actualité malgré son 

ancienneté. Elles constituent un groupe des composés aromatiques (odoriférants) 

volatils (principalement les mono-et sesquiterpènoides, etc.), dotés de diverses 

propriétés biologiques [2-4]. 

 

La Méthode d’obtention des huiles essentielles intervient de façon 

déterminante dans le rendement en huile et dans la composition de cette dernière, 

de ce fait, des méthodes non-conventionnelles s’inscrivent dans le concept 

d’approches vertes ont été développés pour améliorer le rendement et la 

sélectivité des composants bioactifs à partir de la matière végétale. Les 

techniques chromatographiques sont considérées comme des techniques, les plus 

fiables, les plus appropriées pour l’analyse des huiles essentielles à savoir, 

l’identification des composés volatils, le contrôle de qualité et la détermination de 

leur adultération en raison de la grande efficacité de séparation, sensibilité et 
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sélectivité de la détection de la spectrométrie de masse. Cependant, ces 

techniques impliquent de longues étapes de préparation des échantillons, et 

l’utilisation des grandes quantités de solvant, en tenant compte des 

préoccupations actuelles du public sur l’environnement, des études analytiques 

sur l’environnement et l’utilisation consécutive de réactifs toxiques et de solvants 

ont pris une telle ampleur qu’il est devenu insoutenable de continuer à fonctionner 

sans une perspective écologique [5]. Pour ces raisons, le développement de 

nouvelles méthodes d’analyses plus simples, rapides, disponibles, moins 

couteuses et propres est nécessaire pour l’analyse des huiles essentielles comme 

produit naturel. 

 

L’objectif principal visé, dans le cadre de cette thèse, concerne la 

contribution dans le large domaine de développement de méthodes d’analyse par 

spectroscopie infrarouge dans les deux régions spectrales NIR et MIR.  

 

Le travail entrepris dans le cadre de cette thèse est composé de quatre 

parties: La première partie est une partie bibliographique dont laquelle nous avons 

présentés différents points, à savoir la définition d’une huile essentielle, sa 

localisation, ces propriétés, les méthodes utilisées pour l’extraction et les 

méthodes d’analyse.  

 

La deuxième partie est consacrée à la détermination rapide et simultanée 

de monoterpénes présents dans des formulations commerciales utilisées pour 

lutter contre le varroa par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier. 

Cette partie de travail à pour objectif d'évaluer et de comparer l'utilisation de deux 

stratégies de calibration univariée et multivariée, associée à la régression des 

moindres carrées partiels (PLS). 

 

L’identification de l’adultération des huiles essentielles par spectroscopie 

infrarouge à transformée de Fourier comme méthode simple a été mise en 

évidence dans la troisième partie. L’objectif de cette dernière, est d’étudier le 

pouvoir de la spectroscopie NIR et MIR comme méthodes principales et 
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approches simples pouvant être employées par de jeunes laboratoires de contrôle 

qualité pour la détection de l’adultération des huiles essentielles. Les deux 

techniques ont été comparées pour montrer leurs potentiels en tant que 

méthodologies directes dans la détection de l’adultération d’huiles essentielles 

pour un grand nombre d’échantillons disponibles sur le marché. 

 

La dernière partie est consacrée à la détermination de l’adultération des 

échantillons commerciaux de l’huile essentielle de S. aromaticum L. (clous de 

girofle) et ce, par la quantification de la teneur réelle de l’huile essentielle pure 

(analysée globalement sous forme d’eugénol, étant le produit majoritaire de l’huile 

essentielle de S. aromaticum L.) présente dans des échantillons commerciaux par 

NIR-TF et ATR-MIR-TF associées à la PLS comme approches rapides. Le résultat 

obtenu par spectroscopie IRTF ont été comparés à ceux obtenus par la méthode 

de référence CG-SM, ceci met en évidence la capacité des deux méthodologies 

spectroscopiques pour être un outil complémentaire simple, rapide et écologique 

pour le contrôle qualité des formulations commerciales a base des produits 

naturels. 

 

Nous avons terminé cette thèse par une conclusion générale suivie de 

perspectives. 
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CHAPITRE 1 

PARTIE THEORIQUE 

1.1  Huiles essentielles 

1.1.1 Historique 

L’utilisation des parfums et des arômes remonte aux anciennes 

civilisations lorsque les parfums ont joué un rôle important dans les applications 

nutritionnelles, esthétiques et spirituelles au cours de la période pharaonique. Des 

composés aromatiques naturels ont été largement utilisés pour des rituels 

religieux. Ils ont été découverts dans des bandages de momies. La distillation 

comme méthode de production d’huile essentielle a été utilisée pour la première 

fois, en Inde, en Perse et en Egypt. Les grecs et les romains ont apporté leur 

contribution à la mise en place de principes de base de la distillation, tels que 

l’invention de «ambix» qui peut être appliqué aussi pour l’extraction que pour la 

distillation. Au 9ème siècle, la civilisation musulmane a fortement contribué dans le 

développement des techniques de distillation et d’extraction. Geber (712-815) et 

Avicenne (930-1037) ont inventé l’alambic, la distillation et le réfrigérant, 

respectivement [6, 7]. 

 

Au 13ème siècle les huiles essentielles ont été fabriquées dans des 

pharmacies et leurs effets pharmacologiques ont été décrits dans des 

pharmacopées, mais leurs utilisations ne semblent pas avoir été généralisées en 

europe avant le 16ème siècle. L’invention du flacon florentin par Giovanni Battista 

Della Porta (1533-1615) a facilité la séparation des huiles essentielles et l’eau 

après l’extraction, et depuis l’industrie des arômes a connu la popularité des 

parfums pour le cuir au 16ème siècle, la distillation de la bergamote et de l’huile de 

néroli au 17ème siècle, la diffusion et le développement des premiers aromes 

synthétiques et des parfums de fougères au 19ème siècle, les parfumeurs 

renommés et les parfums célèbres au 20ème siècle et l’essor de leurs utilisation 

dans le domaine des parfums, des cosmétiques, produits alimentaires, des 
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produits pharmaceutiques, ainsi que de leur importance croissante et l’impact sur 

l’aromathérapie, la psychothérapie et la physiothérapie [6, 7].  

 

1.1.2 Définition et localisation 

Selon l’Association Française de Normalisation (AFNOR) et la 7ème édition 

de la pharmacopée européenne, les huiles essentielles (= essences = huiles 

volatiles) sont définies comme «produit odorant, généralement de composition 

complexe, obtenu à partir d’une matière première végétale botaniquement définie, 

soit par hydrodistillation et distillation à la vapeur, soit par distillation à sec, soit par 

un procédé mécanique approprié sans chauffage. Une huile essentielle est 

généralement séparée de la phase aqueuse par une méthode physique qui ne 

provoque pas de changement significatif dans sa composition chimique» [8, 9]. 

 

Les huiles essentielles peuvent être trouvées dans divers organes de 

plantes de différentes familles, dont on a découvert que les familles Lamiaceae, 

Mytraceae et Rutaceae ont un niveau élevé de composés aromatiques volatils. En 

fait, seules 10% des espèces de plantes peuvent synthétiser et sécréter de petites 

quantités d’essence et on les appelle ainsi les plantes aromatiques. De plus, les 

huiles essentielles extraites de différents organes dans les mêmes plantes sont 

variables dans leurs compositions [01].  

 

1.1.3 Composition chimique 

Les huiles essentielles sont des mélanges très complexes avec divers 

constituants chimiques. Chaque constituant a son odeur caractéristique et ses 

effets. Bien que les huiles essentielles contiennent de nombreux types de 

composés, un ou deux composants dominent souvent leur action physiologique. 

Un grand nombre des propriétés de l’huile de menthe poivrée, par exemple, 

peuvent être attribuées à sa teneur en menthol (40%) et l’action de l’eucalyptus 

est largement déterminée par sa teneur en 1,8 cinéole (75%). Les composants 

comprennent deux groupes d’origine biosynthétique distincte. Le groupe principal 

est composé de terpènes et de terpènoids et l’autre de constituants aromatiques 

et aliphatiques [3, 00]. 
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 Terpènes  

Les terpènes forment des classes avec des structures et des fonctions 

différentes. Ils sont formés à partir d’associations de plusieurs unités à base de 

cinq carbones (C5) appelées isoprène. La biosynthèse des terpènes consiste en 

la synthèse du précurseur de l’isopentényl diphosphate (IPP), l’addition répétitive 

d’IPP pour former le précurseur du prényldiphosphate des différentes classes de 

terpènes, la modification du prényldiphosphate allylique par des synthétases 

spécifiques du terpène pour former le squelette du terpène et enfin, la modification 

enzymatique secondaire (réaction d’oxydoréduction) du squelette pour attribuer 

des propriétés fonctionnelles aux différents terpènes [3]. 

 

Les principaux terpènes sont les monoterpènes (C10) et les 

sesquiterpènes (C15), mais il existe également des hémiterpènes (C5), des 

diterpènes (C20), des triterpènes (C30) et des tétraterpènes (C40). Un terpène 

contenant de l’oxygène s’appelle un terpenoide. Les monoterpènes sont formés 

par le couplage de deux unités d’isoprène (C10). Ce sont les molécules les plus 

représentatives, constituant 90% des huiles essentielles et permettent une grande 

variété de structure et ils comportent plusieurs fonctions selon le tableau 1.1 [3]. 

 

Les sesquiterpènes sont formés à partir de l’assemblage de trois unités 

d’isoprène (C15). L’extension de la chaine augmente le nombre de cyclisations ce 

qui permet une grande variété de structures. Les fonctions des sesquiterpènes 

sont similaires à celles des monoterpènes selon le tableau1.2 [3]. 

 

Des exemples de plantes à savoir, bergamote, cumin, céleri, citronnelle, 

coriandre, eucalyptus, géranium, genévrier, lavande, menthe poivrée , sauge, 

romarin, peuvent contenir ces composés à des proportions différentes ainsi 

peuvent être majoritaires ou à l’état de trace [3]. 
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Tableau 1.1 : Exemples de quelques monoterpènes [3]. 

Monoterpène Exemple 

Carbure 

acyclique: myrcène, ocimène, etc 

monocyclique: terpinènes, p-cimène, phellandrène, etc 

bicycliques: pinènes, 3-carène, camphène, sabinène, etc 

Alcools 

acycliques: géraniol, linalol, citronellol, lavandulol, nérol, etc 

monocyclique: menthol, α-terpinéol, carvéol, etc 

bicycliques: bornéol, fenchol, chrysanthénol, thuyan-3-ol, etc 

Aldéhydes acycliques: géranial, néral, citronellal, etc 

Cétone 

acyclique: tegetone, etc 

monocyclique: menthones, carvone, pulegone, pipéritone, etc 

bicycliques: Camphre, fenchone, thuyone, ombellulone, etc 

Esters 

acycliques: Acétate de linalyle, acétate de citronellyle, etc 

monocyclique: Acétate de menthyle ou d’aterpinyle, etc 

bicyclique: Acétate d’isobornyle, etc 

Ethers 1,8 cinéole, menthofurane, etc 

Peroxydes ascaridole, etc 

Phénols  Thymol, carvacrol, etc 

 

Tableau 1.2 : Exemples de quelques sesquiterpènes [3]. 

Sesquiterpène Exemple 

Carbure Azulène, β- bisabolène, cadimènes, zingiberène, etc 

Alcools Bisabol, cedrol, farnesol, carotol, β-santalol, etc 

Cétone Germacrone, nootkatone, β-vetinone, turmerones, etc 

Peroxydes oxide de caryophyllene, epoxides d’humulène, etc 

 

 Composés aromatiques 

Les composés aromatiques sont constitués essentiellement des dérivés 

du phénylpropane. Ils sont moins fréquents que les terpènes, sont synthétisés par 

la voie de la biosynthèse de l’acide shikimique à partir du phosphoénolpyruvate et 

du 4-phosphate d’érythrose. Ils se caractérisent par une chaine de trois atomes de 

carbone liée à un cycle benzénique. Les composés aromatiques comprennent les 
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aldéhydes (Cinnamaldéhyde), les alcools (Alcool cannelle), les phénols (Chavicol, 

eugénol), les dérivés méthoxy (Anéthole, élémicine, estragole, méthyleugénol) et 

les composés de méthyléne dioxy (apiole, myristicine, safrole) [3, 11]. 

 

Les principales sources végétales pour ces composés sont: L’anis, la 

cannelle, les clous de girofle, le fenouil, le persil, l’anis étoilé. Quelques huiles 

essentielles ont des constituants contenant du soufre, qui ne relèvent d’aucune 

des catégories précédentes, et encore moins celles qui contiennent de l’azote [3, 

11]. 

 

1.2 Adultération des huiles essentielles et contexte réglementaire 

1.2.1 Adultération des huiles essentielles 

Le but de la falsification est d’accroitre les profits en ajoutant des 

substances odorantes ou non odorantes afin de diluer une huile essentielle. Les 

adultérants odorants peuvent inclure d’autres huiles essentielles, des fractions ou 

résidus d’huiles essentielles, des produits chimiques synthétiques similaires à 

ceux présents dans l’huile. Les diluants comprennent des substances telles que 

l’éthanol, l’huile minérale, glycols et les huiles fixes (végétale). Le tableau 1.3 

résume quelques exemples d’adultération [11].  

 

Les huiles essentielles les plus couteuses sont fortement sujettes à 

l’adultération. Il s’agit notamment des huiles essentielles de néroli et de rose. 

Dans d’autres cas l’adultération dépend du prix de l’huile essentielle sur le marché 

et de l’adultérant proposé. Les huiles essentielles les moins chères, telles que 

l’orange douce et l’eucalyptus, sont parmi les moins susceptibles d’être 

adultérées. Une autre forme de falsification qui peut être extrême, ce qui signifie 

l’absence des éléments étiquetés. Par exemple, le méthyle salicylate synthétique 

peut être laissé passer pour huile de gingembre, ou benzaldéhyde synthétique 

comme huile d’amande amère. Des mélanges de composés naturels et 

synthétiques sont souvent proposés sous forme d’huiles de mélisse ou de 

verveine [11].  
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On peut trouver aussi des créations entièrement synthétiques qui sont 

considérées comme de l’huile naturelle, soit ajoutées comme des adultérants. Ces 

«huiles reconstituées» sont fabriquées en combinant manuellement des 

composants uniques similaires à ceux présents dans l’huile naturelle, mais en 

laissant généralement de côté la plupart des composants en traces. Les huiles 

reconstituées sont parfois déclarées comme telles, mais peuvent être vendues 

comme naturelles [00].  

 

Tableau 1.3 : Adultérants de certaines huiles essentielles [11]. 

Huile essentielle Exemples des adultérants utilisés 

Bergamote 
Autres huiles d’agrumes ou leurs résidus, linalol 

synthétique, limonène ou acétate de lynalyle 

Pamplemousse Terpènes d’orange, limonène 

Lavande 
Huile de sauge espagnole, fractions d’huile de camphre 

blanc, linalol synthétique ou acétate de linalyle 

Citron 
Citral ou limonène naturel ou synthétique, terpènes ou 

sous-produits citronnés 

Citronnelle Citral synthétique 

Patchouli 
Huile de bois de cèdre, les résidus de distillat de camphre, 

les huiles végétales 

Pin 

Huile de térébenthine, mélanges de terpènes tels que α-

pinène, camphène et limonène et les esters tels que 

l’acétate de (-) bornyle et l’acétate d’isobornyle 

Rose Ethanol, 2-phényléthanol, fraction d’huile de géranium 

Romarin 
Huile d’eucalyptus, huile de camphre blanc et essence de 

térébenthine  

Bois de santal 
Huile de bois de santal australien ou est-africain, terpènes 

de santal, huile de noix de coco et polyéthylèneglycol 

 

 

 



34 
 

1.2.2 Contexte réglementaire 

Le nombre et la diversité des petites bouteilles teintées contenant des 

huiles essentielles dans les rayons des magasins ne cessent d’augmenter. La 

réglementation des huiles essentielles dans le domaine cosmétique, 

pharmaceutique et alimentaire est relativement succincte.  

 

On n’a pas pu relever une réglementation algérienne concernant l’emploie 

des huiles essentielles dans différents produits commercialisé, en revanche on a 

pu collecter quelques dispositions qui régissent l’emploi de certaines plantes, de 

leur extraits ou d’huiles essentielles. 

 

 En Europe, les produits cosmétiques sont réglementés par la directive 

cosmétique 76/768/CEE dont certaines dispositions concernent spécifiquement 

l’utilisation des huiles essentielles dans les produits cosmétiques. L’arrête du 06 

février 2001 du journal officiel français cite la liste des substances interdites 

dans les produits cosmétiques. A titre d’exemple, le méthyleugénol est interdit 

dans les produits cosmétiques sauf s’il s’agit de méthyleugénol naturellement 

présent dans les extraits et les huile essentielles et sous réserve que sa 

concentration n’excède pas une teneur de 0,0002 à 0,01%, Juniperus sabina L. 

(feuilles, huile essentielle) et l’huile de graines de Laurus nobilis L. [12]. 

 

 L’arrêté du 17 novembre 2004 et l’article R.5131-4 du code français de la santé 

publique cite que le récipient et l’emballage de chaque unité de produits 

cosmétiques doivent mentionner la liste des ingrédients dans l’ordre 

décroissant de leur importance pondérale au moment de leur incorporation. Les 

dispositions de la directive 2003/15/CE, prévoit, qu’à partir du 11 mars 2005, la 

présence de certaines substances, dont le nombre est 26, doit être indiquée 

dans la liste des ingrédients lorsque leur concentration dépasse un certain 

seuil. Parmi ces 26 substances, deux sont des extrais naturels, huit sont 

d’origine exclusivement synthétique et seize peuvent être d’origine synthétique 

ou naturelle. Ces substances identifiées comme susceptibles d’entraîner des 

réactions allergiques de contact chez des personnes sensibilisées. Cette 

obligation est une mesure de santé publique, qui ne vise pas à interdire ces 
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substances mais à informer le consommateur de leur présence dans le produit 

[12, 13]. 

 

Tableau 1.4 : Substances susceptibles d’entrainer des réactions allergiques [12]. 

Note. (*): Substances d’origine synthétique ou naturelle. 

 

 Un nombre de plus en plus important de produits cosmétiques à base de 

préparations de plantes est proposé au consommateur, c’est pourquoi le 

conseil de l’Europe a publié trois volumes de recommandations relatifs à 

l’utilisation de plantes et préparations à base de plantes utilisées en tant 

qu’ingrédients dans les produits cosmétiques [14-16]. 

 

 Le code français de la santé publique précise dans l’article L.4211-1 modifié en 

2014 que «la vente au détail et toute dispensation au public des huiles 

essentielles dont la liste est fixée par décret, ainsi que leurs dilutions et 

préparations ne constituant ni des produits cosmétiques, ni des produits à 

usage ménager, ni des denrées ou boissons alimentaires» [17]. 

 

N° Substance N° Substance 

01 Jasminaldehyde 14 Alcool anisique* 

02 Alcool benzylique* 15 Cinnamate de benzyle* 

03 Alcool cinnamique* 16 Farnésol* 

04 Citral* 17 Lilial 

05 Eugénol* 18 Linalol* 

06 7-hydroxycitronellal 19 Benzoate de benzyle* 

07 Isoeugénol* 20 Citronellol* 

08 Alcool alpha-amyl cinnamyl 21 a-hexylcinnamaldéhyde 

09 Salicylate de benzyle* 22 Limonène* 

10 Cinnamaldéhyde* 23 Folione 

11 Coumarine* 24 Isométhyl-alpha-ionone 

12 Géraniol* 25 Evernia prunastri L., extraits 

13 Lyral 26 Evernia furfuracea L., extraits 
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 Le décret N°2007-1221 du 3 août 2007 relatif à ce monopole (article D.4211-13 

du code français de la santé publique) énumère une quinzaine d’huiles 

essentielles dont il précise les noms vernaculaires et les dénominations 

botaniques des plantes [18] :  

 Grande absinthe (Artemisia absinthium L.)  

 Petite absinthe (Artemisia pontica L.)  

 Armoise commune (Artemisia vulgaris L.)  

 Armoise blanche (Artemisia herba alba Asso)  

 Armoise arborescente (Artemisia arborescens L.)  

 Chénopode vermifuge (Chenopodium ambrosioides L. et Chenopodium 

anthelminticum L.)  

 Hysope (Hyssopus officinalis L.)  

 Moutarde jonciforme (Brassica juncea [L.] Czernj. Et Cosson) 

 Rue (Ruta graveolens L.)  

 sabine (Juniperus sabina L.)  

 Sassafras (Sassafras albidum [Nutt.] Nees)   

 Sauge officinale (Salvia officinalis L.)  

 Tanaisie (Tanacetum vulgare L.)  

 Thuya (Thuya plicata Donn)  

 Thuya du Canada ou cèdre blanc (Thuya occidentalis L.)  

 Cèdre de Corée (Thuya koraenensis nakai), dit « cèdre feuille ». 

 

1.3 Techniques d’extraction des huiles essentielles 

1.3.1 Techniques d’extraction conventionnelles 

1.3.1.1 Entrainement à la vapeur d’eau  

L’entrainement à la vapeur est l’une des anciennes méthodes et 

officiellement approuvées pour isoler les huiles essentielles à partir de matières 

végétales. La matière végétale chargée dans l’alambic sur une grille est soumise à 

la vapeur d’eau sans macération dans l’eau. La vapeur injectée traverse la plante 

de la base de l’alambic jusqu’au sommet. La vapeur chargée d’huile essentielle 

circule dans une colonne à « col de cygne » puis est condensée avant décantation 

dans une fiole florentine (figure1.1). Les huiles essentielles plus légères ou plus 
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lourdes que l’eau forment deux phases non miscibles et peuvent être facilement 

séparées. Le principe de cette technique est que la pression de vapeur combinée 

est égale à la pression ambiante à environ 100°C, de sorte que les composants 

volatils ayant des points d’ébullition allant de 150 à 300°C puissent être évaporés 

à une température proche de celle de l’eau. En règle générale, le processus de 

l’entrainement à la vapeur d’eau est la méthode la plus largement acceptée pour 

la production d’huiles essentielles à grande échelle [6, 19]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.1.2 Hydrodistillation  

A la différence de l’entrainement à la vapeur d’eau, la méthode est 

recommandée par la pharmacopée française pour l’extraction des huiles 

essentielles des épices séchées et le contrôle de qualité des huiles essentielles au 

niveau des laboratoires. La matière végétale est directement immergée dans de 

l’eau. Ce mélange solide-liquide est ensuite chauffé jusqu’à ébullition à la pression 

atmosphérique dans un alambic, où la chaleur permet la libération de molécules 

odorantes dans les cellules végétales (figure 1.2). Ces composés aromatiques 

volatils et l’eau forment un mélange azéotropique qui peut être évaporé ensemble 

à la même pression, puis condensé et séparé dans une fiole florentine en raison 

de leur différence d’immiscibilité et de densité. De plus, un système de cohobation 

 

Figure 1.1 : Appareillage utilisé pour entrainement à la vapeur d’eau [20]. 
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peut recycler l’eau distillée par siphon afin d’améliorer le rendement et la qualité 

des huiles essentielles [6]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.1.3 Hydrodiffusion  

Contrairement à l’entrainement à la vapeur d’eau, la vapeur injectée dans 

ce système va du haut de l’alambic au bas. Le mélange de vapeur avec les huiles 

essentielles est directement condensé sous le support de la plante à travers un 

bac perforé (figure 1.3). La méthode de séparer les huiles essentielles est la 

même que celle utilisée dans les autres méthodes de distillation. Cette méthode 

permet de réduire la consommation de vapeur et le temps de distillation, tandis 

qu’un meilleur rendement peut être obtenu en comparaison avec la distillation à la 

vapeur [6]. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure1.2 : Montage pour hydrodistillation des huiles essentielles [20]. 
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1.3.1.4 Distillation destructive  

La distillation destructive, aussi appelée distillation sèche. Cette technique 

s’applique uniquement sur les matériaux solides, sur les parties les plus difficiles 

des bois comme les écorces, les branches. La matière est soumise à une 

distillation sèche à travers un goudron après avoir subi un processus destructif 

sous une chaleur intense. Une huile typique, coriace et empyreumatique est 

ensuite obtenue après condensation, décantation et séparation. Rares sont les 

documents se rapportant à la distillation sèche en tant que méthode d’extraction 

de composés aromatiques volatils [6, 20]. 

 

1.3.1.5 Expression à froid  

Cette technique est une extraction sans chauffage pour les huiles 

essentielles de la famille des agrumes (figure 1.4). Le principe de ce procédé 

mécanique est basé sur le pressage à la machine des péricarpes d’agrumes à 

température ambiante pour la libération des huiles essentielles qui sont lavés à 

l’eau courante froide. L’essence est ensuite isolée par décantation ou 

centrifugation. Bien que cette méthode conserve une valeur élevée d’odeur 

d’agrumes, la consommation élevée d’eau peut affecter la qualité des huiles 

essentielles par suite de l’hydrolyse, de la dissolution de composés oxygénés et 

du transport de microorganismes [6]. 

 

Figure1.3 : Appareillage utilisé pour l’hydrodiffusion [20]. 
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1.3.2 Techniques d’extraction innovantes 

Les techniques conventionnelles ne sont pas le seul moyen d’extraction 

des huiles essentielles depuis que l’économie, la compétitivité, le respect de 

l’environnement, la durabilité, le rendement élevé et la bonne qualité sont devenus 

les mots clé de la production industrielle moderne. Les techniques novatrices et 

les principes d’extraction verte ont constamment émergé pour obtenir des extraits 

naturels d’une qualité équivalente ou supérieure à celle des méthodes officielle 

tout en réduisant les unités d’opération, la consommation d’énergie, les émissions 

de CO2 et des co-extraits nocifs dans des cas spécifiques. Les principes de 

l’extraction verte peuvent être généralisés comme la découverte et la conception 

de procédés d’extraction qui pourraient réduire la consommation d’énergie, 

permettre l’utilisation de solvants alternatifs et renouvelables, des ressources 

végétales innovantes pour éliminer les solvants à base de pétrole et assurer des 

extraits ou des produits surs et de haute qualité [21]. 

 

1.3.2.1 Extraction assistée par ultra-sons (EAU) 

Les ultrasons ont été utilisés dans la préparation des échantillons pour 

différents processus tels que l’extraction, la dissolution et la digestion. L’utilisation 

de cette énergie permet de concevoir des méthodologies analytiques plus 

écologiques. Lorsqu’une solution est exposée à des ultrasons, une cavitation 

acoustique se produit. Des bulles de gaz sont formées où chaque bulle de 

 

Figure1.4 : Appareillage utilisé pour l’expression à froid [6]. 
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cavitation se comporte comme un microréacteur et qui ensuite implosent, 

entrainant des augmentations locales de la température et de la pression. 

L’énergie ultrasonique agit de plusieurs manières pour améliorer l’extraction. Les 

températures élevées augmentent la solubilité et la diffusivité des composés et les 

pressions élevées augmentent le pouvoir de pénétration du solvant dans la phase 

solide ou la seconde phase liquide. Les deux effets entrainent une meilleure 

récupération des analytes et de temps d’extraction raccourcis. Les ondes sonores 

d’une fréquence supérieure à 20 KHz de fréquence constituent la région des 

ultrasons [22, 23].  

 

Une variété de processus à ultrasons peut être utilisée pour mettre en 

œuvre des ultrasons dans des applications de laboratoire, par exemple, bain à 

ultrasons et sonde à ultrasons, chacun ayant des performances différentes (figure 

1.5). L’application la plus courante des ultrasons dans les laboratoires d’analyse 

est l’extraction par ultrasons. Ceci est utilisé principalement pour l’extraction 

d’analytes à partir des échantillons solides (par exemple, du matériel végétal) [22, 

23]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.5 : Deux systèmes basiques à ultrasons de 20 à 80 KHz. Á gauche: 

Système de bain à faible intensité; à droite: Système de sonde à ultrasons à haute 

intensité [24]. 
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Le prétraitement d’échantillons assisté par ultrasons pour l’analyse des 

traces organiques et inorganiques constitue une approche plus écologique que les 

prétraitements plus classiques qui utilisent de grandes quantités de solvants et 

des temps de fonctionnement longs. La préparation des échantillons assistée par 

ultrasons offre les avantages suivants [6] : 

- Une accélération spectaculaire des processus d’extraction, avec pour 

conséquence une économie d’énergie. 

- Utilisation de plus petites quantités de solvants et/ou à une concentration 

inférieure. 

- Procédures plus sures, puisque les opérations sont effectuées presque à la 

température ambiante et la pression atmosphérique. 

- Moins de possibilité de contamination et/ou de pertes d’analytes pendant le 

traitement. 

- Mise en place de méthodes respectueuses de l’environnement et peu 

couteuses avec une augmentation de productivité. 

 

Dans le but d’accroitre les rendements d’extraction des huiles essentielles 

et de réduire la consommation d’énergie, l’extraction assistée par ultrasons a été 

développée dans ce domaine pour améliorer l’efficacité et réduire le temps 

d’extraction. Les huiles essentielles obtenues par extraction par ultrasons ont 

montré moins de dégradation thermique avec une qualité élevée. Cependant le 

choix de sonotrode devrait être en raison de la contamination métallique qui 

pourrait accélérer l’oxydation et, par la suite réduire la stabilité des huiles 

essentielles. Cette technique a déjà prouvé son potentiel de développement, ce 

qui montre une augmentation de 4% du rendement d’extraction des huiles 

essentielles de l’agrume japonais par rapport aux méthodes traditionnelles [6]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure1.6 : Extracteur à ultrasons utilisé pour l’extraction d’une huile essentielle [25]. 
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1.3.2.2 Extraction assistée par micro-ondes (EAM) 

L’extraction assistée par micro-ondes est considérée comme l’un des 

jalons dans l’élaboration de stratégies de préparation d’échantillons dans une 

perspective plus écologique. Le chauffage par micro-ondes est une méthode plus 

efficace et rapide, sans gradients de température, que les systèmes 

conventionnels, ce qui permet de réduire la consommation d’énergie et donc le 

cout (figure1.7).  

 

Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques dont la fréquence 

est comprise entre 300 et 300000 MHz. L’énergie des micro-ondes est un 

rayonnement non ionisant constitué d’un champ électrique et d’un champ 

magnétique. La théorie de l’irradiation par micro-ondes a été prédite en 1864 et 

démontrée physiquement en 1888. La préparation d’échantillons assistée par 

micro-ondes a connu une croissance impressionnante du nombre de procédures 

de chimie analytique depuis Abu-Samra et al. a publié la première application de 

la technologie à micro-ondes pour la minéralisation d’échantillons biologiques en 

1975. Depuis, l’énergie par micro-ondes a montré un potentiel en tant qu’outil 

efficace pour la préparation des échantillons [6, 10, 23]. 

 

L’énergie des micro-ondes interagit avec la matière, provoquant une 

migration des ions et une rotation des dipôles, mais ne provoque pas de 

changements dans la structure moléculaire. Dans l’extraction assistée par micro-

ondes, un extractant (un solvant) en contact avec des échantillons solides ou 

liquides est chauffé par micro-ondes. Le chauffage est localisé et par conséquent 

la température augmente rapidement prés ou au-dessus du point d’ébullition de la 

solution, ce qui conduit à des temps d’extraction très courts. Les principaux 

paramètres qui influencent l’extraction assistée par micro-ondes sont la nature des 

solutés (polaire ou apolaire), les paramètres d’extraction (la température et la 

durée) et la nature de la matrice (taille des particules et teneur en eau) [6, 10, 23]. 

 

 

 

 



44 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A l’aide de micro-ondes, la distillation peut maintenant être réalisée en 

quelques minutes au lieu de plusieurs heures avec divers avantages 

correspondants aux principes d’extraction et de la chimie verte. Dans cette 

méthode, les matières végétales sont extraites dans un réacteur micro-ondes avec 

ou sans solvants organiques ou dans de l’eau dans différentes conditions en 

fonction du protocole expérimental. 

 

La première extraction assistée par micro-ondes des huiles essentielles 

de plantes aromatiques et d’épices, a été proposée comme distillation à micro-

ondes à air comprimé (DMAC) en 1989 par Craveiro et al. (figure 1.8). Le principe 

est basé sur l’entrainement à la vapeur et utilise l’air comprimé à la place de la 

vapeur pour extraire l’huile essentielle. De l’air comprimé est injecté en continu 

dans l’extracteur où les matrices végétales sont immergées dans de l’eau et 

chauffées par micro-ondes. Après seulement quelques minutes, l’eau et l’huile 

essentielle sont condensées et séparés à l’extérieur du réacteur à micro-ondes 

dans des proportions similaires à celle d’un processus conventionnel. L’extraction 

peut être réalisé en seulement 5 min et il n’y a pas de différence dans les résultats 

Figure1.7 : Schéma du chauffage de l’échantillon par (A) chauffage conventionnel 

et (B) chauffage par micro-ondes [26]. 
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quantitatifs et qualitatifs entre DMAC et l’extraction conventionnelle de 90 minutes 

en utilisant l’entrainement à la vapeur d’eau [10]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Afin d’obtenir des huiles essentielles de haute qualité, une hydrodistillation 

sous vide à micro-ondes (HDVM) a été proposée par Mengal et al. en 1993 pour 

éviter l’hydrolyse. Les matières végétales fraiches ont été exposées à une 

irradiation par micro-ondes afin de libérer les extraits, réduire la pression permet 

l’évaporation du mélange azéotropique eau-huile à une température inférieur à 

100 °C. Cette opération peut être répétée par étapes avec une puissance micro-

ondes constante, qui dépend du rendement souhaité (figure 1.9) [6].  

 

L’HDVM, qui est 5 à 10 fois plus rapide que l’hydrodistillation classique, a 

présenté un rendement et une composition comparables à ceux des extraits 

d’hydrodistillation. Les huiles essentielles ont des propriétés organoleptiques très 

proches aux matériaux d’origine naturels. De plus, l’occurrence de dégradation 

thermique diminue en raison de la faible température d’extraction [6].  

 

 

 

 

Figure 1.8 : Distillation assistée par micro-ondes à air comprimé (DMAC) [01]. 
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L’hydrodistillation assistée par micro-ondes (HDM) qui a été développée 

par Stashenko et al. en 2004, repose complètement sur le principe classique de 

l’hydrodistillation, une partie de la chaine de montage d’hydrodistillation est placée 

dans le four à micro-ondes (figure 1.10). La matrice est installée avec de l’eau 

dans un réacteur qui a déjà été placé à l’intérieur du four à micro-ondes. Le 

système de réfrigération et la partie estimée pour récupérer les essences sont 

situées à l’extérieur du four. L’huile essentielle est décantée du condensat et 

séchée. Cette technique a été appliquée pour l’extraction des huiles essentielles 

de nombreuses plantes aromatiques et épices [10]. A titre d’exemple, les 

conditions opératoires pour l’extraction Thymus vulgaris L. étaient la mise de 60 g 

de matrice avec 2000 mL d’eau, la puissance des micro-ondes était de 990 W 

pendant 120 min à la pression atmosphérique. Un rendement de 2.52% d’huile 

essentielle a été obtenu [27]. 

 

En outre, il existe plusieurs techniques modernes assistées par micro-

ondes, telles que la turbo-hydrodistillation à micro-ondes et la distillation 

simultanée à micro-ondes qui ont été développées par Ferhat et al. en 2007 et 
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Figure 1.9 : Schéma d’une installation d’hydrodistillation sous vide à micro-ondes  

(HDVM) [20]. 
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Périno-Issartier et al. en 2010, respectivement. Elles sont impressionnantes pour 

un temps de traitement court et qui utilisent moins de solvant [10]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Une autre innovation, entrainement à la vapeur sous micro-ondes (EVM), 

a été développée en 2008 par Chemat et al. Le procédé est basé sur le principe 

classique de l’entrainement à la vapeur d’eau dont lequel le rayonnement micro-

ondes n’est appliqué que sur le réacteur d’extraction. Le système de réfrigération 

et la partie responsable de la récupération des huiles essentielles sont situés à 

l’extérieur du four (figure 1.11). Cette méthode a été appliquée pour l’extraction 

d’huile essentielle des fleurs de la lavande (L. angustifolia Mill.) [10]. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.10 : Schéma de l’hydrodistillation assistée par micro-ondes (HDM) [01]. 
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En raison de la préoccupation croissante pour l’impact des solvants à 

base des produits pétroliers sur l’environnement et le corps humain, plusieurs 

processus plus écologiques sans solvant se sont développés au cours de la 

dernière décennie. L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes a été 

développée et brevetée en 2004 par Chemat et al, avec un succès considérable 

conformément aux mêmes principes que l’extraction assistée par micro-ondes. 

Outre les avantages mentionnés précédemment, l’extraction sans solvant assistée 

par micro-ondes simplifie les procédures de manipulation et de nettoyage afin de 

réduire les couts de main d’œuvre, de pollution et de manutention [10].  

 

Le système (figure1.12) permet le chauffage interne de l’eau de la matière 

végétale (matrice fraiche), ce qui distend les cellules végétales et conduit ainsi à la 

rupture des glandes oléifères. Le principe décrit une distillation sèche assistée par 

micro-ondes sans ajouter d’eau ni de solvant organique. Un système de 

refroidissement situé à l’extérieur du four à micro-ondes permet la condensation 

continue du mélange eau–huile évaporé à la pression atmosphérique. L’excès 

d’eau est reflué dans le réacteur afin de maintenir l’humidité appropriée des 

matières végétales. Il est intéressant de noter que les paramètres opératoires 

Figure 1.11 : Schéma de l’entrainement à la vapeur sous micro-ondes (EVM) [01]. 
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faciles à contrôler doivent être optimisés pour optimiser le rendement et la qualité 

d’huile obtenue [10]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le potentiel d’utilisation de l’extraction sans solvant assistée par micro-

ondes à l’échelle de laboratoire et à l’échelle industrielle a été prouvé sur des 

matériaux végétaux familiers, frais et secs, tels que les épices, les herbes 

aromatiques et les agrumes [28-30] avec une efficacité considérable par rapport 

aux techniques conventionnelles. Inspirés de cette méthode, plusieurs de ses 

dérivés ont vu le jour et offrent des avantages importants, tels qu’une durée 

d’extraction plus courte, une efficacité supérieure, une fonctionnalité plus propre, 

des propriétés sensorielles similaires ou supérieurs dans des conditions optimales 

[10]. 

 

Une nouvelle technique écologique, à savoir l’hydrodiffusion et gravité par 

micro-ondes (HGM) a été conçu en 2008 par Chemat et al. (figure 1.13). Cette 

technique consiste en une hydrodiffusion induite par micro-ondes de matériaux 

végétaux à la pression atmosphérique, tous les extraits, y compris les huiles 

 

Figure1.12 : Schéma de l’extraction sans solvant assistée par micro-ondes [01]. 
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essentielles et l’eau tombent du réacteur des micro-ondes par gravité dans un 

système de condensation en continu à travers un support perforé en pyrex [10].  

 

Cette procédure a été appliquée à de nombreux types de plantes telles 

que les plantes aromatiques telle que Menthe pulegium L. [31] et les citrus telle 

que Citrus limon L. [32]. De plus, des dérivés de HGM tels que le HGM sous vide 

et la diffusion sèche et gravité par micro-ondes (DGM) se sont développés plus 

tard en tenant compte des économies d’énergie, de la pureté des produits finis et 

du post traitement des eaux usées [10]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.2.3 Extraction par fluide supercritique (EFS) 

L’extraction par fluide supercritique a ouvert une nouvelle porte à 

l’automatisation de certaines étapes du processus analytiques, ce qui influence 

grandement la qualité des résultats analytiques. La méthode a été introduite dans 

Figure1.13 : Schéma de l’hydrodiffusion et la gravité par micro-ondes (HGM) [01]. 
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les pratiques de laboratoire par K. Zosel en 1978, une date à laquelle l’intérêt pour 

cette technique analytique n’a cessé de croitre [23, 33]. 

 

Pour les fluides, l’état supercritique est atteint dans des conditions bien 

définies : pression critique (Pc) et température (Tc) et pourraient présenter des 

propriétés très intéressantes: (i) faible viscosité; (ii) haute diffusivité; (iii) densité 

proche de celle des liquides. Le dioxyde de carbone est généralement le solvant le 

plus largement utilisé pour l’extraction des huiles essentielles, en raison de ses 

nombreux avantages: (i) le point critique est facilement atteint; (ii) non agressif 

pour les molécules thermolabiles d’essence de plantes; (iii) il est chimiquement 

inerte et non toxique; (iv) ininflammable; (v) disponible avec une grande pureté à 

un cout relativement bas; (vi) élimination facile de ses traces de l’extrait obtenu 

par simple dépression et (vii) sa polarité similaire à celle du pentane et qui 

convient à l’extraction de composés lipophiles [9]. 

 

Le principe est basé sur l’utilisation et le recyclage de fluide dans des 

étapes répétées de compression/dépression. En comprimant et en chauffant 

fortement, le CO2 atteint l’état supercritique. Il traverse la matière végétale brute 

en se chargeant des composés volatils et les extraits de plante. Ceci est suivi 

d’une étape de dépression : l’extrait est acheminé vers un ou plusieurs 

séparateurs, où le CO2 est progressivement décompressé (perdant ainsi son 

pouvoir solvant) pour séparer l’extrait obtenu du fluide. Ce dernier pourrait être 

transformé en un gaz libéré puis recyclé. L’utilisation de cette technique pour 

l’extraction des huiles essentielles a augmenté au cours des deux dernières 

décennies [9]. 

 

Le seul inconvénient de la méthode est que les couts des équipements, 

de leurs installations et de leurs opérations de maintenance sont plus élevés que 

ceux du procédé traditionnel (extraction et séparation), qui est relativement peu-

couteux et très facilement évolutif à des fins industrielles [9, 33]. 

 

Depuis les composés pharmacologiquement actifs dans les plantes sont 

généralement en faibles concentrations, le développement de techniques 
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d’extraction alternatives avec une meilleure sélectivité et une meilleure efficacité 

est hautement souhaitable. Par conséquent, l’extraction par fluide supercritique en 

tant qu’une technique d’extraction efficace et respectueuse de l’environnement 

pour les matériaux solides, a été introduite et étudier d’une manière approfondie 

pour la séparation des composés actifs des herbes et des autres plantes. Modey 

et al ont résumé l’application de la technique dans différents classes des produits 

naturels tels que les caroténoïdes, les composés aromatiques, les terpènes, les 

alcaloïdes et autres. Dans un autre article de synthèse, Revechon a 

principalement axé sur l’extraction par fluide supercritique des huiles essentielles 

[34]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4  Techniques d’analyses 

La production d’huiles essentielles s’est industrialisée dans la première 

moitié du 19ème siècle, en raison d’une demande accrue de ces matrices en tant 

qu’ingrédients de parfum et d’arôme. En conséquence, la nécessité de mener des 

études et des recherches systématiques est devenue sans précédent. Outre le 

grand intérêt à effectuer ces études, il existe également la nécessité de détecter 

Figure 1.14 : Schéma représentant l’instrumentation de l’extraction supercritique [35]. 
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les adultérations, principalement dans les huiles essentielles économiquement 

importantes. 

 

1.4.1 Techniques analytiques classiques 

L’étude approfondie des huiles essentielles repose sur la relation entre 

leurs propriétés physiques, chimiques et l’évaluation des qualités organoleptiques. 

Les premières méthodes analytiques appliquées à l’étude d’une huile essentielle 

étaient généralement axées sur les aspects qualitatifs, concernant deux propriétés 

à savoir l’identité et la pureté. D’autres techniques sont couramment appliquées 

pour évaluer les propriétés physiques d’huile essentielle à savoir: 

 

  la densité spécifique, propriété physicochimique la plus fréquemment citée. 

Définie comme le rapport des densités d’une huile et de l’eau lorsque les deux 

sont à des températures identiques. La valeur atteinte est caractéristique de 

chaque huile essentielle et se situe généralement entre 0,696 et 1,118 à 15 °C. 

 

 La mesure de L’activité optique est également largement reconnue. Elle est 

déterminée à l’aide d’un polarimètre, avec un angle de rotation dépendant d’une 

série de paramètres, tels que la nature de l’huile, la longueur de la colonne 

traversée par la lumière, la longueur d’onde appliquée et la température. Le 

degré et le sens de rotation ont une grande importance pour l’évaluation de la 

pureté, car ils sont liés aux structures et à la concentration de molécules 

chirales dans l’échantillon. 

 

 La détermination de l’indice de réfraction, représente également une constante 

physique caractéristique d’une huile, généralement comprise entre 1,450 et 

1,590. Cet indice est représenté par le rapport du sinus de l’angle d’incidence 

sur le sinus de l’angle de réfraction d’un faisceau de lumière passant d’un milieu 

moins dense à un milieu plus dense, tel que de l’air à l’huile essentielle. 

 

 L’évaluation de la pureté des huiles essentielles est basée aussi sur la solubilité 

dans l’eau. Le test, qui révèle la présence de substances polaires, telles que les 

alcools, les glycols et leurs esters, et les acétates de glycérine, la procédure est 
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réalisée comme suit : l’huile est ajoutée à une solution saturée de chlorure de 

sodium, qui après l’homogénéisation est divisée en deux phases, le volume 

d’huile (phase organique) doit rester stable, la réduction de volume indique la 

présence de substances solubles dans l’eau. Par ailleurs, la solubilité, ou 

l’immiscibilité d’une huile essentielle dans l’éthanol révèle beaucoup sur sa 

qualité. De plus, les huiles d’une certaine ancienneté et mal conservées 

présentent souvent une faible solubilité.  

 

 L’estimation des points de fusion et de congélation, ainsi que la région 

d’ébullition des huiles essentielles, possède aussi une grande importance pour 

les évaluations d’identité et de pureté. L’évaluation du point de fusion est une 

modalité précieuse pour contrôler la pureté de l’huile essentielle, puisqu’un 

grand nombre de molécules dans les huiles essentielles, fond dans une gamme 

avec une variation de 0,5 °C. La détermination du point de congélation 

s’applique généralement dans les cas où l’huile essentielle consiste 

principalement en une molécule, telle que l’huile essentielle de clous de girofle 

contenant environ 90% d’eugénol, un tel test permet d’évaluer le pourcentage 

du composé abondant. La détermination de la gamme d’ébullition est 

considérée comme une autre méthode d’évaluation de la pureté [36]. 

 

1.4.2  Chromatographie en phase gazeuse (CG)  

La plus part des méthodes appliquées à l’analyse des huiles essentielles 

reposent sur des procédures chromatographiques qui permettent la séparation et 

l’identification des composants. Dans le début des recherches dans le domaine 

des huiles essentielles, l’attention a été consacrée au développement des 

méthodes permettant d’approfondir les connaissances sur les profils de 

substances volatiles, cependant, cette méthode a montré des problèmes due à la 

complexité des échantillons. Au cours des dernières décennies, le domaine de 

recherche susmentionné a bénéficié des améliorations de la chimie analytique 

instrumentale, et le nombre de constituants connus a considérablement augmenté 

[6, 25]. 
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En analyse chromatographique en phase gazeuse, les composés à 

analyser sont vaporisés et élués par la phase gazeuse mobile, le gaz vecteur, à 

travers la colonne. Les analytes sont séparés en fonction de leurs pressions de 

vapeur relatives et de leurs affinités à la phase stationnaire. En général les huiles 

essentielles sont analysées par la chromatographie en phase gazeuse [6, 25]. 

 

L’analyse des huiles essentielles par CG a commencé dans les années 

1950, lorsque le professeur Liberti a commencé l’analyse des huiles essentielles 

d’agrumes quelques années seulement après que James et Martin ont décrit pour 

la première fois la chromatographie gaz-liquide (CGL), communément appelée 

CG, une étape importante dans l’évolution des méthodes chromatographiques 

instrumentales. 

 

Actuellement, les analyses par CG d’huiles essentielles sont plus 

fréquemment effectuées sur des colonnes capillaires, qui, après leur introduction, 

ont rapidement remplacé les colonnes remplies garnies. Les composants à l’état 

de traces peuvent être facilement séparés et quantifiés sans fractionnement 

préalable ni préconcentration. Il est intéressant de noter que depuis l’introduction 

des colonnes capillaires en silice fondue, des progrès considérables ont été 

accomplis dans la technologie des colonnes, et un grand nombre de travaux sur 

les applications de CG aux huiles essentielles ont été publiés [6, 25]. 

 

La spectrométrie de masse (SM) peut être définie comme étant l’étude de 

systèmes par la formation d’ions, qui sont ensuite caractérisés par leurs rapports 

masse/charge (m/z) et les abondances relatives. L’analyte peut être ionisé 

thermiquement, par un champ électrique ou par impact d’électrons, d’ions ou de 

photons énergétiques. Au cours de la dernière décennie, l’utilisation des 

spectromètres de masse en tant qu’outil pour les expériences analytiques de 

routine et la recherche fondamentale a considérablement augmenté. Cela est dû à 

un certain nombre de fonctionnalités, le plus important et que la technique est très 

sensible [6, 25]. 
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En outre, le potentiel de la chromatographie en phase gazeuse combinée 

avec la spectrométrie de masse (CG-SM) pour la détermination des composés 

volatils, contenu dans des échantillons d’arômes et de parfums très complexes est 

très connu. L’introduction des puissants systèmes d’acquisition et de traitement de 

données, notamment les techniques automatisées de recherche en bibliothèque, 

garantissait que le contenu informationnel des grandes quantités des données 

générées par les instruments CG-SM ont été pleinement exploitées. La méthode 

d’identification la plus fréquente et la plus simple en CG-SM consiste à comparer 

les spectres de masse inconnus acquis avec ceux contenues dans une 

bibliothèque de référence SM [6, 25]. 

 

La chromatographie, en particulier la CG, a évolué pour devenir la 

méthode dominante d’analyse des huiles essentielles, cela est dû au grand 

pouvoir de résolution qu’offre cette méthode pour la plupart des mélanges volatils. 

Un vaste nombre d’études a été mené sur les huiles essentielles, et un grand 

nombre de ces ingrédients naturels a été étudié à la suite de l’introduction de la 

CG-SM [6, 25] 

 

1.4.3 Spectroscopie infrarouge (IR) 

La spectroscopie infrarouge est la méthode spectroscopique la plus 

couramment utilisée. Plusieurs raisons expliquent son succès et sa diffusion, ces 

dernières années des développements considérables ont eu lieu dans des 

techniques spectroscopique, le moyen infrarouge (MIR) et le proche infrarouge 

(NIR), qui sont considérées comme des outils d’analyse attractifs et prometteurs 

pour la recherche et les laboratoires de contrôle et industrielles. Les avantages de 

ces derniers proviennent du large intervalle de nombre d’ondes couvert par le 

rayonnement infrarouge et des caractéristiques de haute résolution et de balayage 

rapide de l’instrumentation moderne, qui en font des alternatives utiles et 

puissantes aux méthodes analytiques traditionnelles. Il est important de noter un 

aspect, parfois oublier, en les comparants avec les méthodes classiques 

d’analyse, basées sur la spectroscopie ultraviolette–visible, les techniques de 

spectroscopie vibrationnelle sont fréquemment non destructives et pourraient 

fournir une analyse facile, très rapide sans aucun prétraitement préalable de 
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l’échantillon. Ces techniques peuvent donc être utilisées pour analyser l’état 

physique (solide, liquide ou gaz) et à n’importe quel niveau (macroscopique ou 

microscopique). La spectroscopie infrarouge peut également évaluer plusieurs 

composants d’un échantillon en utilisant une seule mesure instrumentale sans 

nécessité de séparation physique de ces composants, offrant ainsi des avantages 

[37, 38]. 

 

La région du moyen infrarouge (fondamentale) s’étend de 4000 cm-1 

(λ=2,5 μm) à 400 cm-1 (25 μm). Elle est délimitée de la région d’infrarouge 

lointaine (FIR) de 400 cm-1 (25 μm) à 10 cm-1 (1000 μm) et par la très importante 

région du proche infrarouge (NIR) de 12500 cm-1(0,8 μm) à 4000 cm-1 (2,5 μm) 

[38]. 

 

Les spectres vibrationnels ont d’abord été étudiés sous la forme de 

bandes d’absorption dans la région infrarouge, qui a été découverte comme la 

première région non visible du spectre électromagnétique par l’astronome Sir 

William Herschel en 1800. Cette hypothèse, liée à la génération non souhaitée de 

l’association de la chaleur à la lumière au cours de ses observations 

astronomiques du soleil, a conduit à la célèbre expérience de Herschel qui a 

découvert ce que nous appelons maintenant la région IR du spectre [39]. 

 

Il existe deux types de spectrophotomètres du moyen infrarouge, dispersif 

et à transformée de Fourier (TF) dont ces derniers sont les plus utilisés. 

L’avantage des spectrophotomètres TF réside dans le fait que le rayonnement de 

toutes les longueurs d’ondes est mesuré simultanément et par conséquent, un 

spectromètre TF est beaucoup plus rapide et plus sensible. Les 

spectrophotomètres MIR dispersifs ne sont plus disponibles sur le marché, mais 

ils sont toujours utilisés dans les laboratoires. Le cœur de tout spectrophotomètre 

IRTF est un interféromètre. L’interféromètre de Michelson consiste 

essentiellement en un diviseur de faisceau et deux miroirs plats. L’un des miroirs 

est fixe dans un bras d’interféromètre, l’autre miroir est mobile dans le deuxième 

bras d’interféromètre. Les séparateurs de faisceau MIR les plus courants sont en 

KBr (figure 1.15) [40]. 
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Parmi toutes les méthodes de spectroscopie optique, le NIR offre la plus 

grande diversité de principes d’instrumentation. Les spectrophotomètres NIR 

commerciaux varient considérablement en termes de cout, de taille et de 

portabilité, de temps de mesure et de conditions environnementales pour les 

applications en ligne dans l’industrie. Les spectrophotomètres NIR appartiennent à 

l’une des six catégories suivantes : 

1- Spectrophotomètre à transformée de Fourier; 

2- Spectrophotomètre à balayage et à réseau; 

3- Spectrophotomètre à réseaux de diodes (spectrophotomètres à réseau fixe; 

4- Spectrophotomètre à filtre; 

5- Spectrophotomètre à diodes électroluminescentes (DEL) ; 

6- Spectrophotomètre FAAO (filtre accordable acousto-optique). 

 

Les spectrophotomètres NIR-TF sont identiques aux spectrophotomètres 

TF déjà décrits pour MIR-TF. La source de lumière la plus couramment utilisée est 

la lampe halogène au tungstène. Les séparateurs de faisceau pour NIR sont 

généralement fabriqués à partir de CaF2  [39]. 
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Figure 1.15 : Diagramme d’un spectromètre IRTF avec interféromètre de 

Michelson [40]. 
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Le détecteur standard dans les instruments IRTF de routine pour le MIR 

est le détecteur pyroélectrique DTGS (sulfate de triglycine deutéré), dont la 

réponse dans la région MIR est indépendante de la longueur d’onde. Le détecteur 

MCT (tellure de mercure-cadmium) est beaucoup plus sensible et plus rapide que 

le détecteur DTGS. Cependant, il n’y a pas de détecteur disponible pour couvrir 

toute la gamme NIR ou pour tous les types de spectromètres NIR. Une liste des 

détecteurs est présentée dans le tableau 1.5. 

 

Tableau 1.5 : Détecteurs NIR et leurs domaines d’application [40]. 

Détecteurs Région d’application/nm 

Détecteur Ge 600 à 1800 

Détecteur Si 400 à 1100 

Détecteur InGaAs 900 à 1700 

Détecteur PbS 1100 à 3500 

Détecteur InAs 1500 à 3500 

Détecteur InGaAs étendu 1100 à 2800 

Détecteur InSb 2000 à 4000 

Détecteur PbS 1000 à 3000 

Détecteur PbSe 1100 à 4000 

 

a- Analyse qualitative 

Généralement l’analyse qualitative par IRTF est basée sur l’identification 

des groupements fonctionnels de la substance, comme première étape, plus 

précisément dans le MIR, il existe des atlas de spectres qui peuvent être 

consultés à cette fin [41]. Une confirmation de la structure moléculaire par 

comparaison de la totalité du spectre avec celui d’un composé connu est 

considérée comme une deuxième étape. La concordance exacte entre le spectre 

d’un analyte permet d’identifier ce dernier sans aucun doute possible, du fait qu’il 

n’existe pas deux composés de structure différente qui ont le même spectre IR 

(Empreinte digitale) [42]. 
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b- Analyse quantitative 

Les principes utilisés pour l’analyse quantitative sont fondamentalement 

les mêmes pour toutes les méthodes de mesure optique et spectrale. Ces 

méthodes impliquent la mesure de la quantité d’énergie déduite par la méthode de 

mesure étant corrélée à une forme physique ou chimique, le plus souvent la 

concentration d’une espèce à analyser.  

 

 La loi de Bouguer-Beer-Lambert: (généralement abrégée en loi de 

Beer) est la loi fondamentale de la spectroscopie d’absorption quantitative et qui 

établit une relation entre les mesures d’absorbance et l’unité de volume (ou 

concentration) et la longueur ou de l’épaisseur du trajet optique. La méthode de loi 

de Beer peut être appliquée et dans laquelle une absorption définie liée à l’analyte 

peut être définie. Seuls les systèmes simples seront considérés lorsqu’il est 

nécessaire de mesurer soit un composant, soit quelques composants présentant 

une interaction minimale et/ ou un chevauchement spectral minimal [43].  

 

A quelques exceptions, les spectres de vibration (MIR, NIR) de la plupart 

des composés sont de nature relativement complexe. La situation idéale dans 

toute mesure quantitative consiste à localiser une bande d’absorption isolée de 

l’analyte en question et à extraire les informations pertinentes d’intensité par 

hauteur de pic ou par surface de pic. Pour beaucoup de spectres, cette situation 

idéale n’existe pas et c’est particulièrement le cas pour les spectres NIR, où les 

bandes d’absorption sont souvent larges, diffuses et présentent des 

chevauchements. Néanmoins, les spectres NIR contiennent des informations 

moléculaires sur l’échantillon, et ces informations et d’autres impliquant l’analyse 

de mélanges complexes, peuvent être extraites au moyen de méthode 

chimiométrique [40, 43]. 

 

 La chimiométrie: Plus de 30 ans se sont écoulés depuis que Svante 

Wold a inventé le terme «Chimiométrie». La chimiométrie concerne les 

procédures optimales d’extraction d’informations à partir de systémes multivariés 

complexes. Ceci est généralement réalisé par une caractérisation multivariée 

utilisant une instrumentation chimique suivie d’une analyse multivariée des 
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données. La chimiométrie utilise des éléments de mathématiques, de statistiques 

et de sciences de l’information pour générer des données chimiques riches en 

informations et en extraire des informations [44]. 

 

La relation entre la chimiométrie et les différentes disciplines est indiquée 

dans la figure 1.16, cette dernière montre les sciences habilitantes, principalement 

mathématiques, statistiques, bien sûr, jouent un rôle majeur en chimiométrie, 

l’informatique qui est important car une grande partie de la chimiométrie repose 

sur des logiciels. On trouve aussi les principales disciplines de la chimie qui 

bénéficient de la chimiométrie. La chimie analytique est probablement le domaine 

le plus important où la chimiométrie à un rôle majeur et trouve ces origines. La 

majorité des chimistes analytiques admet le besoin des statistiques, telles que la 

comparaison des moyennes et des erreurs et les tests de signification ensuite 

passer à des méthodes d’analyse de données plus avancées, principalement la 

chimiométrie [45].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le développement de la chimiométrie est étroitement lié au 

développement des instruments et des ordinateurs. Les nouveaux instruments 

sophistiqués ont obligé le chimiste à se familiariser avec les méthodes d’analyse 

des données. Optimisation, analyse des multivariées, calibration multivariable, la 

résolution multicomposante et l’analyse de processus multivariée sont parmi les 

concepts importants auxquels les chimistes doivent aujourd’hui être familiarisés. 
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Figure 1.16 : La relation entre la chimiométrie et les différentes disciplines [45]. 
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L’analyse des variables latentes a été introduite et est devenue largement utilisée 

en chimiométrie. Les données chimiques sont caractérisées par des profils 

instrumentaux d’origine chromatographique ou spectroscopique (ou des 

combinaisons des deux) et les variables latentes représentent une méthodologie 

parfaite pour décomposer de telles structures de données [44]. 

 

Bien qu’il est connue que pour la spectroscopie vibrationnelle la 

coexistence de plusieurs composants chimiques provoque de chevauchements 

spectraux et rend parfois l’analyse quantitative extrêmement difficile, le traitement 

chimiométrique des spectres, présentant une quantité importante d’information, ne 

nécessite ni séparation physique ni traitement chimique préalable des composants 

de l’échantillon, ce qui réduit les inconvénients environnementaux et oriente 

l’étude vers le large domaine de la chimie verte. La figure 1.17 montre un schéma 

des principales étapes impliquées dans l’analyse chimiométrique vibrationnelle 

des multicomposants, allant de la sélection d’étalons ou d’échantillons à la 

collection des signaux, de la calibration à l’évaluation et à la validation des 

facteurs analytiques [37]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.17 : Etapes de l’analyse multicomposant basée sur la chimiométrie et la 

spectroscopie vibrationnelle [37]. 
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Le processus d’application d’un ou plusieurs des différents algorithmes 

utilisés pour relier les données spectroscopiques aux compositions des 

échantillons constitue le processus de calibration. Une considération 

supplémentaire implique la question de savoir combien de données de facteurs 

doivent être utilisées dans un modèle de calibration donné ou, alternativement, 

combien de longueurs d’onde, lorsque c’est la considération appropriée, et 

lesquelles [46]. 

 

L’approche en algorithme des moindres carrés partiels (PLS: Partial Least 

Squares) est l’une des méthodes de calibration multivariée. La méthode est 

souvent présentée comme la principale technique de régression pour les données 

multivariées dans de nombreux domaines et a connu un succès spectaculaire. 

Elle a été introduite par Wold (1966) et a fait l’objet de nombreux adaptations et 

développement [46]. 

 

La figure 1.18 fournit un aperçu simplifié du fonctionnement de 

l’algorithme. Une évaluation de la figure révèle que les informations des 

concentrations de constituants des échantillons sont incluses dans le calcul des 

facteurs. Le flux cyclique de calculs entre le modèle, les facteurs, les scores et 

l’inversement indique une caractéristique clé de l’algorithme, plutôt que de 

travailler uniquement avec un ensemble de facteurs ne modélisant que les 

principales variations des données spectrales, il inclut également une contribution 

à partir des informations sur les constituants. Cette inclusion des informations sur 

les constituants dans le calcul du facteur modifie les facteurs de sorte qu’ils sont 

plus capables de modéliser ces constituants que de modéliser uniquement les 

spectres [46]. 

 

La méthode est un peu similaire à la méthode en composante principale 

dans la mesure où les facteurs PLS sont partiellement déterminés par leur 

capacité à reconstituer les données spectrales, l’inclusion des concentrations de 

constituants dans les calculs en boucle provoque la «rotation» de ces facteurs 

(nomenclature statistique utilisée pour décrire cette opération) dans un espace 

multivarié, dans une direction qui rend les facteurs plus prédictifs de ces 



64 
 

concentrations. Ces facteurs sont optimisés pour leur tâche d’analyse quantitative 

[46].  

 

La PLS est toujours un outil important lorsque les données sont 

partiellement connues, un exemple bien connu étant la mesure des protéines dans 

le blé par spectroscopie NIR. Un modèle peut être obtenu à partir d’une série 

d’échantillons de blé et PLS utilisera les caractéristiques typiques de cet ensemble 

de données pour établir une relation avec la quantité connue de protéines. Les 

modèles de PLS peuvent être très robustes à condition que les futurs échantillons 

contiennent des caractéristiques similaires aux données d’origine, mais les 

prédictions sont essentiellement statistiques [45].  

 

Rien ne garantit que le modèle fonctionne bien avec l’existence d’une 

différence caractéristique spectrale. Il est donc important de connaître les limites 

de la méthode, en particulier pour garder à l’esprit que l’utilisation de la méthode 

PLS ne peut pas compenser des expériences mal conçues ou des données 

expérimentales inadéquates. Une caractéristique importante de la PLS est qu’elle 

prend en compte les erreurs à la fois dans les estimations de concentration et les 

spectres. Il est important de noter que la spectroscopie proche infrarouge (NIR), 

est principalement utilisée dans l’industrie alimentaire et dans des processus de 

chimie analytique [45]. 

 

L’algorithme PLS utilisé dans la pratique varie considérablement et 

dépend parfois du développeur du logiciel. Il est actuellement difficile de fusionner 

tous les facteurs en un algorithme standard. Néanmoins, l’algorithme peut être 

grossièrement classé en au moins deux procédures, PLS1 et PLS2. PLS1, parfois 

appelé PLS standard, utilise les informations d’un seul constituant chimique pour 

effectuer la calibration, tandis que PLS2, parfois appelé PLS global, utilise plus de 

deux composants chimiques simultanément [47].  
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Pour la réalisation de l’analyse quantitative, plusieurs modes de mesure 

peuvent être considérés: (i) mesure en mode statique (batch) où la cellule IR 

représentée dans la figure 1.19 [48] est, à chaque mesure, retirée de son 

compartiment pour son nettoyage ou son remplissage, (ii) mesure en écoulement 

bloqué (flux stoppé), (figure 1.20) [49] où les échantillons sont conservés dans des 

récipients distincts pendant toutes les opérations unitaires jusqu’au transfert vers 

le dispositif d’analyse (on utilise une pompe péristaltique pour remplir la cellule, on 

stoppe momentanément le flux, on obtient le spectre et on rétablit le flux pour 

laver la cellule avec le solvant ou la remplir avec une autre solution et ce, sans la 

déplacer), (iii) en mode à flux continu où les diverses opérations unitaires de 

l’analyse s’effectuent pendant que l’échantillon circule du point d’injection jusqu’à 

l’unité de mesure [42]. 

 

Le verre ou le quartz sont le plus souvent utilisés comme matériaux de 

fenêtre pour la région NIR (figure 1.21). Une variété de cellule de transmission de 

liquide à chemin optique fixe sont disponibles et sont souvent utilisées. Les 

spectres NIR des échantillons liquides, en particulier ceux des solutions aqueuses, 
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Figure 1.18 : Schéma fonctionnel montrant la procédure du fonctionnement de 

l’algorithme PLS (Calibration) [46]. 
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sont sensibles à la température. Ainsi la cellule est souvent insérée dans un 

support thermostat de cellule [50]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.19 : Procédure pour remplir une cellule scellée [48]. 

 

 

Figure 1.20 : Schéma représentatif de la cellule de flux. A, adaptateur de 

plomb; B1et B2, corps de cellule en acier inoxydable ; S, entretoise en plomb; 

W1, fenêtre à deux trous; W2, fenêtre sans trou [49].  
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La technique d’échantillonnage à réflexion totale atténuée (ATR) a libéré 

les utilisateurs de spectroscopie du moyen infrarouge, des techniques laborieuses 

de préparation d’échantillons permettant d’obtenir des spectres de haute qualité 

adaptés à l’analyse quantitative. De tel accessoire convient à l’étude d’échantillons 

solides et liquide épais ou très absorbants. ATR ne nécessite que peu de 

préparation des échantillons pour la plupart des échantillons. L’échantillon doit 

être correctement mis en contact optique avec le cristal ATR. Un faisceau 

infrarouge est dirigé vers un cristal optiquement dense à indice de réfraction élevé, 

appelé élément de réfraction interne (ERI), à un certain angle, il se crée une onde 

évanescente qui s’étend au-delà de la surface du cristal dans l’échantillon 

maintenu au contact du cristal à quelques micromètres [51, 52]. La réponse 

spectrale est définie par l’interaction du rayonnement à la surface d’ERI et est 

régie par la profondeur de pénétration (figure 1.22). Bien que la mesure ne soit 

pas une transmission, il est courant d’enregistrer les données dans un format de 

transmission et d’utiliser des conversions normales en absorbance pour des 

mesures quantitatives. Il est également important de noter qu’il existe une 

dépendance de la longueur d’onde aux intensités de la bande déterminée par la 

profondeur de pénétration [43]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.21 : Quelques exemples de cellules disponibles pour la mesure des 

spectres de transmission [50]. 
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Pour les accessoires ATR dans le moyen infrarouge (MIR), l’élément de 

réfraction interne le plus populaire est fabriqué à partir de sélénium de zinc (ZnSe) 

qui a la tendance à être le plus polyvalent. Ce matériau couvre la plage spectrale 

de 4000 à 650 cm-1, il est relativement dur et il n’est pas attaqué par l’eau. 

Cependant, il est réactif aux fortes acides et bases, et il se dégrade avec les 

oxydants. Ces deux situations entraineront une réponse optique variable du 

matériau, ce qui entrainera des erreurs quantitatives. D’autres matériaux peuvent 

être utilisés à la place de ZnSe, comme le silicium, le germanium et le diamant qui 

est considéré comme le matériau idéal à utiliser, mais la plupart des alternatives 

ont des gammes de fréquences réduites par rapport au ZnSe. Les cristaux ATR 

pour le NIR sont généralement en verre de quartz. Le saphir est utilisé pour des 

applications spéciales [43,53]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5 Lien entre la chimie verte et la chimie analytique verte 

1.5.1 Principes de la chimie verte 

Paul Anastas, le père de la chimie verte, a établi dans sa littérature sur la 

chimie verte, l’idée de remplacer les substances par des substances moins 

polluantes ou, si possible, des produits inoffensifs, et la prévention des déchets à 

l’origine ainsi que l’utilisation restreinte des matières premières et de l’énergie qui 

peuvent être résumées en 12 principes (figure 1.23 A). Ces principes sont 

davantage axés sur la prévention que sur la réaction des effets des produits 

chimiques sur la pollution et fournissent des lignes directrices pour améliorer les 

méthodes de synthèse grâce à l’utilisation de matières premières renouvelables, à 

la maximisation du produit final en termes de masse totale, à la réduction de la 

 

 

Echantillon 

Lumière 

incidente (E0) 
Lumière  

réfléchie (ER) 
 

Angle d’incidence 

Figure1.22: Mesure de la réflexion interne (réflexion totale atténuée), ATR [53]. 
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consommation d’énergie et à la recherche pour la réduction de la toxicité chimique 

des composés impliqués [54, 55]. 

 

1.5.2 Chimie Analytique Verte 

Les effets secondaires de l’utilisation de méthodes analytiques peuvent 

comporter des risques graves pour les opérateurs ainsi que des dommages à 

l’environnement et c’est pour ça il est pertinent de réfléchir aux conséquences de 

notre activité en tant que chercheurs ou utilisateurs des méthodes analytiques. 

Dans le cadre d’une évaluation fondamentale des couts de procédures 

analytiques nous devons interagir de manière éthique avec l’environnement, en 

tenant compte des risques inhérents à certains types d’échantillons, ainsi qu’à 

l’utilisation intensive de réactifs chimiques et de solvants, à la consommation 

d’énergie associée à une instrumentation moderne et, bien entendu, à la 

génération des déchets de laboratoire et aux émissions résultant des différentes 

étapes de procédures analytiques [56]. 

 

Ce dernier aspect concerne les consommables ainsi que le budget 

nécessaire pour éviter ou réparer les dommages environnementaux. Il est 

considéré que l’écologisation des méthodologies analytiques offre d’excellentes 

opportunités commerciales et résulte de notre engagement moral envers notre 

société et notre avenir [56]. 

 

Heureusement, les efforts des équipes de recherche telles que celles de 

Jacek Namie Snick en Pologne et de Mihkel Koel et Mihkel Kaljurand en Estonie 

ont contribué à établir les principaux principes et stratégies (figure 1.23 B) qui 

soutiennent les pratiques vertes en chimie analytique. Par la suite, la publication 

des livres de Koel et Kaljuran en 2010, de de la Guardia et Armenta en 2011, et 

celui de de la Guardia et Garrigues en 2011 témoignaient que la situation actuelle 

de la chimie analytique verte est entrain de devenir un mouvement qui peut 

modifier notre perspective et nos pratiques dans le domaine analytique dans les 

années à venir [54].  
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Une idée simple pourrait être de considérer la chimie analytique verte 

comme une partie de l’idée de la chimie verte, de la même manière que l’on 

pourrait considérer que la chimie analytique est la partie consacrée au 

développement et à l’analyse.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5.3 Composants de l’échelle écologique 

Le concept d’éco-échelle d’analyse qui a été proposé par A. Galuszka et 

al. repose sur le fait que l’analyse verte idéale a une valeur de 100. Pour chacune 

des paramètres de la procédure analytique (quantité de réactifs, dangers, énergie 

et déchets), des points de pénalité sont attribués et la valeur du coefficient de 

l’efficacité verte indiquera l’écart par rapport à l’analyse idéale verte. Il est 

important de noter que l’estimation du danger des substances dépend du risque et 

de la quantité utilisée, de ce fait, il est proposé que le total des points de pénalité 

Figure 1.23 : Stratégies de la chimie analytique verte dans le cadre des principes 

de la chimie verte [54].  

 

 

Principes de la 

chimie verte  

«A» 

01- Prévenir les déchets 

02- Maximiser l’économie de l’atome 

03- Concevoir une synthèse chimique moins 

dangereuse 

04- Concevoir des produits chimiques et des produits 

moins dangereux 

05- Utilisation des solvants et des conditions de 

réaction moins dangereuses 

06- Augmenter l’efficacité énergétique 

07- Utilisation des matières premières renouvelables 

08- Eviter les dérivés chimiques 

09- Utilisation des catalyseurs 

10- Conception pour la dégradation 

11- Analyse en temps réel pour prévenir la pollution 

12- Minimiser les accidents potentiels 

- Mesure directe d’échantillons non traités 

- Remplacement des réactifs toxiques 

- Miniaturisation des procédures et instrumentation 

- Automatisation 

- Traitement en ligne des déchets d’analyse 

Stratégies écologiques 

de chimie analytique 

«B» 
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soit calculé en multipliant le sous total des points de pénalité pour une quantité et 

un risque donné [55]. 

 

La somme des points de pénalité pour toute la procédure devrait être 

incluse dans le calcul d’échelle écologique, selon la formule suivante: 

Eco-échelle d’analyse = 100 – points de pénalité totales. 

 

Le résultat du calcul est classé sur une échelle où le score est: 

> 75 représente une excellente analyse verte ; 

> 50 représente une analyse verte acceptable 

< 50 représente une analyse verte inadéquate. 

 

L’attribution de points de pénalité à des catégories de risque et d’énergie 

nécessite une explication détaillée. Pour évaluer le danger des réactifs utilisés 

dans les procédures analytiques, différentes classifications de substances 

dangereuses peuvent être appliquées. Il a été proposé d’évaluer les dangers 

physiques, environnementaux et de la santé en utilisant le Système Général 

Harmonisé (SGH) de classification et d’étiquetage des produits chimiques, qui est 

la classification la plus complète et la plus récente des produits chimiques. Pour 

plus de commodité et de simplicité, il a été proposé que les pictogrammes et les 

mots indicateurs soient inclus dans l’évaluation des dangers présentés par les 

réactifs utilisés dans une procédure d’analyse. Chaque réactif peut être 

caractérisé par un ou plusieurs des pictogrammes (flamme, flamme sur cercle, 

corrosion, bouteille de gaz, crâne et os croisés, point d’exclamation, danger pour 

l’environnement et la santé). Des points de pénalité sont attribués pour chaque 

pictogramme. Le SGH utilise deux mots clés : danger (risque grave) et 

avertissement (risque moins grave) [55]. 

 

Le système suivant d’attribution de points de pénalité aux dangers a été 

proposé : 

- aucun danger (pas de pictogramme) = 0 points de pénalité 

- risque moins grave                             = 1 point de pénalité 

- risque grave                                       = 2 points de pénalité 
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Un autre critère a été proposé dans lequel moins de 10 mL (g) de réactif 

s’appliquent pour 1point de pénalité, entre 10 et 100 mL (g) s’appliquent pour 2 

point de pénalité et plus de 100 mL (g) s’appliquent pour 3 points de pénalité. Ces 

points de pénalité doivent être multipliés par les points de pénalité des dangers. 

 

Des points de pénalité pour la consommation d’énergie ont été attribués 

selon les valeurs proposées par Raynie et Driver. Exemples de points de pénalité 

attribués aux réactifs et les techniques analytiques de consommation d’énergie 

sont indiqués dans les tableaux 1.6 et 1.7 respectivement [55]. 

 

Tableau 1.6 : Points de pénalité pour les risques de certains réactifs [55]. 

Réactifs 
Nombre de 

pictogrammes 

Mot de 

signal 

Points de 

pénalité* 

Acide acétique 

(glacial) 
2 danger 4 

Acide acétique (30%) 1 danger 2 

Acétylène 2 (1,1) 
Danger, 

avertissement 
3 (2,1) 

Solution d’ammoniac 

(25%) 
3 danger 6 

Acide benzoïque 1 avertissement 1 

Dichlorométhane 1 avertissement 1 

Acide chlorhydrique 

(30% 
2 danger 4 

Acide sulfurique 1 danger 2 

Peroxyde d’hydrogène 2 danger 4 

n-hexane 4 danger 8 

Acide nitrique (65%) 2 danger 4 

Dichromate de 

potassium 
5 danger 10 

Hydroxyde de sodium 1 danger 2 

Note. (*) : Nombre de pictogrammes multiplié par les points de pénalité des dangers. 
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Tableau 1.7 : Points de pénalité pour l’énergie de certaines techniques d’analyse 

[55]. 

Technique Energie utilisée  Points de 

pénalité 

IRTF < 0,1 KWh par échantillon  0 

Spectrofluorométrie 

Titrage 

CLUP 

Spectrométrie UV-Vis 

SAA ≤ 1,5 KWh par échantillon  1 

CG 

CL 

CG-SM 1,5 KWh par échantillon  2 

CL-SM 

RMN 

Diffractométrie des rayons X 

 

Une nouvelle éco-échelle a été proposée par M. de la Guardia et al., 

appelée «certificat vert». Ce dernier est basé sur l’application d’un code de 

couleur associé à une lettre, de «A» à «G», étant «A» la plus verte, cela donne 

une idée de combien la méthode analytique est verte (figure 1.24). Les méthodes 

d’analyse de la classe «A» sont celles qui ont moins de 10 points de pénalité. Les 

méthodes de classe «B» totalisent entre 11 et 20 points de pénalité. Les 

méthodes de classe «C» ont entre 21 et 30 points de pénalité. Les méthodes de 

classe «D» totalisent entre 31 et 45 points de pénalité, les méthodes de classe 

«E» ont entre 46 et 60 points de pénalité, les méthodes de classe «F» entre 61 et 

80 points de pénalité et enfin, les méthodes de classe «G» représentent plus de 

81 points de pénalité [57]. 

 

Cependant, en appliquant l’éco-échelle, des situations incohérente ont été 

observées où différentes quantités de volume utilisées du même réactif 

équivaudrait au même nombre de points de pénalité. A titre d’exemple, 0,8 mL de 
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n-hexane équivaudrait à 8 points de pénalité, 9,9 mL de n-hexane équivaudrait à 8 

points de pénalité et 10 mL de n-hexane (seulement 0,1 mL de plus que la 

situation précédente) serai de 16 points de pénalité. Ainsi, il semblait nécessaire 

de trouver une relation appropriée entre les points de pénalité et le volume de 

réactifs utilisés ou de déchets générés, fournissant un sens «vrai» de la valeur des 

points de pénalité lors de l’évaluation de l’aspect vert d’une méthode [57]. 

 

Pour faire une évaluation correcte des points de pénalité, concernant 

l’utilisation de réactifs et de solvants, le paramètre de pénalité a été calculé en 

fonction du volume de réactifs consommés ou de déchets générés et la relation a 

été établie. Les résultats sont représenté sous forme d’une équation y=a . xb avec 

(y) est la valeur du point de pénalité, (x) le volume des réactifs et (a) et (b) deux 

coefficients (a = 0,61 ± 0,05) et (b = 0,31 ± 0,02) pour la consommation de réactifs 

et (a = 1,50 ± 0,08) et (b = 0,40 ± 0,02) pour la production de déchets [57]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cette nouvelle éco-échelle a été adoptée pour estimer l’efficacité verte et 

attribuer le certificat vert aux différentes études expérimentales développées dans 

le cadre de ce travail de thèse. 

 

Figure 1.24 : Certificat vert d’une méthode analytique [57]. 
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CHAPITRE 2 

ANALYSE DE FORMULATIONS COMMERCIALES UTILISEES 

POUR LE TRAITEMENT CONTRE LE VARROA PAR 

SPECTROSCOPIE INFRAROUGE A TRANSFORMEE DE FOURIER  

 

2.1 Introduction 

L’acarien ectoparasite, Varroa destructor, est considéré comme le plus 

dangereux parasite au monde pour l’abeille occidentale (Api mellifera L.) [58-63]. 

Cet destructeur acarien qui est un externe et un nouveau parasite de l’abeille [64], 

est un vecteur de maladies virales graves [65, 66] et un acteur clé dans les pertes 

de colonies hivernales [61, 67] en provoquant une mortalité en se nourrissant de 

l'hémolymphe de la couvée et des adultes [63, 66, 68, 69]. De nos jours, Il est difficile 

de trouver une colonie d'abeilles mellifères sans le parasite varroa [70].  

 

Le parasite Varroa peut causer également ce qu’on appelle, trouble 

d’effondrement des colonies (Colony Collapse Disorder «CCD»), qui est considéré 

comme un grave problème pour les abeilles mellifères [66, 71]. De nombreuses 

méthodes de contrôle ont été utilisées pour préserver la colonie hôte et réduire la 

population d’acariens varroa [64, 69], car les colonies non traitées s’effondreraient 

dans quelques années ou dans quelques mois [64, 70]. Cependant, la présence de 

pesticides dans les produits apicoles doit être soigneusement contrôlée pour 

protéger la santé humaine. Pour cette raison et à travers la règlementation (CE) n° 

396/2005 [72] et la règlementation (CE) n° 37/2010 [73], les limites maximales de 

résidus (LMR) ont été établies pour les résidus de pesticides dans le domaine 

agricoles et apicoles [74].  

 

Différentes études réalisées dans différents pays ont montré la présence 

des résidus d’acaricides dans le miel, la propolis et la cire et son effet négatif sur la 

santé des abeilles domestiques [62, 75]. A cause de cette situation, des substances 
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naturelles, telles que les acides organiques (formique, lactique ou oxalique) et 

certains composés d’huiles essentielles (thymol, eugénol, carvacrol, menthol), 

pourrait être utilisé pour éviter la présence d’acarien parasite [76-78].  

 

Cependant, il a été prouvé que l’utilisation de produits naturels, y compris 

le thymol et d’autres monoterpénoïdes, pouvait causer des problèmes en raison de 

ses effets néfastes sur les abeilles [61, 78]. D’autre part, des résidus de thymol et 

d’autres monoterpénoïdes peuvent se trouver dans la cire, qui peuvent migrer dans 

le miel et altérer son goût, ce qui n’est pas autorisé par la réglementation 

internationale sur le miel. Malgré cela, les résidus de thymol ne présentent pas de 

danger pour la santé du consommateur s’ils ne dépassent pas 50 mg Kg-1 de miel 

[78, 79]. Plusieurs études ont été menées pour la détermination des pesticides dans 

les produits ruchers [80]. Cependant, peu d'entre elles se sont concentrées sur la 

détermination des substances naturelles utilisées comme traitement contre le 

varroa.  

 

Diverses méthodes d'extraction ont été développées pour isoler les 

pesticides, notamment des produits chimiques et naturels, principalement 

l'extraction liquide-liquide (ELL) [79, 81] et l'extraction en phase solide (EPS) [77, 

82-84]. Autres techniques d'extraction, la micro-extraction en phase solide (MEPS) 

[85], extraction par fluide supercritique [86] et QuEChERS, [(quick, easy, cheap, 

effective, rugged and safe), (rapide, facile, économique, efficace, robuste et sûr)], 

une technique de préparation des échantillons [80, 87], ont été appliquées à 

l’analyse des pesticides dans les produits apicoles. D’autre part, la chromatographie 

en phase gazeuse (CG) et la chromatographie en phase liquide (CLHP), avec des 

détecteurs sélectifs, ont été considérées comme les principales méthodes 

d'analyses pour la détermination des résidus de pesticides dans les produits 

apicoles [79-85, 87] 

 

La quantification des composés d'huile essentielle est largement effectuée 

par chromatographie en phase gazeuse ; qui est la méthode instrumentale la plus 

appropriée pour l'analyse d'échantillons complexes [88, 89]. En raison de la grande 

efficacité de séparation, la sensibilité et la sélectivité de la détection de la 
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spectrométrie de masse (SM), la CG-SM a été largement utilisée pour la 

détermination des composés volatils dans différentes matrices, notamment les 

huiles essentielles [89, 90] et les produits apicoles [91, 92]. La chromatographie en 

phase gazeuse avec détection par ionisation de flamme [76, 77] a été aussi utilisée 

pour la détermination de certains terpénoïdes utilisés en tant que traitement contre 

le varroa. De plus, la chromatographie en phase liquide (CL) avec détection de la 

fluorescence a également été utilisée pour la détermination des terpènes dans le 

miel [93].  

 

Les techniques de chromatographie étaient généralement employées pour 

l'analyse des formulations commerciales [94, 95]. Différentes études ont montré le 

potentiel de CG [96, 97] et de CL [97, 98] pour la détermination des substances 

actives dans les formulations commerciales. Cependant, ces techniques impliquent 

de longues étapes pour la préparation des échantillons et l'utilisation de grandes 

quantités de solvants [94]. C'est pour cette raison que des procédures basées sur 

la spectroscopie vibrationnelle ont été développées comme de simples alternatives 

aux procédures chromatographiques en raison de leur simplicité [94, 99, 100]. 

D’autre part la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (IRTF) fournit des 

informations sur la présence d’huiles essentielles [89, 90].  

 

La spectroscopie du moyen infrarouge (MIR) est la technique vibrationnelle 

la plus importante appliquée dans le contrôle de qualité des formulations 

commerciales de pesticides [101], fournissant des informations extrêmement utiles 

sur la structure des analytes [102] et leur quantification.  

 

L'application d'outils chimiométriques qui extraient des informations à partir 

de grands ensembles de données spectrales augmente le développement de 

méthodes spectroscopiques d’infrarouge et met en évidence le potentiel d'une 

analyse spectrale complexe pour la détermination de multianalytes. Cependant, à 

notre connaissance, aucune tentative n'a été faite pour déterminer les acaricides, y 

compris les produits naturels, dans les formulations commerciales utilisées en tant 

que traitement pour lutter contre le Varroa, bien que plusieurs formulations 

commerciales disponibles contiennent du thymol comme le principal ingrédient actif. 
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Certaines de ces formulations contiennent également d'autres composés 

permettant de réduire la quantité de thymol afin d'éviter des effets négatifs sur les 

abeilles [76].  

 

Donc, l'objectif du présent travail était d'évaluer l'utilisation de deux 

stratégies de calibration univariée et multivariée basées sur des mesures 

spectroscopiques dans le moyen infrarouge (MIR), pour la détermination rapide et 

simultanée de quatre monoterpènes dans des formulations commerciales utilisées 

dans le traitement de la Varroase. 

 

2.2 Partie expérimentale 

2.2.1 Appareil et logiciel 

Un spectrophotomètre Bruker modèle Tensor 27 MIR-TF (Brème, 

Allemagne), équipé d'un détecteur de tryglycine sulfate deutéré (DTGS) stabilisé en 

température et d'une séparatrice de faisceaux en KBr, a été utilisé pour obtenir les 

spectres MIR-TF dans l'intervalle spectral compris entre 4000 et 500 cm-1. Pour 

éviter la manipulation des cellules et augmenter le débit des échantillons, un 

système à flux bloqué a été utilisé pour l'introduction des échantillons dans le 

spectrophotomètre MIR-TF. A l'aide d'une pompe péristaltique Gilson P-3 Minipuls, 

des échantillons ont été recueillis et conduits dans une cellule d'écoulement d’une 

entretoise en téflon de 1 mm de longueur avec des fenêtres en ZnSe de Specac 

(Orpington, Royaume-Unit). Des entretoises de 0,1, 0,5 et 1 mm ont été utilisées 

pour une étude d’optimisation de la longueur du chemin optique. Pour le transport 

des échantillons des tubes de pompe en viton (iso-versinique), 3 mm d.e. et 1 mm 

d.i. ont été utilisés. Tous les tubes de connexion utilisés dans le collecteur ont été 

fabriqués à partir de PTFE avec un d.i. de 0,8 mm (figure 2.1). 

 

Le logiciel OPUS 6.5 de Bruker a été utilisé pour la réalisation des mesures 

et le traitement des spectres. Les calibrations univariée et multivariée ont été 

réalisées à l'aide des applications Quant 1 et Quant 2, respectivement, intégrées 

dans le logiciel d'instrument. Le logiciel de résolution de Microsoft Excel a été utilisé 

pour résoudre le système d’équations.  
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Un bain d’eau à ultrasons J.P Selecta (Barcelone, Espagne) d’une 

fréquence de 40 KHz a été utilisé pour la préparation des échantillons. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.1 : Montage IRTF utilisé pour l’introduction des solutions dans la cellule. 

 

2.2.2 Réactifs et produits 

Du dichlorométhane de qualité Multisolvent stabilisé avec 50 ppm 

d'amylène, de Scharlau (Barcelone, Espagne), a été utilisé pour la préparation des 

échantillons et les standards ainsi que pour la mesure MIR-TF. Les standards à 

savoir le camphre de pureté 98%, de Chemonova (Madrid, Espagne), Thymol de 

pureté 98%, fournie par Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Allemagne) et le menthol de 

pureté 99%, l'eucalyptol de pureté 99%, tous deux obtenus de Panreac (Barcelone, 

Espagne), ont été utilisés dans cette étude.  

 

Trois formulations commerciales, deux à base de thymol et une autre avec 

un mélange de terpènes (76% de thymol, 16,4% d'eucalyptol, 3,9% de camphre et 

3,9% de menthol), ont été obtenus sur le marché local Algérien et ont été utilisées 

dans cette étude pour évaluer l’applicabilité réelle de la méthode MIR-TF 

développée. 
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2.2.3 Préparation des échantillons  

Les standards ont été préparés à partir de composés terpéniques purs et/ou 

de mélanges des quatre terpènes considérés. Une quantité adéquate d'échantillon 

(formulations commerciales) a été pesée avec précision et diluée dans le 

dichlorométhane afin d'obtenir une concentration d'environ 4 mg mL-1 de thymol 

pour chaque formulation commerciale. Afin d’assurer une extraction complète des 

composés terpéniques, des solutions d’échantillons ont été traitées dans un bain à 

ultrasons pendant 10 min [103]. Pour les études de récupération, les échantillons 

ont été enrichis avec différentes quantités de thymol, d’eucalyptol, de camphre et 

de menthol, entre 0,2 et 1,75 mg mL-1, 0,1 et 0,9 mg mL-1, 0,07 et 0,2 mg mL-1 et 

0,08 et 0,2 mg mL-1, respectivement. 

 

2.2.4 Mesures MIR-TF 

Les spectres MIR-TF des standards et des échantillons de formulation ont 

été enregistrés entre 4000 et 500 cm-1 avec une résolution nominale de 4 cm-1, en 

cumulant 25 scans par spectre par rapport au background de la cellule remplie du 

même solvant que celui utilisé pour la préparation des échantillons et mesuré dans 

les mêmes conditions que les échantillons et les standards. 

 

Pour l’identification de bandes séparées de chaque étalon, les spectres 

IRTF de chaque monoterpène (camphre, thymol, menthol et eucalyptol) préparés 

directement dans le dichlorométhane avec une concentration de 5 mg mL-1 ont été 

examinés. Des entretoises d’une longueur de 0,1, 0,5 et 1 mm ont été testées.  

 

Pour la calibration univariée, des solutions individuelles contenant du 

camphre, du thymol, du menthol ou d'eucalyptol ont été préparées dans une plage 

de concentration allant jusqu'à 5 mg mL-1. Par ailleurs, seize standards mixtes ont 

été utilisés pour construire un modèle d’étalonnage multivarié PLS. Ces standards 

correspondent à différents mélanges de camphre, thymol, menthol et eucalyptol à 

deux niveaux de concentrations différents selon un plan expérimental de 42. A cette 

fin, le camphre et le menthol ont été préparés, séparément, à des niveaux de 
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concentrations de 0,025 et 0,25 mg mL-1, le thymol à 0,25 et 5,0 mg mL-1 et 

l'eucalyptol à 0,1 et 1,0 mg mL-1. 

 

Pour déterminer la concentration de chaque terpène dans les échantillons 

formulés dans le cas de la calibration univariée, la hauteur du pic d'absorbance des 

bandes spectrales caractéristiques a été mesurée à 1737 cm-1, 1151cm-1, 1022   

cm1 et 980 cm-1 et corrigée avec une ligne de base commune unique établie à 1933     

cm-1, pour le camphre, le thymol, le menthol et l’eucalyptol, respectivement. 

 

Une analyse multivariée PLS a été réalisée en utilisant les régions 

spectrales comprises entre 1812-1667 cm-1 et 1200-955 cm-1, après centrage 

moyen des données spectrales et en tenant compte de différentes techniques de 

prétraitement spectral; telles que la correction d’offset, la soustraction d’une droite, 

la normalisation vectorielle (SNV), normalisation Min-Max, correction multiplicative 

de diffusion, la dérivée première et la seconde, et leurs combinaisons.  

 

2.3 Résultats et discussion 

2.3.1 Identification des bandes séparées des étalons  

Pour identifier les bandes séparées de chaque étalon, les spectres IRTF de 

chaque monoterpène, camphre, thymol, menthol et eucalyptol, préparés 

directement dans le dichlorométhane (CH2Cl2) avec une concentration de 5 mg      

mL-1 sont obtenus. Les fenêtres utilisées dans cette partie pour l’analyse de la phase 

liquide sont en séléniure de zinc (ZnSe) avec une entretoise en téflon de chemin 

optique de 0,1 mm et l’acquisition des spectres a été effectuée avec une résolution 

de 4 cm-1 et un nombre de scans égal à 25 spectres. La figure 2.2 présente les 

spectres IRTF des quatre étalons, camphre, thymol, menthol et eucalyptol. 

 

Les spectres des quatre étalons groupés montrent la présence d’une bande 

séparée pour le camphre à 1737 cm-1 alors que les bandes de thymol, eucalyptol et 

le menthol sont interférées le long du spectre. Nous avons choisi de travailler avec 

des bandes qui sont moins interférées pour le thymol, menthol et l’eucalyptol à 

1151,1022 et 980 cm-1, respectivement. 
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2.3.2 Optimisation de la sensibilité de détermination  

Afin d’augmenter la sensibilité et de diminuer les limites inférieures des 

concentrations des étalons pour atteindre des valeurs de l’ordre de 0,05 mg mL-1, 

nous avons testé des chemins optiques supérieurs à 0,1 mm à savoir 0,5 et 1 mm. 

 

Les figures (2.3-2.5) montrent les spectres des différents composés, thymol, 

eucalyptol, camphre et menthol obtenus avec des chemins optiques de 0,1, 0,5 et 

1 mm. D’après les figures 2.3 et 2.4, on peut observer la difficulté d’identifier les 

bandes spécifiques pour tous les étalons à une concentration de 0,05 mg mL-1. 

Cependant, les spectres des quatre étalons regroupés dans la figure 2.5 montrent 

la présence des bandes spécifiques utilisées dans cette étude pour le camphre, le 

thymol et l’eucalyptol à 1737, 1551 et 980 cm-1 respectivement. La faible bande à 

1022 cm-1 représente le menthol. De ce fait, le chemin optique de 1 mm a été 

sélectionné pour la réalisation des analyses spectrales. 

 

Figure 2.2 : Spectres IRTF des standards de camphre, thymol, menthol et 

eucalyptol, dilués dans du dichlorométhane à une concentration de 5 mg mL-1 pour 

chaque composé. Les spectres ont été obtenus en accumulant 25 scans et une 

résolution spectrale de 4 cm-1. 
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2.3.3 Spectres IRTF d'étalons et d'échantillons de formulation 

La figure 2.2 montre les spectres IRTF des standards de camphre, de 

thymol, de menthol et d'eucalyptol et la figure 2.6 ceux de formulations 

commerciales, toutes préparées dans du dichlorométhane. Comme on peut le voir 

dans ces spectres, certaines régions ne sont pas transparentes en raison de 

l'absorbance du solvant. La figure 2.2 montre les bandes les plus intenses, qui 

apparaissent à 1737 cm-1, 1151 cm-1, 1022 cm-1 et à 980 cm-1et qui sont dues aux 

vibrations d’élongation de C=O, de C–O, à la bande caractéristique de –OH et à la 

bande caractéristique de la fonction isopropyle pour camphre, thymol, menthol et 

eucalyptol, respectivement.  

 

Suite à la comparaison des spectres présentés aux figures 2.2 et 2.6, on 

peut considérer que les formulations commerciales dissoutes présentent les mêmes 

bandes caractéristiques que les standards, ce qui suggère que l'utilisation de ces 

bandes pourrait être adéquate pour la détermination simultanée des quatre 

terpènes dans les échantillons. Cependant, on peut observer un fort 

chevauchement des bandes terpéniques, à l’exception du groupement carbonyle 

dans le camphre. Pour cette raison, les méthodes univariées basées sur un 

étalonnage externe avec des composés purs ne peuvent pas être assez puissantes 

pour effectuer leur détermination. 

 

Dans cette étude, deux outils mathématiques ont été appliqués pour 

déterminer les quatre composés et pour réduire l’effet du chevauchement entre des 

bandes spécifiques pour chaque composé. L'un de ces outils est une stratégie 

univariée, basée sur l'utilisation d'équations proportionnelles, obtenues à quatre 

nombres d'onde, avec 16 coefficients déterminés pour chacun des quatre terpènes 

à chaque nombre d'onde, et le second est une analyse multivariée basée sur la 

régression des moindres carrés (PLS). 
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2.3.4 Traitement des données par équations proportionnelles pour la 

calibration univariée 

La régression univariée pour la détermination simultanée des 

monoterpènes a été testée en utilisant des droites de calibration individuelles de 

ces composés, mais elle a fourni d’énormes erreurs dans l’analyse de formulations 

commerciales utilisées dans cette étude. Nous avons donc testé l'utilisation d'un 

système d'équations proportionnelles pour le traitement des données afin de 

surmonter les difficultés liées au chevauchement des bandes. Dans ce cas, des 

solutions monoterpéniques, à différents niveaux de concentration, ont été utilisées 

pour obtenir des droites d’étalonnage pour chacune d’elles et, à partir de leur pente, 

il a été déterminé une série de 16 coefficients proportionnels pouvant être utilisés 

pour évaluer la concentration des quatre terpènes considérés dans les différents 

mélanges. La méthode repose donc sur la résolution d’un système d’équation à 

Figure 2.6 : Spectres IRTF de trois formulations différentes de terpènes anti 

Varroa dissous dans du dichlorométhane. Les spectres ont été obtenus en 

accumulant 25 scans et une résolution de 4 cm-1.  

Note: concentration de thymol est de 5 mg mL -1 pour les formulations (A) et (B), et de 5; 1,08; 

0,24 et 0,24 mg mL-1 pour thymol, eucalyptol, camphre et menthol, respectivement, dans la 

troisième formulation (C). 
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quatre données inconnues et quatre données expérimentales correspondant à la 

mesure d’échantillons aux quatre longueurs d’ondes sélectionnées. 

 

Différents modes de mesure ont été étudiés, y compris la surface et la 

hauteur du pic, avec différentes corrections de la ligne de base, afin d’obtenir les 

meilleures droites de calibration. A partir de la pente des droites d’étalonnage 

obtenues par régression quadratique moyenne simple, les coefficients d’absorption 

du camphre, du thymol, du menthol et de l’eucalyptol à 1737 cm-1, 1151 cm-1, 1022 

cm-1 et 980 cm-1 (en utilisant une correction de ligne de base à 1933 cm-1 dans tous 

les cas), ont été calculés et utilisés pour construire le système d’équations (les 

données sont présentées dans le tableau 2.1). La figure 2.7 montre également le 

modèle mathématique construit pour la détermination simultanée des quatre 

composés ciblés. Les concentrations des échantillons synthétiques et réels ont été 

calculées à partir de leurs spectres IR et en utilisant le système d'équations 

sélectionné. 

 

A travers les expressions de la figure 2.7, on peut voir que les mesures 

d'absorbance à 1737 cm-1 sont faiblement affectées par le thymol, le menthol et 

l'eucalyptol. La même chose est observée à 1151 cm-1, 1022 cm-1 et 980 cm-1 pour 

le thymol, le menthol et l’eucalyptol, respectivement, en présence des autres 

terpènes considérés. Cependant, il est clair que la stratégie employée est 

appropriée pour minimiser les erreurs dans la détermination univariée de terpènes 

dans des mélanges contenant de grandes quantités de certains analytes ciblés.
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Tableau 2.1 : Droites de calibration obtenues pour la détermination des composés par IRTF en utilisant l’analyse univariée selon des 

critères sélectionnés. 

Critère de a 

mesure 

Camphre Thymol Menthol Eucalyptol 

Droite de Calibration 

A = a C + bb 
R Droite de Calibration 

A = a C + bb 
R 

Droite de Calibration 

A = a C + bb 
R 

Droite de Calibration 

A = a C + bb 
R 

H. P 

1737 cm-1 
A=0,46301 C+0,04724 0,9993 A=0,00104 C+0,00037 0,9943 A=0,00066 C+0,00009 0,9775 A=0,00084 C+0,00048 0,9569 

H. P 

1151 cm-1 
A=0,00218 C-0,00157 0,9941 A=0,09106 C+0,00612 0,9994 A=0,00363 C+0,00310 0,9583 A=0,00662 C+0,00099 0,9977 

H. P 

1022 cm-1 
A=0,02427 C+0,00097 0,9997 A=0,00365 C+0,00003 0,9982 A=0,08691 C+0,00876 0,9984 A=0,00830 C+0,00029 0,9987 

H. P 

980 cm-1 
A=0,00037 C+0,00003 0,9876 A=0,00260 C+0,00006 0,9986 A=0,01772 C+0,00192 0,9983 A=0,12684 C+0,00674 0,9998 

Note : (a): Correction de la ligne de base à 1933 cm-1; (b): A/ Absorbance, C/ la concentration de monoterpène en mg mL-1. 

H. P : Hauteur de pic.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.7: Systéme d’équations proportionnelles utilisé pour l’analyse d’échantiollons de formulations terpéniques anti-Varroa en 

mode univarié.  

Note: A: absorbance; CC, CT, CM, CE: concentration du camphre, thymol, menthol et eucalyptol en mg mL-1. 

εC, εT, εM,εE: coefficient absorption du camphre, thymol, menthol et eucalyptol.

 

  A 1737 = εC CC + εT CT + εM CM + εE CE                 A 1737 = 0,46301 CC + 0,00104 CT + 0,00066 CM + 0,00084 CE 

  A 1151 = εC CC + εT CT + εM CM + εE CE                 A 1151 = 0,00218 CC + 0,09106 CT + 0,00363 CM + 0,00662 CE 

  A 1022 = εC CC + εT CT + εM CM + εE CE                 A 1022 = 0,02427 CC + 0,00365 CT + 0,08691 CM + 0,00830 CE 

  A 980   = εC CC + εT CT + εM CM + εE CE                 A 980  = 0,00037 CC + 0,00260 CT + 0,01772 CM + 0,12680 CE 
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2.3.5 Analyse de mélanges synthétiques et de formulations 

commerciales de camphre, thymol, menthol et eucalyptol en utilisant la 

calibration univariée 

Le tableau 2.2 résume les résultats obtenus en utilisant une calibration 

univariée par équations proportionnelles pour l'analyse de quatre mélanges 

synthétiques de camphre, thymol, menthol et d'eucalyptol préparés dans du 

dichlorométhane, afin de tester l'applicabilité de la procédure développée. 

L’exactitude introduite de la méthode a été évaluée par l’erreur relative entre la 

quantité théorique et la quantité trouvée de chaque terpène considéré. Comme on 

peut le constater, la différence relative varie entre -8,4% et 25% pour le camphre, -

7,7% et 2,6% pour le thymol, -20% et 3,6% pour le menthol et entre -7,7% et 1,9% 

pour l'eucalyptol.  

 

Les échantillons de formulation commerciale ont été préparés comme 

indiqué dans la partie expérimentale pour la détermination des quatre 

monoterpènes et, pour évaluer la précision de la procédure, les échantillons ont été 

enrichis à la concentration connue en analytes et analysés à l'aide du modèle 

mathématique proposé et les valeurs de récupération ont été déterminées. Les 

résultats obtenus, indiqués dans le tableau 2.3, montrent l’exactitude de la 

détermination du camphre, du thymol, du menthol et de l’eucalyptol dans des 

échantillons commerciaux et d’autres qui sont enrichis, avec des valeurs d’erreur 

relative comprises entre -13% et 15% pour le thymol et entre -11% et 8,7% pour 

l'eucalyptol. Des valeurs d'erreur relative élevées ont été obtenues pour le menthol 

et le camphre, respectivement entre -36% et 42% et entre 8,0% et 43%. À 

l'exception de l'échantillon C2 pour lequel les erreurs étaient de 53% et 94% pour 

le menthol et le camphre respectivement. Cette variation est due à la faible 

concentration de ces deux monoterpènes dans les formulations commerciales. 
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Tableau 2.2 : Analyse de mélanges synthétiques de camphre, thymol, menthol et eucalyptol par IRTF en utilisant la calibration 

univariée basée sur le modèle mathématique de système d’équations proportionnelles. 

Note: (a) Considérant la valeur présente dans la formulation et, (b) Valeur calculée expérimentalement. 
Erreur (%)= [(valeur trouvée - valeur ajoutée)/ valeur ajoutée]*100. 
 
.

Mélange 

Composé / Monoterpène 

Camphre Thymol Menthol Eucalyptol 

Théoriquea 

(mg mL-1) 

Trouvéeb 

(mg mL-1) 

Erreur 

(%) 

Théorique 

(mg mL-1) 

Trouvée 

(mg mL-1) 

Erreur 

(%) 

Théorique 

(mg mL-1) 

Trouvée 

(mg mL-1) 

Erreur 

(%) 

Théorique  

(mg mL-1) 

Trouvée 

(mg mL-1) 

Erreur 

(%) 

01 0,250 0,263 5,1 5,000 4,900 -2,0 0,251 0,235 -6,5 1,002 0,924 -7,7 

02 - - - 3,000 3,080 2,6 - - - - - - 

03 0,114 0,142 25 2,280 2,320 1,7 0,114 0,118 3,6 0,492 0,470 -4,5 

04 0,095 0,087 -8,4 1,900 1,750 -7,7 0,095 0,076 -20 0,410 0,418 1,9 
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Tableau 2.3 : Analyse de camphre, thymol, menthol et eucalyptol par IRTF dans des formulations en utilisant la calibration univariée 

basée sur le modèle mathématique de système d’équations proportionnelles. 

Note: (a) Valeur présente dans la formulation et valeur ajoutée suite à l’enrichissement, (b) Valeur calculée expérimentalement. 

Formulations 
Commerciales 

Echantillon 

Composés 

Camphre Thymol Menthol Eucalyptol 

    
Théoriquea 

(mg mL-1) 

Trouvée b 

(mg mL-1) 

Erreur 

(%) 

Théorique

(mg mL-1) 

Trouvée 

(mg mL-1) 

Erreur 

(%) 

Théorique 

(mg mL-1) 

Trouvée 

(mg mL-1) 

Erreur 

(%) 

Théorique

(mg mL-1) 

Trouvée 

(mg mL-1) 

Erreur 

(%) 

Echantillon A A1 - - - 2,000 1,979 -1,1 - - - - - - 

01 enrichi 0,100 0,122 22 3,750 3,937 5,0 0,150 0,096 -36 0,600 0,544 -9,3 

A2 - - - 0,500 0,433 -13 - - - - - - 

02 enrichi 0,080 0,114 43 0,700 0,686 -2,0 0,200 0,168 -16 0,900 0,929 3,2 

02 enrichi 0,200 0,247 24 1,500 1,523 1,5 0,180 0,155 -14 0,700 0,732 4,6 

Echantillon B B1 - - - 2,000 1,924 -3,8 - - - - - - 

03 enrichi 0,150 0,162 8,0 3,500 3,580 2,3 0,100 0,081 -19 0,400 0,384 -4,0 

B2 - - - 3,000 3,322 11 - - - - - - 

04 enrichi 0,170 0,196 15 4,500 5,123 14 0,080 0,064 -20 0,150 0,161 7,3 

04 enrichi 0,070 0,091 30 4,000 4,510 13 0,130 0,120 -7,7 0,550 0,598 8,7 

Echantillon C C1 0,114 0,162 42 2,280 2,287 0,3 0,114 0,162 42 0,492 0,436 -11 

05 enrichi 0,214 0,268 25 3,530 3,595 1,8 0,264 0,313 19 0,792 0,747 -5,7 

C2 0,049 0,095 94 1,000 1,033 3,3 0,049 0,075 53 0,215 0,195 -9,3 

06 enrichi 0,129 0,151 17 1,750 2,005 15 0,230 0,258 12 0,315 0,303 -3,8 

06 enrichi 0,225 0,300 33 2,740 2,875 4,9 0,160 0,193 21 0,835 0,856 -2,5 
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2.3.6 Traitement des données par la régression des moindres carrés 

partiels (PLS)  

Des modèles de (PLS) ont été construits pour la détermination du 

monoterpène. Cependant, l’absence d’un grand nombre de formulations différentes 

évite la possibilité de construire les modèles d’étalonnage à partir d’échantillons 

commerciaux du même type que ceux à analyser. Il a donc été nécessaire de 

procéder à la calibration basé sur un modèle de 42 de mélanges synthétiques des 

quatre composés à deux niveaux de concentration, comme il a été expliqué dans la 

section expérimentale. Différentes stratégies spectrales de prétraitement 

(correction d’offset, la soustraction d’une droite, normalisation vectorielle (SNV), 

normalisation Min-Max, correction multiplicative de diffusion, dérivée première et 

seconde, et leur combinaison) et différentes régions spectrales, en prenant en 

compte les bandes caractéristiques des monoterpènes individuels étudiés, ont été 

envisagées afin de créer des modèles multivariés suffisamment fiables (Annexe1, 

Appendice B). 

 

Fréquemment, la validation croisée a été utilisée pour optimiser et 

sélectionner le modèle PLS présentant les meilleures capacités prédictives [104]. 

Cependant, dans cette étude, l'erreur quadratique moyenne de prédiction (RMSEP) 

pour un ensemble séparé d'échantillons, non utilisé pour la calibration, a été utilisée, 

comme paramètre principal pour sélectionner les meilleurs modèles pour chaque 

composé (voir tableau 2.4). Le nombre de facteurs de chaque modèle a également 

été choisi selon les valeurs minimales de RMSEP.  

 

Comme le montre le tableau 2.4, les valeurs minimales de RMSEP ont été 

trouvées pour les modèles de camphre et de thymol en considérant 3 facteurs. Pour 

le menthol et l'eucalyptol, 5 et 6 facteurs ont été sélectionnés respectivement pour 

la construction de modèles. L'utilisation d'un nombre élevé de facteurs n'entraîne 

pas d'amélioration significative de la capacité de prévision du modèle et pourrait 

facilement conduire à un surajustement. Les valeurs des coefficients de corrélation 

pour la calibration (R2 Cal) et la validation croisée (R2 CV) indiquent l’adéquation 

des modéles de calibration construits, l'erreur quadratique moyenne de la 

calibration (RMSEC) et de la validation croisée (RMSECV) peuvent être utilisée 
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pour évaluer et confirmer les performances de la calibration des modèles PLS 

optimisés. 

 

Tableau 2.4 : Résumé des paramètres optimums des modèles PLS optimisés pour 

la détermination de monoterpènes dans des formulations anti-varroa par IRTF. 

Composé Camphre Thymol Menthol Eucalyptol 

Regions 

spectrales (cm-1) 

1793,8-1685,8 
883,4-804,3 

1228,7-912,3 
653,9-470,6 

1793,8-1685.8 
1228,7-912,3 
653,9-470,6 

1793,8-1685,8 
1228,7-912,3 
883,4-804,3 

Prétraitement 

correction 

d’offset 

centrage moyen 

 soustraction 

d’une droite 

centrage moyen 

 soustraction 

d’une droite 

centrage moyen 

correction 

d’offset 

centrage moyen 

Facteurs 3 3 5 6 

RMSEC 

(mg mL-1) 
0,011 0,034 0,014 0,018 

RMSECV 

(mg mL-1) 
0,014 0,039 0,020 0,026 

RMSEP 
(mg mL-1) 

0,013 0,320 0,023 0,030 

R2 Cal 0,9904 0,9998 0,9858 0,9986 

R2 CV 0,9836 0,9997 0,9689 0,9966 

R2 Pred 0,9726 0,9306 0,9278 0,9912 

Note: Coefficient de correlation de la calibration (R2 Cal), de la validation croisée (R2 CV) et de la 

prediction (R2Pred). Erreur quadratique moyenne de la calibration (RMSEC), de la validation croisée 

(RMSECV) et de la prediction (RMSEP). 

 

2.3.7 Exactitude et précision de la calibration PLS 

Pour évaluer la performance des modèles PLS et valider l’exactitude de la 

méthode, une série d’échantillons disponibles dans le commerce et d’autre enrichis 

avec du camphre, du thymol, du menthol et de l’eucalyptol, à différents niveaux de 

concentration a été utilisé pour calculer le RMSEP. A partir des spectres IRTF des 

différents échantillons, les concentrations des terpènes ont été prédites par la 

méthode PLS développée. Les résultats obtenus pour ces composés ont été utilisés 

pour calculer le niveau de récupération de chacun d'eux, en tant qu'indicateur de 

l’exactitude de la méthode proposée.  
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L’évaluation du pourcentage de récupération de la méthode a également 

été considérée comme un second critère pour choisir le meilleur modèle (Annexe 

2, appendice B). Les niveaux de récupération moyens des quatre monoterpènes 

pour le modèle optimisé, se situaient entre 91% et 99% pour le camphre, 105,5% 

et 116,9% pour le thymol, 95% et 108,2% pour le menthol et entre 100,1% et 

107,1% pour l'eucalyptol (tableau 2.5). 

 

Comme le montre le tableau 2.6, l’exactitude obtenue en comparant les 

valeurs prédites avec celles déclarées par le producteur aussi bien pour l’analyse 

des formulations que pour celles enrichis avec des monoterpènes, a entraîné des 

erreurs beaucoup moins importantes lors de la calibration multivariée que celles 

obtenues lors de la calibration univariée, notamment pour le camphre et le menthol. 

Des valeurs de 7,8%, 7,2%, 10%, 4,1% correspondent aux niveaux de précision 

moyens des déterminations indépendantes du camphre, du thymol, du menthol et 

de l'eucalyptol, respectivement  

 

Tableau 2.5 : Exactitude et précision du modèle, PLS-IRTF, pour la détermination 

des monoterpènes (camphre, thymol, menthol et eucalyptol) dans des formulations 

anti-varroa. 

Formulations 

commerciales 

Composé/ Traitement spectral 

Camphre 

Correction 

d’offset 

Thymol 

Soustraction 

d’une droite 

Menthol 

Soustraction 

d’une droite 

Eucalyptol 

Correction 

d’offset 

A 
(95 ± 10)% 

(116,7 ± 

4,3)% 
(95 ± 11)% (100,1 ± 5,1)% 

B 
(99 ± 10)% 

(105,9 ± 

5,0)% 

(102,0 ± 

5,2)% 
(100,3 ± 2,3)% 

C 
(91 ± 4,6)% 

(105,5 ± 

1,0)% 

(108,2 ± 

6,7)% 
(107,1 ± 7,9)% 

Note: concentration de thymol est de 5 mg mL -1 pour les formulations (A) et (B), et de 5; 1,08; 0,24 

et 0,24 mg mL-1 pour thymol, eucalyptol, camphre et menthol dans la troisième formulation (C). 

R% = [(valeur trouvée-valeur présente)/valeur ajoutée]*100. 

R Moy % = (R% ± ε) pour trois mesures indépendantes.  
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Tableau 2.6 : Analyse de camphre, thymol, menthol et eucalyptol par IRTF en utilisant la calibration PLS. 

Note : (a) Valeur présente dans la formulation et valeur ajoutée suite à l’enrichissement, (b) Valeur calculée expérimentalement. 
Erreur (%)= [(valeur trouvée - valeur ajoutée)/ valeur ajoutée]*100. 

Formulations 
Commerciales 

Echantillon 

Composés 

Camphre Thymol Menthol Eucalyptol 

Théoriquea 

(mg mL-1) 

Trouvéeb 

(mg mL-1) 

Erreur 

(%) 

Théorique

(mg mL-1)  

Trouvée 

(mg mL-1) 

Erreur 

(%) 

Théorique

(mg mL-1) 

Trouvée 

(mg mL-1) 

Erreur 

(%) 

Théorique 

(mg mL-1) 

Trouvée 

(mg mL-1) 

Erreur 

(%) 

Échantillon A A1 - - - 2,000 2,142 7,1 - - - - - - 

01 enrichi 0,100 0,088 -12 3,750 4,090 9,1 0,150 0,161 7,3 0,600 0,586 2,3 

A2 - - - 0,500 0,515 3,0 - - - - - - 

02 enrichi 0,080 0,089 11 0,700 0,716 2,3 0,200 0,192 4,0 0,900 0,903 0,3 

02 enrichi 0,200 0,192 4,0 1,500 1,585 5,7 0,180 0,183 1,7 0,700 0,721 3,0 

Échantillon B B1 - - - 2,000 2,016 0,8 - -- - - - - 

03 enrichi 0,150 0,127 15 3,500 3,686 5,3 0,100 0,096 4,0 0,400 0,418 4,5 

B2 - - - 3,000 3,456 15 - - - - - - 

04 enrichi 0,170 0,156 8,2 4,500 5,271 17 0,080 0,084 5,0 0,150 0,152 1,3 

04 enrichi 0,070 0,075 7,1 4,000 4,639 16 0,130 0,108 17 0,550 0,522 5,1 

Échantillon C C1 0,114 0,125 9,6 2,280 2,292 0,5 0,114 0,139 22 0,492 0,450 8,5 

05 enrichi 0,214 0,212 0,9 3,530 3,600 2,0 0,264 0,309 17 0,792 0,793 0,1 

C2 0,049 0,075 53 1,000 1,060 6,0 0,049 0,034 31 0,215 0,207 3,7 

06 enrichi 0,129 0,115 11 1,750 2,039 17 0,230 0,221 3,9 0,315 0,304 3,5 

06 enrichi 0,225 0,242 7,6 2,740 2,910 6,2 0,160 0,188 1 0,835 0,889 6,5 
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2.3.8 Evaluation de la durabilité de la méthode 

Le tableau 2.7 montre que l’utilisation de PLS-IRTF pour la détermination des 

monoterpènes dans les formulations commerciales anti-varroa implique l’utilisation 

d’une quantité totale de 215 mL de CH2Cl2 pour la dilution de l’échantillon et la 

préparation des étalons de calibration, y compris les solutions mères de terpènes, ce 

qui implique des points de pénalité de 3,2 et 13 dus à la consommation de réactifs et 

à la génération de déchets selon la correction proposée pour l'évaluation de l'échelle 

écologique afin de classer une méthode dans le certificat vert (voir la figure 2.8).  

 

On peut donc en conclure que la méthode proposée, avec 83,8 points, est une 

alternative durable à l’utilisation des approches chromatographiques. De plus, la 

quantité de CH2Cl2 peut être réduite et par conséquent la durabilité de la méthode 

pourra s’améliorée grâce à l'utilisation du recyclage en ligne du solvant [105]. 

 

Tableau 2.7 : Calcul des points de pénalité relatifs à la méthode, PLS-IRTF, 

développée.  

 volume (mL) 
Coefficient 

du danger 

Points de 

pénalité 

P.P × Coef. de 

danger 

Réactifs Ch2 Cl2 215 1 3,2 3,2 

Instruments Balance  0 0 0 

 ultrason  /   

 IRTF  0 0 0 

Emissions  0  0  

Déchets  215  13 13 

    

Points de 
pénalité 
totale 

16,2 

% 83,8 
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2.4 Conclusion 

Cette étude a mis en évidence le potentiel de la spectroscopie MIR de transmittance 

pour une détermination directe rapide et simple des monoterpènes dans les 

formulations commerciales utilisées pour le traitement de la varroase sans qu'il soit 

nécessaire d'utiliser une séparation préalable. Les résultats obtenus ont montré que la 

méthode PLS-IRTF développée, utilisant un modèle expérimental simple de 42 

mélanges d’étalons terpéniques pour l’étalonnage, offre une précision et une 

exactitude supérieure à celle de la calibration univariée. De plus, la procédure PLS-

IRTF nécessite moins de temps pour obtenir les résultats que la méthode univariée 

basée sur l'utilisation d'équations proportionnelles et le logiciel disponible simplifie les 

calculs. 

 

D'autre part, l'utilisation d'une cellule à flux IR réduit la manipulation de 

l'échantillon pour les mesures et nécessite un faible volume de solution pour 

enregistrer les spectres IR, avec un bon contrôle des déchets générés. L’approche 

proposée par PLS-IRTF peut donc être considérée comme une méthodologie 

adéquate et alternative durable pour le contrôle de la qualité lors de la production d’une 

formulation commerciale à base de terpène pour le traitement contre le varroa. 

PLS-IRTF 

83,8 

100-90 

89-80 

79-70 

69-55 

54-40 

39-20 

19-0 

Efficacité verte 

Pas d’efficacité verte 

 

83,8 

Figure 2.8 : Certificat vert de la méthode développée pour la détermination des 

terpènes dans des formulations de traitement de varroase par PLS-IRTF. 
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CHAPITRE 3 

IDENTIFICATION DE L’ADULTERATION DES HUILES 

ESSENTIELLES PAR SPECTROSCOPIE INFRAROUGE A 

TRANSFORMEE DE FOURIER 

 

3.1 Introduction 

Les plantes, en particulier les plantes aromatiques, sont connues pour 

leurs avantages potentiels pour la santé humaine en raison de leurs différentes 

propriétés biologiques et organoleptiques [3, 106]. Les huiles essentielles sont des 

produits naturels obtenus à partir de différentes plantes aromatiques contenant 

métabolites secondaires issus de leurs bourgeons, fleurs, feuilles, tiges, graines, 

fruits, racines, bois ou écorce et sont stockés dans des cellules de sécrétion [9, 

107]. 

 

Les huiles essentielles sont extraites par plusieurs méthodes, notamment 

l'expression, l'enfleurage, l'extraction par solvant, l'extraction au dioxyde de 

carbone supercritique, l’extraction assistée par micro-ondes ou par ultrasons [7], 

l’hydrodistillation et l’entrainement à la vapeur. Ces deux dernières étant les 

procédés de distillation les plus fréquemment utilisés. L'analyse de la composition 

de l’huile essentielle est principalement réalisée par chromatographie en phase 

gazeuse (CG) [9]. 

 

Les huiles essentielles sont largement utilisés comme agents 

aromatisants dans les produits alimentaires, les parfumeries, les produits 

pharmaceutiques et cosmétiques et pour leurs activités biocides comme 

bactéricides, virucides et fongicides dans le domaine médical [7, 108]. 

 

L'intérêt des huiles essentielles et leurs composés augmente en raison de 

la forte demande des consommateurs [109]. Le marché des huiles essentielles, en 
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tant que produits naturels, se développe rapidement et génère plusieurs milliards 

de dollars chaque année. Cependant, le prix des produits naturels étant souvent 

beaucoup plus élevé que celui des matériaux synthétique a malheureusement 

entraîné une falsification par des profits malhonnêtes [25, 109]. 

 

Plusieurs facteurs peuvent provoquer une adultération des huiles 

essentielles, par l’ajout de composés synthétiques liés à la composition de l’huile, 

en ajoutant des fractions provenant d’autres huiles essentielles moins chères [110, 

111] ou en ajoutant des diluants sous forme d'huiles végétales, minérales ou 

d’alcool [112]. 

 

Les méthodes d’adultérations peuvent dégrader la qualité de l'huile et 

avoir des effets délétères sur sa consommation. Par conséquent, l'authentification, 

qui est définie pour les produits naturels comme étant exemptes d’adultération au 

sens de l’absence de corps étrangers ou matières étrangères, constitue un sujet 

important pour la protection des consommateurs, y compris pour le contrôle de 

qualité de leur production et est essentielle pour éviter une concurrence déloyale 

susceptible de déstabiliser le marché et perturber les économies des pays 

producteurs [25, 113]. 

 

Différentes méthodes sont utilisées pour détecter l'adultération dans les 

huiles essentielles. Certaines d'entre elles sont recommandées par les 

pharmacopées et les réglementations telles que l'examen organoleptique et les 

analyses physico-chimiques [108, 112]. D'autres sont basées sur l'utilisation de 

techniques chromatographiques instrumentales puissantes. La chromatographie 

en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (CG-SM) a été utilisée 

pour évaluer la qualité des huiles essentielles de bois de santal en évaluant la 

teneur en santadol comme marqueur pour détecter et identifier les adultérants 

[114]. 

 

La chromatographie en phase gazeuse-combustion-spectrométrie de 

masse à rapport isotopique (CG-C-SMRI) a été utilisée pour évaluer les 
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adultérations des huiles essentielles de citron par addition de composés 

synthétiques ou naturels d'origine botanique différente [111]. La chromatographie 

capillaire en phase gazeuse et la spectrométrie de masse à rapport isotopique 

couplée à la chromatographie capillaire en phase gazeuse (CG-SMRI) a été 

utilisée pour l’analyse spécifique à l’origine et le contrôle de l’authenticité des 

huiles essentielles comme celle de la mélisse [110]. D'autre part, il a été démontré 

que les composés non volatils, identifiés dans les huiles essentielles d'agrumes 

(orange, citron, mandarine), testés par chromatographie liquide à haute 

performance (HPLC) offrent une efficacité accrue en tant que marqueurs de 

détection d'adultération [115]. Cependant, toutes les techniques susmentionnées 

sont longues et coûteuses pour identifier la falsification des huiles essentielles 

[25]. 

 

La spectroscopie vibrationnelle qui est considérée comme une technique 

rapide et non destructive, a été utilisée comme méthode de criblage pour la 

caractérisation d’échantillons complexes [8, 116-118]. Cependant, la recherche 

bibliographique que nous avons réalisée a révélé que peu d’études ont exploité la 

spectroscopie infrarouge dans le domaine, proche ou moyen (NIR, MIR), comme 

technique principale pour la détection de l'adultération des huiles essentielles. 

Nous citons par exemple, l'utilisation de la spectroscopie MIR et NIR, en tant que 

méthodes analytiques rapides, offrant des alternatives aux méthodes de 

chromatographie en phase gazeuse, pour le contrôle de qualité des huiles 

essentielles de géranium [119] et de santal [120] et pour l’évaluation de l’huile 

essentielle d’eucalyptus [121]. 

 

Pour les raisons susmentionnées, la présente étude propose la 

spectroscopie NIR et MIR comme méthodes principales et approches simples 

pouvant être employées par de jeunes laboratoires de contrôle pour la détection 

de l’adultération des huiles essentielles. Les deux techniques ont été comparées 

pour montrer leur potentiel en tant que méthodologies directes dans la détection 

de l’adultération d’huiles essentielles pour un grand nombre d’échantillons 

disponibles sur le marché. 
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3.2 Partie expérimentale 

3.2.1 Matériel 

Les différentes espèces végétales sélectionnées dans cette étude sont 

représentatives des espèces les plus utilisées par les consommateurs et les plus 

disponibles sur les marchés algériens et espagnols. Elles ont été identifiées par Dr 

Metai du département des sciences agronomiques, faculté des sciences de la 

nature et de la vie, université Blida 1. 

 

Trente-deux (32) espèces végétales, de douze différentes familles 

(Anacardiaceae, Apiaceae, Astraceae, Géraniacées, Cupressacées, Lamiacées, 

Lauracées, Mytracées, Pinacées, Pipéracées, Rutacées et Zingibéracées), 

indiquées dans l’appendice C. Pimpinella anisum L. (Anis, P.a.1), Apium 

graveolens L. (Céleri, A.g.1), Foeniculum vulgare Mill. (Fenouil, F.v.1), Carum 

carvi L. (Carvi, C.c.1), Cuminum cyminum L. (Cumin, C.cy.1), Cinnamomum 

cassia (Cannelle, C.ca.1), Petroselenium crispum (Persil, P.c.1), Artemisia herba-

alba (Armoise blanche, A.h.1), Thymus vulgaris (Thym, T.v.1), Melissa officinalis 

(Melisse, M.o.1 ), Ruta montana L. (Rue, R.m.1), Syzygium aromaticum L. (Clous 

de girofle, S.a.1), Piper nigrum L. (Poivre noir, P.n.1) et Curcuma longa L. 

(Curcuma, C.lo.1), Zingiber officinale (Gingembre, Z.o.1) ont été achetées sur le 

marché local (Blida, Algérie). Les autres espèces végétales sont Matricaria 

chamomilla L. (Camomille, M.ch.1), Laurus nobilis L. (Laurel, L.n.1), Pelargonuim 

graveolens (Géranium, P.g.1), Cupressus sempervirens (Cyprès, C.s.1), 

Juniperus communis L. (Genévrier, J.c.1), Lavandula angustifolia Mill. (Lavande, 

L.a.1), Mentha piperita (Menthe de poivrée, M.p.1), Mentha spicata L. (Menthe 

verte, M.s.1), Romarinus officinalis (Romarin, R.o.1), Salvia officinalis (Sauge, 

S.o.1), Eucalyptus globulus (Eucalyptus, E.g.1), Myrtus communis L. (Myrte, 

M.c.1), Pinus halepensis (Pin d'alep, P.h.1), Pistacia lentiscus L. (Lentisque, P.l.1), 

Citrus limon L. (Citron, C.l.1), Citrus reticulate (Mandarine, C.r.1) et Citrus sinensis 

(Orange, C.si.1), ont été Récoltées à la main de différents endroits de l'Algérie, 

triées pour enlever les épiphytes, séchées à l’ombre et stockées à l’abri de la 

lumière.  
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(70) échantillons d’huiles essentielles commerciales, des échantillons des 

trente-deux (32) espèces végétales étudiées ont été achetées sur les marchés 

locaux de (Blida, Algérie) et de (Valence, Espagne). 

 

L'huile végétale (huile de tournesol) a été achetée sur un marché local de 

(Valence, Espagne) alors que l'huile de vaseline a été obtenue auprès de 

PanReac (Barcelone, Espagne). 

 

3.2.2 Appareillage et méthodes 

3.2.2.1 Extraction des huiles essentielles 

Deux différentes méthodes d'extraction ont été utilisées dans ce travail 

pour obtenir les huiles essentielles pures. Le choix de la méthode d’extraction la 

plus appropriée est lié notamment à la nature thermosensible, à la difficulté 

d'obtention de certaines espèces aromatiques et au faible rendement de quelques 

autres.  

 

 Extraction par hydrodistillation 

Les huiles essentielles des espèces, P. anisum L., A. graveolens L., F. 

vulgare Mill., C. carvi L., C. cyminum L., P. nigrum L., C. longa L., P. crispum, A. 

herba-alba, T. vulgaris, R. montana L., L. nobilis L., M. spicata L., M. officicnalis, 

M. chamomilla L., Z. officinale,  ont été extraites par hydrodistillation pendant 3 

heures en utilisant Clevenger comme système de recyclage de la phase aqueuse. 

Le procédé consiste à immerger la matière végétale dans un ballon de 2 litres 

remplie d’eau jusqu’au deux tiers de son volume. Les vapeurs chargées des 

composés volatiles passent au réfrigérant, où aura lieu la condensation, à travers 

le tube verticale de Clevenger. Les gouttelettes produites s’accumulent dans le 

tube rempli au préalable d’eau et surnage sur la surface. En raison de la 

différence de densité des deux espèces S. aromaticum L. and C. cassia, ces deux 

dernière ont été soumises à une hydrodistillation classique où l’huile essentielle 

entrainée par la vapeur se condense directement dans le réfrigérant ensuite le 

distillat est récupéré dans une ampoule à décanter La quantité d’huile essentielle 

récoltée est conservée dans l’obscurité à 4˚C jusqu’à l’analyse. 
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 Extraction par entrainement à la vapeur d’eau 

Les échantillons des huiles essentielles des espéces, P. graveolens L., E. 

globulus, C. semperviens, J. communis L., L. angustifolia Mill., M. piperita, R. 

officinalis, S. officinalis, C. limon L., C. sinensis L., C. reticulate L., M. communis 

L., P. halepensis et P. lentiscus L., ont été obtenus par un système d’extraction 

par entrainement à la vapeur d’eau industriel de la société des huiles essentielle 

«Extral Bio» (Blida, Algérie). La méthode est basée sur le passage de la vapeur 

d’eau à travers la matière végétale placée sur une grille perforée provoquant 

l’entrainement des composés volatiles. Ces dernier sont condensés dans le 

réfrigérant et le distillat est récupéré dans un vase de décantation. La quantité 

d’huile essentielle récoltée est conservée dans l’obscurité à 4˚C jusqu’à l’analyse. 

 

3.2.2.2 Analyse par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier 

(IRTF) 

3.2.2.2.1 Proche infrarouge (NIR-TF) 

Un spectrophotomètre proche infrarouge à transformée de Fourier (NIR-

TF) modèle Analyseur multi-usages (MPA) de marque Bruker (Brême, Allemagne) 

a été utilisé pour enregistrer les spectres de NIR-TF dans l’intervalle de nombre 

d’ondes 14000-3500 cm-1. Cet instrument est équipé d'une source NIR, d'un 

séparateur de faisceau en quartz et d'un détecteur PbS. Le logiciel OPUS (version 

6.5) de Bruker a été utilisé pour le contrôle des mesures et le traitement des 

spectres. 

 

Le travail a été réalisé en transférant directement les échantillons d'huile 

dans des flacons cylindriques en verre de 1 mL et un diamètre interne de 6 mm. 

Les spectres ont été obtenus en mode absorption en accumulant 50 scans par 

spectre, avec une résolution de 4 cm -1. Le spectre du background a été acquis, 

dans les mêmes conditions instrumentales, à partir d'un spectre d'un flacon en 

verre vide. 
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3.2.2.2.2 Moyen infrarouge (MIR-TF) 

Pour les mesures dans le domaine spectral moyen infrarouge, un 

spectrophotomètre moyen infrarouge à transformée de Fourier (MIR-TF), modèle 

Tensor 27 de marque Bruker (Brême, Allemagne), équipé d'un détecteur DLaTGS 

(Deuterated lanthanum α-alanine-doped triglycine sulphate) a été utilisé. L’analyse 

a été réalisée en mode de réflexion totale atténuée (ATR) en utilisant un 

accessoire DuraSampleIR avec une plaque diamantée à neuf reflets/ZnSe 

DuraDisc de Smiths Detection Inc (Warrintong, Royaume-Uni). Les spectres ATR-

MIR-TF ont été enregistrés dans la gamme spectrale entre 4000 et 550 cm-1 en 

accumulant 50 scans par spectre, avec une résolution de 4 cm-1. Pour le contrôle 

des mesures et l'acquisition des données, le logiciel OPUS (version 6.5) de Bruker 

a été considéré. 

 

Le travail a été réalisé en plaçant dix microlitres (10 μL) de chaque 

échantillon d'huile directement sur la cellule cristalline (ATR) recouverte d'une 

couverture en verre pour éviter l'évaporation de l'échantillon. Le spectre du 

background a été acquis, dans les mêmes conditions instrumentales, à partir du 

cristal ATR qui est nettoyé immédiatement avant l'acquisition du spectre de 

chaque échantillon. 

 

 

Figure 3.1 : Spectrophotomètre NIR-TF. 
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3.3 Résultats et discussion 

3.3.1 Spectres NIR-TF des huiles essentielles pures 

Les spectres de transmission NIR-TF des huiles essentielles pures 

obtenues par hydrodistillation et entrainement à la vapeur sont représentés sur les 

figures (3.3, 3.4). Comme on peut le voir, les spectres des huiles essentielles 

analysées sont dominés par des harmoniques et différentes combinaisons de 

C─H. 

 

L'absorbance de certaines de ces bandes est associée aux deuxièmes 

harmoniques des vibrations d'élongation de C─H dans les composés aromatiques 

et le groupement ─CH3 autour de 8770 et 8409 cm-1, respectivement. Quelques 

huiles telles que l’huile de T. vulgaris (Thym) et de P. crispum (Persil) présentent 

une bande à 7057 cm-1 qui correspond à la combinaison de C─H d’un composé 

aromatique.  

 

L’huile de clous de girofle présente également une bande intense à 6911 

cm-1 relative aux bandes de combinaison de C─H d’un composé aromatique 

tandis que dans la région spectrale entre 6200 et 6063 cm-1, la majorité des 

spectres des huiles essentielles telles que huiles de F. vulgare Mill. (Fenouil), C. 

 

 

B 

A 

Figure 3.2 : (A) Spectrophotomètre MIR-TF, (B) module ATR.  
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sinensis (Orange), S. officinalis (Sauge), M. spicata L. (Menthe verte), carvi L. 

(Carvi), Z. officinale (Gingembre) présentent des bandes correspondant au 

premier harmonique des vibrations d'élongation de C─H dans le groupement 

=CH2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.3 : Spectres NIR-TF des huiles essentielles pures extraites par 

hydrodistillation: (M.ch.1) M. chamomilla L.; (A.g.1) A. graveolens L.; (C.ca.1) C. 

Cassia; (L.n.1) L. nobilis L.; (R.m.1) R. montana L.; (F.v.1) F. vulgare; (T.v.1) T. 

vulgaris; (P.a.1) P. anisum; (P.c.1) P. crispum; (C.lo.1) C. long; (S.a.1) S. 

aromaticum L.; (Z.o.1) Z. officinale; (M.o.1) M. officinalis; (M.s.1) M. spicata L.; 

(A.h.1) A. herba-alba; (P.n.1) P. nigrum L.; (C.cy.1) C. cyminum L. et (C.c.1) C. 

carvi L. 

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles considérées. 
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Comme on peut constater, tous les spectres montrent des bandes 

intenses dans la région entre 6044 et 5400 cm-1 qui sont liées au premier 

harmonique des vibrations d'élongation de C─H dans les groupements ─CH2, 

─CH3. D’autres bandes autour de 5240 cm-1 correspondent à la deuxième 

harmonique des vibrations d’élongation du groupement C=O présent dans 

quelques huiles essentielles telles que A. herba-alba (Armoise), M. officinalis 

(Mélisse), C. cyminum L. (Cumin), carvi L. (Carvi), S. aromaticum L. (Clous de 

girofle), L. angustifolia Mill. (Lavande) et L. nobilis L. (Laurier).  
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Figure 3.4 : Spectres NIR-TF des huiles essentielles pures extraites par 

entrainement à la vapeur d’eau: (C.l.1) C. limon; (C.r.1) C. reticulata L.; (C.s.1) C. 

semperviens L.; (J.c.1) J. communis L.; (P.h.1) P. halepensis; (E.g.1) E. globulus; 

(C.si.1) C. sinensis L.; (M.c.1) M. communis L.; (R.o.1) R. officinalis; (L.a.1) L. 

angustifolia; (M.p.1) M. piperita; (P.g.1) P.gravelens; (P.l.1) P. lentiscus L. et 

(S.o.1) S. officinalis.  

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles considérées. 
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3.3.2 Spectres NIR-TF des huiles essentielles commerciales 

Les figures 3.5 (A-B), 3.6, 3.7 et 3.8 représentent les spectres NIR-TF des 

échantillons commerciaux d'huiles essentielles des espèces végétales 

sélectionnées, obtenus dans les mêmes conditions spectrales que les huiles 

essentielles pures, dans la région comprise entre 14000 et 3500 cm-1. Chaque 

figure susmentionnée regroupe un ensemble d’huiles commerciales ayant la 

même allure spectrale contrairement aux huiles essentielles pures obtenues par 

hydrodistillation et entrainement à la vapeur d’eau.  

 

Les figures 3.5A, 3.5B assemblant le premier groupe d’échantillons 

commerciaux, montrent que certains échantillons présentent une bande 

d'absorption principale à 8266 cm-1 qui correspond au deuxième harmonique des 

vibrations d'élongation de C─H tandis que celles à 7187 et 7077 cm-1 sont dues à 

la bande combinée de C─H du groupement ─CH2. Les pics à 5798 et 5679 cm-1 

proviennent du premier harmonique des vibrations d'élongation de C─H dans les 

groupements ─CH2 et ─CH3. D'autres pics à 4660 cm-1 sont associés à des 

bandes combinées de vibrations d'élongation de C─H et C=O. Ces bandes, 

présentes dans différents échantillons, pourraient confirmer la présence d'un 

composé ajouté. 

 

Sur la figure 3.6, les spectres NIR-TF d'un deuxième groupe d'échantillons 

commerciaux sont dominés par une bande d'absorption intense à 8256 cm-1, qui 

résulte du deuxième harmonique de l'élongation de C─H dans le groupement 

─CH2, d’autres à 7187 et 7077 cm-1 sont associés aux bandes de combinaison 

des bandes d'élongation de C─H dans le groupement ─CH2. Les pics à 5798 et 

5673 cm-1 correspondent au premier harmonique de l'élongation de C─H dans le 

groupement ─CH2. De la même manière qu’auparavant, ces bandes pourraient 

démontrer la présence d'un composé ajouté aux huiles essentielles. 
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Figure 3.5A: Spectres NIR-TF des différentes huiles essentielles commerciales: 

[(P.a.2); (P.a.3)] P. anisum; (A.h.2) A. herba-alba; [(M.ch.3), (M.ch.4)] M. 

chamomilla L.; [(C.ca.2), (C.ca.3)] C. cassia; [(C.c.2), (C.c.3)] C. carvi L.; [(C.l.3), 

(C.l.4)] C. limon L.; [(C.cy.2), (C.cy.3)] C. cyminum L.; (S.a.2) S. aromaticum L.; 

[(C.lo.2),(C.lo.3)] C. longa; [(C.s.2), (C.s.3)] C. semperviens; (E.g.4) E. globules; 

(F.v.2) F. vulgare; (J.c.3) J. communis L. et [(Z.o.2), (Z.o.3)] Z. officinale.  

Figure insérée: spectre de l’huile de tournesol. 

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles considérées. 
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Figure 3.5B : Spectres NIR-TF des différentes huiles essentielles commerciales: 

(M.c.2) M. communis L.; [(L.a.4), (L.a.5)] L. angustifolia Mill.; [(P.l.2), (P.l.3), 

(P.l.4)] P. lentiscus L.; (M.o.2) M. officinalis; [(M.p.2), (M.p.3)] M. piperita; 

[(M.s.3), (M.s.4)] M. spicata L.; [(P.c.2), (P.c.3)] P. Crispum; [(P.h.2), (P.h.3)] P. 

halepensis; (P.n.2) P. nigrum L.; [(R.o.4), (R.o.5)] R. officinalis; [(R.m.2), (R.m.3)] 

R. montana; [(S.o.4), (S.o.5)] S. officinalis et (T.v.4) T. vulgaris.  

Figure insérée: Spectre de l’huile de tournesol. 
Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles 

considérées. 
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Les spectres des huiles essentielles commerciales suivantes: S. 

aromaticum L. (Clous de girofle), C. cassia (Cannelle), Z. officinale (Gingembre) 

représentés dans la figure 3.7, montrent la présence d’autres bandes d’absorption 

qui sont différentes de celles des huiles essentielles pures et de celles retrouvées 

dans le premier et le deuxième groupe des échantillons commerciaux. 
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Figure 3.6 : Spectres NIR-TF des différentes huiles essentielles commerciales: 

(M.ch.2) M. chamomilla L.; (A.g.2) A. graveolens L.; (C.l.2) C. limon L.; (E.g.2) E. 

globulus; (J.c.2) J. communis L.; (L.n.2) L. nobilis; [(L.a.2), (L.a.3)] L. angustifolia 

Mill.; (C.r.2) C. reticulata L.; (M.s.2) M. spicata L.; (C.si.2) C. sinensis L.; [(R.o.2), 

(R.o.3)] R. officinalis; [(S.o.2), (S.o.3)] S. officinalis et [(T.v.2), (T.v.3)] T. vulgaris. 

Figure insérée: spectre de la Vaseline pure. 

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles 

considérées. 
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Ces échantillons présentent des bandes d’absorption à 8442 et 8236 cm-1 

qui correspondent au second harmonique des vibrations d'élongation de C─H 

dans les groupements ─CH2 et ─CH3. Des faibles pics à 7379 et 7263 cm-1 

correspondent à la combinaison des bandes d’élongation de C─H dans les 

groupements ─CH3 et ─CH2, respectivement. Des bandes larges situées à 6709 et 

6335 cm-1 sont associées à l’élongation de N─H. D’autres bandes à 5941 et 5897 

cm-1 sont associées au premier harmonique de l'élongation de C─H dans les 

composés aromatiques et dans le groupement ─CH3, respectivement. Cependant 

celles à 5775 et 5677 cm-1résultent de la présence du premier harmonique de 

l'élongation de C─H dans le groupement ─CH2. Une bande à 5192 cm-1 

représente le deuxième harmonique d’élongation de C=O dans le groupement 

CONH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dans le même ordre d’idée, la figure 3.8 illustre les spectres des huiles 

essentielles commerciales suivantes: T. vulgaris (Thym), P. graveolens 

(Géranium), M. spicata L. (Menthe verte) et E. globulus (Eucalyptus), présentant 

de fortes similitudes avec les huiles essentielles pures (figures 3.3, 3.4), pour les 
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Figure 3.7 : Spectres NIR-TF des différentes huiles essentielles commerciales: 

(C.ca.4) C. cassia; (S.a.3) S. aromaticum L. et (Z.o.4) Z. officinale.  

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles considérées. 
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principales bandes de vibrations caractéristiques. On peut donc conclure que les 

solvants sont absents dans les échantillons commerciaux susmentionnés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.3 Spectres ATR-MIR-TF des huiles essentielles pures 

Les figures 3.9 et 3.10 montrent les spectres ATR-MIR-TF des huiles 

essentielles pures extraites par hydrodistillation et entrainement à la vapeur 

respectivement, dans le domaine spectral entre 4000 et 550 cm-1.  

 

On peut observer sur ces figures la présence des bandes de vibrations 

caractéristiques de chaque huile essentielle, qui semblent appropriées pour leur 

identification en fonction de la présence de composés principaux. Les absorptions 

autour de 3400 cm-1 sont dues aux vibrations du groupe hydroxyle (OH) qui est 

présent dans certains spectres d'huiles essentielles tels que M. piperita (Menthe 

poivrée) et T. vulgaris (Thym) et R. officinalis (Romarin). 

 

Les spectres montrent aussi des bandes intenses dans la région entre 

2935 et 2850 cm-1 qui correspondent aux groupes ─CH2 et ─CH3. D’autres 
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Figure 3.8 : Spectres NIR-TF des différentes huiles essentielles commerciales: 

(E.g.3) E. globulus; (P.g.2) P. gravelens; (M.p.4) M. piperita et (T.v.5) T. vulgaris. 
Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles considérées. 
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bandes intenses étaient associées au groupe carbonyle (C=O) présent dans les 

esters, aldéhydes ou cétones. On peut remarquer la présence de ce groupement 

fonctionnel dans les huiles essentielles de C. cyminum L. (Cumin) et de C. carvi L. 

(Carvi) à 1741 et 1679 cm-1 pour le cumin-aldéhyde et la carvone, respectivement. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.9 : Spectres ATR-MIR-TF des huiles essentielles pures extraites par 

hydrodistillation: (P.a.1) P. anisum; (C.cy.1) C. cyminum L.; (S.a.1) S. 

aromaticum L.; (T.v.1) T. vulgaris; (C.ca.1) C. Cassia; (P.c.1) P. crispum; (R.m.1) 

R. montana L.; (P.n.1) P. nigrum L.; (F.v.1) F. vulgare; (L.n.1) L. nobilis L.; 

(C.lo.1) C. long; (M.s.1) M. spicata L.; (M.ch.1) M. chamomilla L.; (Z.o.1) Z. 

officinale; (A.h.1) A. herba-alba; (M.o.1) M. officinalis; (C.c.1) C. carvi L. et 

(A.g.1) A. graveolens L. 
Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles 

considérées. 
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On peut également observer l'absorbance du groupement fonctionnel 

alcène (C=C) autour de 1600 cm-1. D'autres bandes importantes correspondent 

aux vibrations du noyau aromatique au nombre d'onde autour de 1500 cm-1 

observées pour P. anisum L. (Anis), T. vulgaris (Thym) et S. aromaticum L. (Clous 

de girofle).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.10 : Spectres ATR-MIR-TF des huiles essentielles pures extraites par 

entrainement à la vapeur d’eau: (P.g.1) P. gravelens; (R.o.1) R. officinalis; (P.h.1) 

P. halepensis; (C.s.1) C. semperviens; (M.p.1) M. piperita; (L.a.1) L. angustifolia; 

(E.g.1) E. globulus; (S.o.1) S. officinalis; (P.l.1) P. lentiscus L.; (J.c.1) J. communis 

L.; (C.r.1) C. reticulata L.; (C.si.1) C. sinensis L.; (C.l.1) C. limon L. et (M.c.1) M. 

communis L. 

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles considérées. 
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3.3.4 Spectres ATR-MIR-TF des huiles essentielles commerciales 

Les figures 3.11 (A-B), 3.12, 3.13 et 3.14 montrent les spectres ATR-MIR-TF 

d'échantillons commerciaux d'huiles essentielles des espèces végétales 

sélectionnées pour cette étude, obtenus dans les mêmes conditions spectrales 

que celles extraites à l'état pure dans la région comprise entre 4000 et 550 cm-1. Il 

ya lieu de noter que chaque figure regroupe un ensemble de spectres présentant 

des similitudes au niveau des bandes caractéristiques. L’analyse de ces spectres 

nous a permis de les classer en trois principaux types.  

 

Le premier type de spectres est regroupé dans les figures 3.11 A et 3.11 B 

présentant une allure complètement différentes des spectres des huiles pures 

(Figures 3.8, 3.9) en montrant des bandes caractéristiques à 3010 cm-1, ce qui est 

dues à la présence de liaisons =C─H aromatiques, à 2924 et 2854 cm-1 

correspondant aux bandes d'élongation C─H symétriques et antisymétriques 

d'alcanes, une bande forte à 1747 cm-1 correspondant à la vibration d'élongation 

du carbonyle C=O. Un fort chevauchement de bandes a été observé dans la 

région entre 1335 et 970 cm-1, avec une absorbance maximale à 1161 cm-1. Suite 

à cela, on peut conclure que tous ces échantillons pourraient avoir été dilués avec 

le même solvant.  

 

La figure 3.12 montre un deuxième type de spectres d'échantillons 

d'huiles essentielles commerciales dont l’allure est aussi différente que celles des 

huiles essentielles pures et caractérisés par l’absence de la bande 

correspondante à la vibration d'élongation du carbonyle C=O qui était spécifique 

des spectres des 3.11A et 3.11B. Pour cette série de spectres, les bandes les plus 

intenses se situaient à 2952, 2921 et 2852 cm-1, associées à l'élongation de C─H 

de ─CH3 symétrique, ─CH2 antisymétrique et ─CH2 symétrique, respectivement. 

La bande observée à 1460 cm-1 correspond aux vibrations d’élongation de C─H 

de ─CH2 et ─CH3 des groupements aliphatiques. D'autres bandes apparaissent à 

1377 et 721 cm-1 liées aux vibrations de déformation de C─H des groupes ─CH2 

et ─CH3. Une fois encore, le fait que différents échantillons d'huiles essentielles 

puissent fournir de fortes similarités entre les bandes les plus intenses pourrait 
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mettre en évidence la présence d'un composé ajouté ou d'un solvant utilisé 

comme diluant d'échantillon. 
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Figure 3.11A : Spectres ATR-MIR-TF des différentes huiles essentielles 

commerciales: [(P.a.2), (P.a.3)] P. anisum; (A.h.2) A. herba-alba; [(M.ch.3), 

(M.ch.4)] M. chamomilla L.; [(C.ca.2), (C.ca.3)] C. cassia; [(C.c.2), (C.c.3)] C. 

carvi L.; [(C.l.3), (C.l.4)] C. limon L.; [(C.cy.2), (C.cy.3)] C. cyminum L.; (S.a.2) S. 

aromaticum L.; [(C.lo.2),(C.lo.3)] C. longa; [(C.s.2), (C.s.3)] C. semperviens; 

(E.g.4) E. globules; (F.v.2) F. vulgare; (J.c.3) J. communis L. et [(Z.o.2), (Z.o.3)] 

Z. officinale.  

Figure insérée : Spectre de l’huile de tournesol. 

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles 

considérées. 
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Figure 3.11B : Spectres ATR-MIR-TF des différentes huiles essentielles 

commerciales: (M.c.2) M. communis L.; [(L.a.4), (L.a.5)] L. angustifolia Mill.; 

[(P.l.2), (P.l.3), (P.l.4)] P. lentiscus L.; (M.o.2) M. officinalis; [(M.p.2), (M.p.3)] M. 

piperita; [(M.s.3), (M.s.4)] M. spicata L.; [(P.c.2), (P.c.3)] P. crispum; [(P.h.2), 

(P.h.3)] P. halepensis; (P.n.2) P. nigrum L.; [(R.o.4), (R.o.5)] R. officinalis; 

[(R.m.2), (R.m.3)] R. Montana; [(S.o.4), (S.o.5)] S. officinalis et (T.v.4)T. vulgaris.  

Figure insérée : Spectre de l’huile de tournesol.  

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles considérées. 
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La figure 3.13 présentée ci-dessous montre la présence d’un troisième 

groupe d’échantillons à savoir: S. aromaticum L. (Clous de girofle), C. cassia 

(Cannelle), Z. officinale (Gingembre). On peut observer une similitude entre les 

Figure 3.12 : Spectres ATR-MIR-TF des différentes huiles essentielles 

commerciales: (M.ch.2) M. chamomilla L.; (A.g.2) A. graveolens L.; [(C.l.2) C. 

limon L.; (E.g.2) E. globulus; (J.c.2) J. communis L.; (L.n.2) L. nobilis; [(L.a.2), 

(L.a.3)] L. angustifolia Mill.; (C.r.2) C. reticulata L.; (M.s.2) M. spicate; (C.si.2) C. 

sinensis L.; [(R.o.2), (R.o.3)] R. officinalis, [(S.o.2), (S.o.3)] S. officinalis et 

[(T.v.2), (T.v.3)] T. vulgaris.  

Figure insérée : Spectre de la Vaseline pure. 
Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles considérées. 
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spectres de ces échantillons qui sont différents des spectres des huiles 

essentielles pures et qui montrent la présence éventuelle d’un solvant commun. 

 

Les échantillons présentent une large bande à 3330 cm-1 qui est due 

probablement à un chevauchement entre l’élongation de N─H pour les composés 

aminés et l’élongation d’O─H pour les composés aromatiques. Des bandes à 

2971, 2927 et 2879 cm-1 sont associées à l’élongation de C─H de ─CH3 

symétrique, ─CH2 antisymétrique et ─CH2 symétrique. Un autre chevauchement 

de bandes a été observé dans la région entre 1456 et 1232 cm-1. Des bandes 

apparaissent à 1136, 1076 et 1040 cm-1 correspondent à l’élongation de C─O 

tandis que celles à 990, 920 et 838 cm-1 sont liées aux vibrations de déformation 

de C─H. Une faible bande à 803 cm-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Concernant les spectres des échantillons d’huile essentielle commerciale, 

T. vulgaris (Thym), P. gravelens (Géranium), M. piperita (Menthe poivrée), E. 

globulus (Eucalyptus) résumés sur la figure 3.14, on peut voir la similitude 

spectrale avec ceux des huiles pures pour la même espèce de plante et qui sont 
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803 

Figure 3.13 : Spectres ATR-MIR-TF des différentes d’huiles essentielles 

commerciales: (C.ca.4) C. cassia, (S.a.3) S. aromaticum L. et (Z.o.4) Z. officinale.  
Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles considérées. 
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extraites par hydrodistillation ou par entrainement à la vapeur d’eau rapportés 

dans les figures 3.9 et 3.10. On peut conclure dans ce cas que la possibilité 

d’ajout de solvants dans les échantillons commerciaux susmentionnés est écartée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.5 Evaluation des huiles commerciales basée sur la comparaison 

de leurs spectres NIR-TF et ATR-MIR-TF avec ceux des huiles 

essentielles pures 

Les huiles essentielles dépendent fortement de la nature et de l’origine 

des plantes spécifiques utilisées pour leur obtention et ainsi dans de nombreux 

cas, les huiles de différentes parties de plantes ou d’origine géographique ne sont 

pas identiques dans leur composition chimiques ni dans leurs spectres IR. 

Cependant, des similarités entre la plupart des spectres NIR (figures 3.5A et 3.5B) 

et MIR (figures 3.11A et 3.11B) correspondant aux différents échantillons d'huiles 

essentielles commerciales considérés dans cette étude ont été observées. Cette 
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Figure 3.14 : Spectres ATR-MIR-TF des différentes huiles essentielles 

commerciales: (T.v.5) T. vulgaris; (M.p.4) M. piperita; (P.g.2) P. gravelens et 

(E.g.3) E. globulus. 

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles considérées. 
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similitude de spectres ne peut être interpréter que par la présence d’un solvant 

commun dans ce premier groupe d’échantillons.  

 

En ce qui concerne le deuxième groupe d’échantillons commerciaux 

(figures 3.6 et 3.12 pour les spectres NIR-TF et ATR-MIR-TF respectivement), les 

bandes les plus intenses pourraient être attribuées à la présence d’un alcane 

comme solvant potentiellement commun. Par contre pour le troisième groupe 

d’échantillons commerciaux, le solvant ajouté n’a pas pu être déterminé. 

 

3.3.6 Identification des solvants dans les huiles essentielles 

commerciales 

Il reste important dans cette étude, l’identification des solvants ajoutés aux 

huiles commerciales. Pour cela, les spectres NIR-TF et ATR-MIR-TF de différents 

solvants ont été obtenus dans les mêmes conditions expérimentales. Ainsi, il a été 

reconnu que l’huile de tournesol a été ajoutée au premier type d’échantillons 

commerciaux (Voir la figure insérée sur les figures 3.5A, 3.5B et 3.11A, 3.11B 

pour les analyses NIR et MIR, respectivement), alors que pour le deuxième type 

d’échantillons, l’huile de vaseline a été ajoutée (Voir la figure insérée sur les 

figures 3.6 et 3.12 pour les spectres NIR-TF et ATR-MIR-TF, respectivement). 

 

A titre d'exemple, les figures 3.15 et 3.16 comparent les quatre 

échantillons commerciaux d'huile de lavande à leur huile essentielle pure 

correspondante. Il a été observé que les quatre échantillons commerciaux ont été 

adultérés par la dilution de l’huile essentielle pure par une huile végétale ou 

minérale ou par l’ajout de certains principaux terpènes constituants l’huile 

essentielle de l’espèce L. angustifolia Mill. (Lavande). 

 

Des conclusions similaires pourraient être faites pour des échantillons 

suite à la détection d’une contribution importante des bandes d'huile diluante et ce, 

en comparant les bandes principales des spectres NIR-TF et ATR-MIR-TF des 

huiles essentielles pures et des échantillons commerciaux, (voir les figures 3.3, 
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3.4 et 3.9, 3.10 et les comparer avec les figures 3.5 (A-B), 3.6, 3.7 et 3.11 (A-B), 

3.12, 3.13, respectivement).  
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Figure 3.15 : Spectres NIR-TF des huiles essentielles de la lavande (L. 

angustifolia Mill.), pure (L.a.1) et commerciales (L.a.2), (L.a.3), (L.a.4) et (L.a.5).  

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles considérées. 
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Figure 3.16 : Spectres ATR-MIR-TF des huiles essentielles de la lavande (L. 

angustifolia Mill.), pure (L.a.1) et commerciales (L.a.2), (L.a.3), (L.a.4) et (L.a.5).  

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles considérées. 
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Effectivement, les résultats confirment la parfaite concordance des 

réponses spectrales NIR et MIR pour l’identification de l’adultération des huiles 

essentielles commerciales. Les données résumées dans le tableau 3.1 montrent 

que pratiquement tous les échantillons commerciaux considérés correspondent à 

des dilutions avec de l'huile végétale ou de l'huile minérale. Seulement trois 

échantillons commerciaux indiquent dilutions par un solvant mais non identifié 

dans cette étude. Quatre échantillons commerciaux pourraient être attribués à des 

huiles essentielles non diluées, démontrant ainsi que la commercialisation d'huiles 

essentielles diluées, plutôt que d'huiles essentielles pures, est une pratique 

étendue dans le marché. 

 

Tableau 3.1 : Concordance des spectroscopies NIR-TF et MIR-TF pour la 

detection de la présence d’un solvant dans les échantillons commerciaux utilisés 

dans cette étude. 

Espèce végétale Echantillon NIR-TF MIR-TF 

Pimpinella anisum 

P.a.1 pure pure 

P.a.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

P .a.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Apium graveolens L. 
A.g.1 pure pure 

A.g.2 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

Foeniculum vulgare 
F.v.1 pure pure 

F.v.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Carum carvi L. 

C.c.1 pure pure 

C.c.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

C.c.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Cuminum cyminum L. 

C.cy.1 pure pure 

C.cy.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

C.cy.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Petroselenium Crispum 

P.c.1 pure pure 

P.c.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

P.c.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Artemisia herba-alba 
A.h.1 pure pure 

A.h.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

 



126 

Tableau 3.1 (suite) 

Espèce végétale Echantillon NIR-TF MIR-TF 

Matricaria chamomilla L. 

M.ch.1 pure pure 

M.ch.2 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

M.ch.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

M.ch.4 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Pelargonuim graveolens 

P.g.1 pure pure 

P.g.2 
huile commerciale non 

diluée 

huile commerciale non 

diluée 

Cupressus semperviens 

C.s.1 pure pure 

C.s.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

C.s.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Juniperus communis L. 

J.c.1 pure pure 

J.c.2 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

J.c.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Lavandula angustifolia 

Mill. 

L.a.1 pure pure 

L.a.2 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

L.a.3 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

L.a.4 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

L.a.5 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Mentha piperita 

M.p.1 pure pure 

M. p2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

M.p.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

M.p.4 
huile commerciale non 

diluée 

huile commerciale non 

diluée 

Mentha spicata L. 

M.s.1 pure pure 

M.s.2 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

M.s.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

M.s.4 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Melissa officinalis 
M.o.1 pure pure 

M.o.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Laurus nobilis L. 
L.n.1 pure pure 

L.n.2 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 
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Tableau 3.1 (suite) 

Espèce végétale Echantillon NIR-TF MIR-TF 

Ruta montana L. 

R.m.1 pure pure 

R.m.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

R.m.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Rosmarinus officinalis 

R.o.1 pure pure 

R.o.2 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

R.o.3 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

R.o.4 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

R.o.5 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Salvia officinalis 

S.o.1 pure pure 

S.o.2 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

S.o.3 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

S.o.4 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

S.o.5 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Thymus vulgaris 

T.v.1 pure pure 

T.v.2 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

T.v.3 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

T.v.4 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

T.v.5 
h. commerciale non 

diluée 

h. commerciale non 

diluée 

Cinnamomum cassia 

C.ca.1 pure pure 

C.ca.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

C.ca.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

C.ca.4 solvant non déterminé solvant non déterminé 

Eucalyptus globulus 

E.g.1 pure pure 

E.g.2 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

E.g.3 
huile commerciale non 

diluée 

huile commerciale non 

diluée 

E.g.4 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Myrtus communis L. 
M.c.1 pure pure 

M.c.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Syzygium aromaticum L. 
S.a.1 pure pure 

S.a.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 
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Tableau 3.1 (suite) 

Espèce végétale Echantillon NIR-TF MIR-TF 

Syzygium aromaticum L. S.a.3 solvant non déterminé solvant non déterminé 

Pinus halepensis 

P.h.1 pure pure 

P.h.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

P.h.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Piper nigrum L. 
P.n.1 pure pure 

P.n.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Pistacia lentiscus L. 

P.l.1 pure pure 

P.l.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

P.l.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

P.l.4 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Citrus limon L. 

C.l.1 pure pure 

C.l.2 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

C.l.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

C.l.4 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Citrus reticulata L. 
C.r.1 pure pure 

C.r.2 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

Citrus sinensis L. 
C.si.1 pure pure 

C.si.2 solution d’h. minérale solution d’h. minérale 

Curcuma longa L. 

C.lo.1 pure pure 

C.lo.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

C.lo.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Zingiber officinale 

Z.o.1 pure pure 

Z.o.2 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Z.o.3 solution d’h. végétale solution d’h. végétale 

Z.o.4 solvant non déterminé solvant non déterminé 
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3.3.7 Confirmation de l’adultération des huiles essentielles 

commerciales en exploitant la soustraction entre les deux spectres IR  

Comme a été indiqué précédemment, la présence d’huile végétale et 

minérale a été identifiée dans certains échantillons commerciaux d'huiles 

essentielles considérées dans cette étude en utilisant la spectroscopie NIR-TF et 

MIR-TF. La plupart des bandes spectrales ont été attribuées à une huile végétale 

ou minérale typique. Nous exploitons dans cette étude l’opération de soustraction 

entre deux spectres infrarouge pour détecter l’adultération des huiles essentielles 

dans des échantillons commerciaux. 

 

A titre d'exemple, Les figure 3.17. (C) et (A) montrent les spectres NIR-TF 

et ATR-MIR-TF de l'huile essentielle commerciale de S. aromaticum L. (Clous de 

girofle) et celle de l'huile de tournesol, qui pourraient être suggérés comme solvant 

adultérant dans cet échantillon. En faisant la soustraction de l'huile de tournesol à 

celle de l'échantillon S. aromaticum L (Clous de girofle), on peut obtenir le spectre 

de soustraction (voir figure 3.17 (B) et (D) qui est assez similaire de celui de 

l'extrait pur obtenu par hydrodistillation. Cela confirme que l'échantillon 

commercial étudié correspond vraiment à une dilution de l'huile essentielle dans 

une matrice similaire à l'huile de tournesol. Les résultats de la soustraction des 

autres spectres des échantillons sont présentés dans l’appendice D. 

 

Les résultats de la comparaison entre les spectres des huiles essentielles 

pures et des huiles essentielles commerciales après soustraction du solvant 

ajouté, une fois identifié, obtenus par NIR-TF et MIR-TF pour la détection de 

l’adultération de l'huile essentielle dans les échantillons commerciaux sont 

présentés dans le tableau 3.2. On peut conclure de ces résultats que de 

nombreux échantillons commerciaux sont clairement des solutions d'huiles 

essentielles pures dans un solvant (huile végétale ou minérale). La détection de 

l'huile pure dépend de la quantité ajoutée au solvant comme l’illustre le tableau 

3.2, pour la détection de l’adultération des huiles essentielles pures dans les 

échantillons commerciaux. Il a été observé que la méthode de soustraction de 

spectres donne plus d’informations spectrales en exploitant la zone du MIR que 

celle du NIR. 
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Tableau 3.2 : Comparaison entre les spectres des huiles essentielles pures et des 

huiles essentielles commerciales après soustraction du solvant ajouté dans les 

deux zones spectrales NIR/MIR. 

N° Echantillon 
Huile présent dans la 

matrice 

Comparaison des 

spectres de 

soustraction avec 

ceux d’huile 

essentielles pures  

(MIR-TF) (NIR-TF) 

01 Anis (P.a.2) végétale + - 

02 Anis (P.a.3) végétale - - 

03 Armoise (A.h.2) végétale - - 

04 Chamomille (M.ch.2) minérale + - 

05 Chamomille (M.ch.3) végétale - - 

06 Chamomille (M.ch.4) végétale - - 

07 Cannelle (C.ca.2) végétale + + 

08 Cannelle (C.ca.3) végétale - - 

09 Cannelle (C.ca.4) solvant non déterminé / / 

10 Carvi (C.c.2) végétale + + 

11 Carvi (C.c.3) végétale - - 

12 Celeri (A.g.2) minérale + + 

13 Citron(C.l.2) minérale + + 

14 Citron(C.l.3) végétale + - 

15 Citron (C.l.4) végétale + - 

16 Clous de girofle (S.a.2) végétale ++ ++ 

17 Clous de girofle (S.a.3) solvant non déterminé / / 

18 Cumin (C.cy.2) végétale - - 

19 Cumin (C.cy.3) végétale - - 

20 Curcuma (C.lo.2) végétale - - 

21 Curcuma (C.lo.3) végétale - - 

22 Cyprés (C.s.2) végétale - - 

23 Cyprés (C.s.3) végétale - - 

24 Eucalyptus (E.g.2) minérale + + 
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Tableau 3.2 (suite) 

 

N° Echantillon 
Huile présente dans 

la matrice 

Comparaison des 

spectres de 

soustraction avec 

ceux d’huile 

essentielles pures 

(MIR-TF) (NIR-TF) 

25 Eucalyptus (E.g.3) Pas de solvant + + 

26 Eucalyptus (E.g.4) végétale - - 

27 Fenouil (F.v.2) végétale + + 

28 Juniper (J.c.2) minérale + + 

29 Juniper (J.c.3) végétale - - 

30 Gingembre (Z.o.2) végétale - - 

31 Gingembre (Z.o.3) végétale - - 

32 Gingembre (Z.o.4) solvant non déterminé / / 

33 Laurel (L.n.2) minérale + - 

34 Lavande (L.a.2) minérale + + 

35 Lavande (L.a.3) minérale + - 

36 Lavande (L.a.4) végétale + - 

37 Lavande (L.a.5) végétale - - 

38 Geranium (P.g.2) Pas de solvant  + + 

39 Lentisque (P.l.2) végétale - - 

40 Lentisque (P.l.3) végétale - - 

41 Lentisque (P.l.4) végétale - - 

42 Mandarine (C.r.2) minérale - - 

43 Melisse (M.c. 2) végétale - - 

44 Menthe poivrée (M.p.2) Végétale + + 

45 Menthe poivrée (M.p.3) Végétale - - 

46 Menthe poivrée (M.p.4) Pas de solvant +++ +++ 

47 Menthe verte (M.s.2) minérale + + 

48 Menthe verte (M.s.3) végétale - - 

49 Menthe verte (M.s.4) végétale - - 
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Tableau 3.2 (suite)  

Note: (+++): accord parfait, (++): bandes identifiées avec une faible intensité, (+): presence de 

quelques bandes, (-): absence des bandes. 

 

 

 

 

 

N° Echantillon 
Huile présente dans 

la matrice 

Comparaison des 

spectres de 

soustraction avec 

ceux d’huile 

essentielles pures 

(MIR-TF) (NIR-TF) 

50 Persil (P.c.2) Végétale + - 

51 Persil (P.c.3) Végétale - - 

52 Myrte (M.c.2) végétale - - 

53 Orange (C.si.2) minérale + + 

54 Pin d’alep (P.h.2) végétale - - 

55 Pin d’alep (P.h.3) végétale - - 

56 Poivre noir (P.n.2) végétale + + 

57 Romarin (R.o.2) minérale + - 

58 Romarin (R.o.3) minérale + - 

59 Romarin (R.o.4) végétale - - 

60 Romarin (R.o.5) végétale - - 

61 Rue (R.m.2) végétale - - 

62 Rue (R.m.3) végétale - - 

63 Sauge (S.o.2) minérale - - 

64 Sauge (S.o.3) minérale + - 

65 Sauge (S.o.4) végétale - - 

66 Sauge (S.o.5) végétale - - 

67 Thym (T.v.2) minérale - - 

68 Thym (T.v.3) minérale + + 

69 Thym (T.v.4) Végétale - - 

70 Thym (T.v.5) Pas de solvant +++ +++ 
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Figure 3.17 : Spectres NIR-TF (A) et ATR-MIR-TF (C) d’huile de tournesol et 

d’huile commerciale de clous de girofle. Spectres NIR-TF (B) et ATR-MIR-TF (D) 

d’huile essentielle pure de clous de girofle et la difference obtenue entre les 

spectres de l’huile commerciale et celui de tournesol.  
Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différentes huiles considérées. 
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3.4 Conclusion 

Les résultats obtenus à partir de cette étude montrent la haute 

performance de la spectroscopie NIR-TF et ATR-MIR-TF entant que 

méthodologies rapides, une instrumentation à coût relativement faible, offrant une 

alternative aux procédures basées sur l'utilisation de la chromatographie, non 

destructives et écologiques pour la détection de l'adultération dans les échantillons 

commerciaux d'huiles essentielles. 

 

En général, les deux techniques donnent de bons résultats pour 

l'identification des solvants ajoutés dans les échantillons commerciaux. 

Cependant, la méthode de soustraction des spectres a fourni de meilleurs 

résultats avec ATR-MIR-TF qu’avec le NIR-TF pour la détection des huiles 

essentielles pures dans les échantillons adultérés.  

 

D'autres études sont nécessaires pour exploiter d’avantage les 

performances de la spectroscopie NIR-TF et ATR-MIR-TF pour la détermination 

quantitative de la quantité d'huiles essentielles pures réellement présente dans les 

échantillons commerciaux adultérés et pour ce faire, on procède à l'utilisation 

d'une calibration multivariée, basée sur des niveaux de concentrations connues 

d’échantillons d'huiles essentielles qui permettra d'évaluer quantitativement ce 

paramètre. 
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CHAPITRE 4 

ANALYSE DE L’HUILE ESSENTIELLE SYZYGIUM AROMATICUM 

L. DANS DES ECHANTILLONS COMMERCIAUX ADULTERES PAR 

SPECTROSCOPIE INFRAROUGE A TRANSFORMEE DE FOURIER  

  

4.1 Introduction  

Syzygium aromaticum L. synonyme (Eugenia aromatica ou Eugenia 

cariophylata) communément appelé clous de girofle, appartenant à la famille des 

Myrtaceae est originaire des îles Maluku dans l'est de l'Indonésie. Maintenant, il 

est largement cultivé dans les pays tropicaux et subtropicaux tels que l'Inde, la 

Malaisie, le Sri Lanka, le Madagascar et la Tanzanie [122-124]. 

 

L'huile de clous de girofle fait partie de la catégorie des huiles essentielles 

et a été classée «généralement reconnue comme sans danger» [generally 

recognized as safe (GRAS)] par l’administration américaine de denrées 

alimentaires et des médicaments [United States Food and Drug Administration 

(FAD)] [122, 125, 126]. L'huile essentielle de clous de girofle est utilisée dans le 

monde entier comme aromatisant dans les aliments. Elle est reconnue pour ses 

diverses activités biologiques telles que les propriétés antibactériennes, 

antifongiques, insecticides et antioxydantes. Elle a également plusieurs effets 

thérapeutiques, notamment antiphlogistique, analgéstique, antivomissant, 

antiseptique et antispasmodique [125-129].  

 

De nombreux facteurs, y compris la variation génétique, l’écotype ou la 

variabilité des plantes, d’'emplacement géographique, les variations saisonnières, 

le stress pendant la croissance ou la maturité, le séchage et le stockage après la 

récolte, ainsi que les techniques d'extraction utilisées affectent la composition 

chimique d’une huile essentielle [112, 130]. Les huiles essentielles peuvent 

contenir plus de soixante composants différents, les constituants principaux 
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peuvent aller jusqu’à 90%, tandis que d’autres composants ne sont présents qu’à 

l’état de traces [7, 131]. L’huile essentielle de clous de girofle contient 

principalement quatre composés majoritaires en présence d'autres composés de 

faibles proportions, tels que l'eugénol suivi de l'acétate d'eugénol, du β-

caryophyllène et de l'α-humulène [122, 131, 132]. L’eugénol est considéré comme 

le principal constituant de l'huile de clous de girofle représentant plus de 50% de la 

composition totale extraite [133]. Les proportions d’huile de clous de girofle varient 

considérablement pour les raisons susmentionnées. Par exemple, l'une des 

études a montré que l'eugénol présentant 47,64%, avec 34,10% d'alcool 

benzylique et 1% de caryophyllène [134], alors qu'une autre étude a révélé une 

concentration élevée d'eugénol de 88,58%, d'acétate d'eugényle de 5,62%, le β-

caryophyllène de 1,39% et de 0,19% de l'α-humulène [135].  

 

L'huile de clous de girofle est principalement obtenue par hydrodistillation, 

entrainement à la vapeur d'eau ou extraction par solvant [128, 136]. Cependant, 

ces procédés traditionnels peuvent avoir des inconvénients tels que la dégradation 

thermique, l'hydrolyse, la solubilisation dans l'eau de certains constituants, la 

durée d'extraction prolongée et la pollution par des résidus des extraits provenant 

par solvants [128, 136, 137]. 

 

De nouvelles techniques d'extraction d’huile essentielle s'inscrivant dans 

le concept d'approches vertes, ont été développées, ces dernières reposent sur la 

capacité de produire des huiles essentielles présentant les mêmes qualités et 

propriétés sensorielles que celles obtenues par les techniques classiques mais 

plus rapidement et à moindre coût [138, 139]. Parmi ces techniques, l’extraction 

par fluide supercritique (SFE) qui a été reconnue comme une technique peu 

nuisible à l’environnement [122, 128, 139]. Plusieurs études de recherche 

concernant l'extraction de l'huile essentielle de clous de girofle ont porté sur la 

technique d'extraction par fluide supercritique (SFE) [140, 141]. Le dioxyde de 

carbone sous forme de fluide supercritique (SC-CO2) a été évalué dans différents 

travaux [133, 136,137, 142-145].  
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L'extraction assistée par ultrasons (EAU) est une autre technique 

novatrice qui a été utilisée pour séparer l'huile essentielle de clous de girofle. 

L’obtention d’un rendement plus élevé et une teneur plus importante en fraction 

phénolique totale dans l'extrait brut a prouvé que l’EAU permet l’extraction de 

l’huile des clous de girofle plus facilement et efficacement [132]. Une étude a 

révélé que l'extraction de l'huile de clous girofle à l'aide du dioxyde de carbone 

supercritique assisté par ultrasons (USC-CO2) a augmenté l'efficacité des 

processus par rapport au dioxyde de carbone supercritique classique (SC-CO2) 

[133].  

 

L'extraction assistée par micro-ondes (EAM) a été largement utilisée dans 

l'extraction des huiles essentielles de différentes matrices végétales en raison de 

ses nombreux avantages, notamment la réduction de la consommation d'énergie 

et l'utilisation de solvants toxiques [146]. Cette technique a été utilisée pour isoler 

l'huile essentielle de clous de girofle de haute qualité avec moins de 

consommation d'eau, de temps et d'énergie, ainsi qu'un rejet de CO2 réduit par 

rapport à la technique d'hydrodistillation [122].  

 

Habituellement, l'analyse fiable des huiles essentielles pour l'identification 

de composés chimiques est réalisée en utilisant des méthodes 

chromatographiques [147]. Selon la littérature, la plupart des études montrent que 

la composition chimique de l'huile essentielle de clous de girofle a été obtenue en 

utilisant la chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de 

masse en tant que méthode de détection sensible [123, 128, 131, 136, 137, 139, 

143, 148, 149]. 

 

En ce qui concerne l’utilisation de la spectroscopie vibrationnelle, la 

spectroscopie Raman est considérée comme une technique non destructive, 

applicable à presque toutes les disciplines des sciences naturelles [147]. Des 

études antérieures montrent l'utilisation de la spectroscopie Raman pour évaluer 

la qualité et distinguer différents types d'huiles essentielles telles que les huiles de 

l'anis (Pimpinella anisum), le géranium (Pelargonium graveolens), de gingembre 

(Zingiber officinale), de patchouli (Pogostemon cablin), d'eucalyptus (Eucalyptus 
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globolus), d’orange (Citrus sinensis), de sauge (Salvia officinalis), de thym 

(Thymus vulgaris) et la cannelle (Cinnamomum cassia) [150-152]. Les grands 

avantages de la spectroscopie Raman font de cette technique une option 

analytique exceptionnelle et appropriée pour le contrôle qualité dans les industries 

impliquées dans l’extraction de l'huile essentielle de clous de girofle [147]. 

 

Certaines études ont été menées pour étudier le contenu en terpénoïdes 

dans les plantes aromatiques en utilisant les méthodes chimiométriques couplées 

à la spectroscopie infrarouge. Dans ces études, l'eucalyptol, le linalol, l'estragole, 

l'eugénol et le méthyleugénol ont été quantifiés en utilisant la spectroscopie 

réflexion totale atténuée/infrarouge à transformée de Fourier (ATR-IRTF) et 

l’infrarouge proche (NIR) dans des chimotypes de basilic (Ocimum basilicum) en 

exploitant un modèle de calibration (PLS) [152].  

 

Dans une autre étude, la spectroscopie proche infrarouge associée à une 

analyse chimiométrique a été utilisée pour quantifier les principaux composés de 

la lavande (Lavandula angustifolia), les huiles essentielles de lavandin [153]. 

Récemment, une méthode d’analyse chimiométrique dans le domaine spectral 

NIR a été développée afin de fournir une analyse rapide, simple et non destructive 

des composés terpénoïdes dans les plantes aromatiques, comprenant le thym 

(Thymus vulgaris), le romarin (Rosmarinus officinalis), le basilic (Ocimum 

basilicum), le genévrier (Juniperus communis), le poivre noir (Piper nigrum), le 

laurier (Laurus nobilis), la lavande (Lavandula latifolia), la menthe verte (Mentha 

spicata) et le gingembre (Zingiber officinale) [154] 

 

Le but de la présente étude est d'évaluer le potentiel de l'application de la 

spectroscopie NIR et MIR en utilisant la PLS pour la détermination directe de la 

teneur réelle de l'huile essentielle de clous de girofle (Syzygium aromaticum L.) 

dans des échantillons commerciaux adultérés. 
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4.2 Partie expérimentale 

4.2.1 Matériel et réactifs 

Le matériel végétal choisi dans cette étude est représenté par les clous de 

girofle (Syzygium aromaticum L.). Plusieurs échantillons de clous de girofle secs 

ont été achetés auprès des arboristes (Algérie, Espagne). Ils ont été récupérés 

dans des sacs propres et scellés. En utilisant un broyeur électrique, chaque 

échantillon de la matière végétale a été pesé et finement broyé séparément, pour 

réduire la taille, et améliorer par conséquent les rendements d’extraction pour leur 

ultérieure analyse.  

 

Les échantillons d’huiles essentielles commerciales de l’espèce végétale 

étudiée, clous de girofle, ont été achetés sur les marchés locaux de (Blida, 

Algérie) et de (Valence, Espagne). 

 

Les étalons utilisés lors de cette étude, eugénol de pureté 99% et acétate 

d’eugénol de pureté 98%, ont été obtenus auprès de Sigma Aldrich [(Singapore, 

Indonesie) et (Shanghai, Chine)] respectivement. L’étalon terpinén-4-ol 95% de 

pureté obtenu de Sigma Aldrich (Madrid, Espagne) a été employé comme étalon 

interne dans l’analyse chromatographique. 

 

Le sulfate de sodium anhydre (Na2SO4) à 99% fourni par Sigma-Aldrich 

(Vienne, Autriche), a été utilisé pour sécher des échantillons d’huiles essentielles 

pures après le processus d’extraction. 

 

Le n-Hexane à 96% de pureté obtenu auprès de Scharlau (Barcelone, 

Espagne), il a été utilisé pour la dilution des étalons et des échantillons dans la 

méthode chromatographique.  

 

Les huiles végétales à savoir: Huile de tournesol, de maïs et d’olive, ont 

été obtenues auprès du marché local espagnol et ont été utilisées pour la 

préparation des échantillons.  
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4.2.2 Appareillage et méthodes 

Un spectrophotomètre proche infrarouge à transformée de Fourier (NIR-

FT) modèle Analyzeur multi-usages (MPA) de marque Bruker (Brême, Allemagne) 

a été utilisé pour enregistrer les spectres de NIR-FT. Cet instrument est équipé 

d'une source NIR, d'un séparateur de faisceau en quartz et d'un détecteur PbS. Le 

logiciel OPUS (version 6.5) de Bruker (Brême, Allemagne) a été utilisé pour le 

contrôle des mesures, l'acquisition des données et le traitement des spectres. 

Pour les mesures de transmission, on a utilisé des flacons en verre transparent 

d’un diamètre interne de 6 mm. 

 

Pour les mesures dans le domaine de moyen infrarouge, un 

spectrophotomètre infrarouge à transformée de Fourier (MIR-FT), modèle Tensor 

27 de marque Bruker (Brême, Allemagne), équipé d'un détecteur DLaTGS 

(Deuterated Lanthanum α Alanine doped TriGlycine Sulphate) a été utilisé. Des 

échantillons d'huile de clous de girofle, purs et commerciaux ont été mesurés en 

mode de réflexion totale atténuée (ATR) en utilisant un accessoire DuraSampleIR 

avec une plaque diamantée à neuf reflets / ZnSe DuraDisc de Smiths Detection 

Inc (Warrintong, Royaume-Uni). Pour le contrôle des mesures et l'acquisition des 

données, le logiciel OPUS (version 6.5) de Bruker (Brême, Allemagne) a été 

utilisé. 

 

Un systéme de chromatographie en phase gazeuse 7890A Agilent 

Technologies (Palo alto, Californie, Etats-Unis), équipé d’une colonne capillaire 

Zebron ZB-5MS (30 m×0.32 mm×0.25 μm) et d’un détecteur quadripolaire à triple 

axe, Agilent Technologies 5975 inerte XL EI/ CL MSD a été utilisé pour l’analyse 

des échantillons commerciaux. Un échantillonneur d’espace de tête (Head space), 

Agilent Technologies 7697 A est lié au système chromatographique pour l’analyse 

des échantillons.  

 

Un four à micro-ondes Orbegozo (Murcie, Espagne), d’une puissance de 

700 W (puissance maximale) et une fréquence de 2450 MHz a été utilisé pour 

l’extraction de l’huile essentielle de clous de girofle. 
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4.2.3 Extraction d’huile essentielle 

Trois méthodes d’extraction ont été utilisées lors de cette étude pour isoler 

l’huile essentielle de clous de girofle, afin de la comparer aux échantillons 

commerciaux de clous de girofle. 

 

 Extraction par hydrodistillation 

Des échantillons de clous de girofle, sont soumis à une hydrodistillation 

conventionnelle. Le procédé consiste à immerger une quantité de la matière 

végétale (100 g) dans un ballon de 2 L en 2/3 d’eau distillée. Le mélange est porté 

à ébullition pendant 3 heures en utilisant un chauffe-ballon. Les vapeurs chargées 

d’huile essentielle passent à travers le réfrigérant et elles se condensent. Le 

distillat « huile+ eau » est récupéré dans une ampoule à décanter. En raison de la 

différence de densité, l’huile de clous de girofle se dépose au-dessous de la phase 

aqueuse (eau), se sépare par décantation et récupérée sans l’utilisation d’un 

solvant organique, ensuite elle est séchée par un déshydratant (Na2SO4) pour 

éliminer les traces d’eau. Les huiles essentielles obtenues sont conservées dans 

des flacons à l’abri de la lumière et à une température de 4-5°C.  

 

 Extraction par entrainement à la vapeur d’eau 

Dans cette technique d’extraction, la matière végétale utilisée, clous de 

girofle, est introduite dans une ampoule à décanter modifié pour le montage de 

l’entrainement à la vapeur et traversée par un courant de vapeurs d’eau issue de 

l’ébullition de l’eau dans un ballon de 2 L. Les vapeurs chargées des composés 

volatiles sont condensées dans le réfrigérant et le mélange « eau+ huile » est 

récupéré dans une ampoule à décanter. L’huile essentielle se sépare de l’hydrolat 

par sa différence de densité et elle se dépose dans la partie inférieure de 

l’ampoule à décanter, aucun solvant n’a été utilisé lors de la séparation. Ensuite 

elle est séchée par un déshydratant (Na2SO4). Les huiles essentielles récupérées 

sont conservées dans des flacons à l’abri de la lumière et à une température de 4-

5°C.  
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 Extraction assistée par micro-ondes 

Ce procédé a été réalisé dans un four à micro-ondes domestique avec un 

dispositif d’extraction composé de deux erlenmeyer, une colonne vigreuse et de 

trois pinces de sécurité (figure 4.1). Dans cette technique, le matériel végétal (10 

g) est placé dans une erlenmeyer de 100 mL [155]. La matrice doit être humide 

sans pour autant qu’elle soit tremper dans l’eau. Le dispositif a été placé dans la 

cavité à four micro-ondes, la durée d’extraction est fixée à 10 minutes de 

chauffage à une puissance minimale du four micro-ondes.  

 

L’huile essentielle de clous de girofle obtenue a été séparée de l’eau par 

simple décantation ensuite séchée en utilisant un desséchant de type sulfate de 

sodium (Na2SO4) afin d’éliminer toute trace d’eau. Aucun solvant organique n’est 

utilisé au cours de ce protocole. L’extraction a été répétée trois fois en raison 

d’augmenter le rendement d’extraction. Les huiles essentielles récupérées sont 

conservées dans des flacons à l’abri de la lumière et à une température de 4-5°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.4 NIR-TF procédure 

Les échantillons d'huile ont été directement transférés dans des flacons 

cylindriques en verre de 1 mL avec une bande passante de 6 mm. Les spectres 

ont été obtenus en mode absorption en accumulant 50 scans par spectre, avec 

une résolution nominale de 4 cm-1 dans une région spectrale entre 14000 et 4000 

cm-1. Le spectre de background d'un flacon cylindrique de verre vide a été acquis 

 
Figure 4.1 : Dispositif expérimental d’extraction assistée par micro-ondes. 
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dans les mêmes conditions instrumentales. Cinq mesures dépendantes de chaque 

échantillon ont été obtenues en faisant pivoter la position du flacon d'échantillon 

entre les répliques afin d'assurer la meilleure représentativité. Les cinq spectres 

individuels de chaque échantillon ont été utilisés pour construire des modèles de 

PLS pour des analyses de prédiction. 

 

4.2.5 ATR-MIR-TF procédure 

Le travail a été réalisé en plaçant dix microlitres (10 μL) de chaque 

échantillon d'huile directement sur la cellule cristalline au diamant à réflexion totale 

atténuée (ATR) et recouverte d'un couvercle de verre pour éviter l'évaporation de 

l'échantillon. Les spectres ATR-MIR-TF ont été enregistrés dans une gamme 

spectrale de 4000 à 550 cm-1 en accumulant 50 scans par spectre avec une 

résolution nominale de 4 cm-1. Le spectre de background de la cellule ATR a été 

acquis, dans les mêmes conditions instrumentales, à partir du cristal ATR nettoyé 

immédiatement avant l'acquisition du spectre de chaque échantillon. Un spectre 

du blanc a été enregistré pour assurer l’absence d’effets mémoire. Les cinq 

spectres individuels ATR-MIR de chaque échantillon ont été utilisés pour 

construire des modèles de régression pour des analyses de prédiction. 

 

4.2.6 Traitement des données  

Le traitement des données chimiométriques, y compris la quantification à 

l'aide de la régression des moindres carrés partiels PLS, a été effectué à l'aide de 

l'outil mathématique QUANT2 fourni par le logiciel OPUS (version 6.5) de Bruker 

(Brême, Allemagne). Les modèles PLS-NIR et PLS-ATR-MIR ont été développés 

à partir des données spectrales de 12 mélanges binaires d’échantillons d’huile 

essentielle de clous de girofle et d’huile de tournesol préparés en mélangeant des 

volumes appropriés de chacun, en tenant compte des différentes régions 

spectrales et en testant différents prétraitements spectraux afin de sélectionner le 

meilleurs modèle de calibration, à savoir: le centrage moyen, la correction d’offset, 

la soustraction d’une droite, la normalisation vectorielle, la normalisation min-max, 

la correction multiplicative de diffusion, première et seconde dérivées, ainsi que 

leur combinaison. Le nombre optimal de variables latentes a été déterminé pour 

obtenir : i) le coefficient de régression le plus élevé pour la calibration (R2cal) et la 
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validation croisée (R2cv), ii) l'erreur quadratique moyenne la plus faible pour la 

calibration (RMSEC) et pour la validation croisée (RMSECV), iii) Déviation 

résiduelle de prédiction (RPD) adéquate. 

 

4.2.7 Méthode de référence chromatographique (CG-SM) 

Dans cette étude, la chromatographie en phase gazeuse couplée à la 

détection par la spectrométrie de masse (CG-SM) et (HS-GC-MS) a été utilisée 

comme méthode de référence pour l’analyse des échantillons d’huiles essentielles 

commerciales de clous de girofle. Pour la méthodologie (HS-GC-MS), une 

quantité appropriée de quatre échantillons (He. Com. C .g. 1-4), comprise entre 50 

et 70 mg a été pesée avec précision dans une fiole jaugée, diluée dans 10 mL 

d’hexane, un volume de 1 mL de ces derniers a été dilué à nouveau dans 10 mL 

d’hexane. Un volume de 100 μL d’échantillons dilué a été introduit dans des 

flacons en verre de 10 mL. La vaporisation directe des composés à partir de 

flacons en verre bouchés a été réalisée à 175 °C pendant 8 minutes. La fraction 

espace de tête a été injectée à travers une boucle d’un volume de vapeur de 1 mL 

à 180 °C en mode split (1:8) à 225 °C, en utilisant un débit constant de 1,3 mL 

min-1 de l’hélium comme gaz vecteur. 

 

Pour la deuxième méthodologie, la même quantité d’échantillons (He. 

Com. C. g. 2-9) que la méthodologie précédente, a été prise et pesée avec 

précision dans une fiole jaugée, diluée dans 10 mL d’hexane, à l’exception de trois 

échantillons (C. Com. C. g. 1, 10 et 11), après leurs dilution dans 10 mL d’hexane, 

un volume de 1 mL de ces derniers a été dilué à nouveau dans 10 mL d’hexane. 

Un volume de 108 μL de 1,86 mg mL-1 de standard interne est introduit dans la 

solution finale. Un volume de 1 μL de cette dernière a été injecté en mode splitless 

à 200 °C en utilisant un débit constant d’hélium de 1,1 mL-1 comme gaz vecteur.  

 

Le programme de température de four du chromatographe en phase 

gazeuse utilisé était le même pour les deux méthodologies et était initialement à 

une température de 60 °C, maintenue pendant 5 minutes, augmentée à une 

vitesse de 10°C min-1 jusqu’à 230 °C et maintenue pendant 5 minutes. Les 
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températures de la ligne de transfert et de la source étaient respectivement de 280 

et 276 °C. 

 

4.3 Résultats et discussion 

4.3.1 Détermination d’huile essentielle pure de clous de girofle dans 

des échantillons commerciaux par spectroscopie NIR-TF 

4.3.1.1 Spectres NIR-TF des huiles essentielles pures de clous de 

girofle  

La figure 4.2 montre les spectres NIR-TF d'échantillons d'huiles 

essentielles pures de clous de girofle obtenus par hydrodistillation, entrainement à 

la vapeur et extraction assistée par micro-ondes, dans la région comprise entre 

14000 et 4000 cm-1. Comme on peut le constater, les spectres des huiles 

essentielles analysées sont dominés par des harmoniques et des différentes 

combinaisons de C─H.  

 

L'absorbance de certaines de ces bandes autour de 8740 et 8354 cm-1est 

associée au second harmonique des vibrations d'élongation de C─H dans les 

composés aromatiques et dans le groupement ─CH3 respectivement. Les bandes 

les plus intenses apparaissent à 6913 cm-1 en raison du premier harmonique 

d'élongation du groupement hydroxyle (OH) de l'eugénol en tant que composé 

majoritaire de l'huile essentielle de clous de girofle (voir figure insérée dans la 

figure 4.2).  

 

Des pics intenses à 6115 et à 5958 cm-1 résultent du premier harmonique 

des vibrations d'élongation de C─H dans le groupement =CH2 et des composés 

aromatiques alors que ceux à 5891 et 5660 cm-1 sont dues au premier 

harmonique d'élongation de C─H dans les groupements ─CH3 et ─CH2, 

respectivement. D'autres pics à 5250 et 5134 cm-1 proviennent du deuxième 

harmonique du groupement C=O, qui peuvent représenter l'acétate d'eugénol 

étant l'un des principaux composés de l'huile essentielle de clous de girofle (voir 

figure insérée dans la figure 4.2) et à la déformation d’O─H, respectivement.  
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De larges bandes apparaissent à 4740 cm-1 sont associées aux bandes 

combinées des vibrations d'élongation de C─H et de C─O. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.1.2 Effet du processus d'extraction de l'huile essentielle de clous 

de girofle sur l'analyse par spectroscopie NIR-TF 

Le rendement, le temps d’extraction et la composition chimique des huiles 

essentielles sont fortement influencés par les conditions environnementales, la 

variété génétique et l’organe considéré de la plante, dépendent également de la 

procédure d’extraction [139, 156]. Dans cette étude, les huiles essentielles de 

clous de girofle ont été obtenues à partir de différents échantillons de clous de 

girofle, en utilisant différentes méthodes d’extraction. 
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Figure 4.2 : Spectres NIR-TF des différents échantillons d’huiles essentielles de 

clous de girofle obtenus par hydrodistillation (Ech. He. 1-4), entrainement à la 

vapeur d’eau (Ech. He. 5-6) et extraction assistée par micro-ondes (Ech. He. 7-8).  

Figure insérée: Spectres des standards eugénol et acétate d’eugénol pure. 
Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différents échantillons 

considérées. 

 



147 

 

Des séries d’étalonnage préparées avec des proportions volumiques 

différentes (v/v) en huile essentielle, obtenues à partir de divers échantillons de 

clous de girofle et procédés d’extraction, dans l’huile de tournesol et ont été 

mesurées dans les mêmes conditions spectrales. Les meilleures droites 

d’étalonnage ont été obtenues en utilisant la hauteur du pic à 6936 cm-1, corrigées 

avec une ligne de base établie entre 7020 et 6600 cm-1. Les résultats regroupés 

dans le tableau 4.1 mettent en évidence le faible effet de l’origine de l’échantillon 

et le procédé d’extraction sur les spectres NIR-TF de l’huile essentielle de clous 

de girofle. Cependant, des extraits fraichement préparés par extraction assistée 

par micro-ondes ont fourni une variabilité relative moyenne de l’ordre de 6% par 

rapport aux pentes des droites d’étalonnages des huiles essentielles obtenues par 

hydrodistillation et entrainement à la vapeur. 

 

Tableau 4.1 : Droites d’étalonnage de l’huile essentielle de clous de girofle 

obtenues par différents processus d’extraction, dans l’huile de tournesol par NIR-

TF. 

Huile essentielle 
pure 

(lot/extraction) 

Analyse NIR-TF 

Droite d’étalonnage 

A = a C + b 
R2 

01-HD A= 0,0319 C + 0,0018 0,999 

02-HD A= 0,0324 C +0,0046 0,999 

03-HD A= 0,0351 C + 0,0016 0,999 

04-HD A= 0,0335 C + 0,0030 0,998 

05-EV A= 0,0342 C + 0,0055 0,996 

06-EV A= 0,0330 C + 0,0059 0,998 

07-MO A= 0,0330 C – 0,0074 0,999 

08-MO A= 0,0298 C – 0,0109 0,999 

Note: Le procédé d’extraction correspond à (HD) : Hydrodistillation, (EV) : Entrainement à la 

vapeur, (MO) : Extraction assistée par micro-ondes. 

Les mesures dans le NIR-TF correspondent à la hauteur du pic à 6936 cm-1, avec une ligne de 

base stabilisée entre 7020 et 6600 cm-1. 

Niveau de concentration employé pour HD et EV jusqu’à 10%, pour MO jusqu’à 7% dans l’huile de 

tournesol. 
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4.3.1.3 Spectres NIR-TF des huiles essentielles commerciales de 

clous de girofle  

Les figures 4.3A et 4.3B présentent les spectres NIR-TF d'échantillons 

commerciaux de l’huile essentielle de clous de girofle obtenus dans les mêmes 

conditions que les échantillons purs dans la région comprise entre 14000 et 4000 

cm-1. Dans la figure 4.3A, sont rassemblés les échantillons du premier groupe 

indiquant la même allure des spectres et qui présentent une absorption à 8261 

cm-1 résultant du deuxième harmonique des vibrations d'élongation de C─H dans 

le groupement ─CH2. D'autres à 7181 et 7075 cm-1 correspondent à la 

combinaison des bandes de C─H, tandis que celles à 6937 et à 6113 cm-1 sont 

associées respectivement au premier harmonique des vibrations d'élongation 

d’O─H et de C–H dans le groupement ─CH2. Les pics à 5809 et 5687 cm-1 

proviennent du premier harmonique des vibrations d'élongation de C─H dans les 

groupements ─CH3, ─CH2, ─HC=CH. A 4662 cm-1, les spectres montrent des 

petites bandes qui sont dues à des vibrations d'élongation de C─H et de C=O.  

 

Comme on peut l’observer, les échantillons fournissent des spectres 

différents de ceux des huiles essentielles pures obtenues par les différentes 

méthodes d'extraction utilisées dans cette étude (voir figure insérée dans la figure 

4.3B). On peut donc en conclure que ces échantillons commerciaux pourraient 

avoir quelque chose de plus que l’huile essentielle de clous de girofle. En fait, il a 

été observé un bon accord avec le spectre de l'huile de tournesol obtenue dans 

les conditions précitées (voir figure insérée dans la figure 4.3A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



149 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 4.3B présente le deuxième groupe d'échantillons commerciaux 

d’huile essentielle de clous de girofle. Comme on peut le voir, les spectres des 

deux échantillons montrent une similarité avec celui de l'huile essentielle pure (voir 

figure insérée dans la figure 4.3B). Ils représentent les mêmes bandes 

caractéristiques. On peut donc en conclure que les solvants sont absents dans les 

échantillons commerciaux des huiles de clous de girofle susmentionnés. 
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Figure 4.3A : Spectres NIR-TF d'huiles essentielles commerciales de clous de 

girofle présentant de grandes similitudes avec les bandes d'huile végétale: (He. 

Com. C. g. 1-9). Figure insérée: Spectre de l’huile de tournesol. 

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différents échantillons 

considérées. 

 



150 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.1.4 Analyse qualitative des échantillons d’huile essentielle 

commerciale de clous de girofle par spectroscopie NIR-TF 

Comme on peut l'observer sur la figure 4.4, certains spectres obtenus 

après la soustraction spectrale entre des échantillons commerciaux d'huile 

essentielle et de l'huile de tournesol sont assez similaires à celui d’une huile 

essentielle pure avec un niveau de dilution différent. Ce résultat confirme que ces 

échantillons ne représentent pas seulement l’huile essentielle de clous de girofle 

mais sont probablement une dilution d’huile essentielle pure ou d’eugénol dans 

une huile végétale. Il a été remarqué que d’autres spectres ne présentent pas de 

bandes importantes dans la région du proche infrarouge en raison de la faible 

quantité d'huile essentielle ou de son absence. La présence d’un autre composé 

étranger peut également être observée pour deux échantillons (He. Com. C. g. 7 

et He. Com. C. g 8) présentant des bandes, situées à 5787, 5673 et 5478 cm-1, 

différentes de celles de l’huile essentielle pure.  
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Figure 4.3B : Spectres NIR-TF d’huiles essentielles commerciales de clous de 

girofle présentant de fortes similitudes avec les bandes d’huile essentielle pure: 

(He. Com. C. g. 10-11).  

Figure insérée: Spectre de l'huile essentielle pure de clous de girofle. 

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différents échantillons 

considérées. 
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En général, on peut conclure à partir des résultats obtenus que ces 

échantillons commerciaux sont, dans le meilleur des cas, des solutions diluées 

d'huiles essentielles pures dans un solvant. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.1.5 Effet du solvant (huile végétale) dans l’analyse des huiles 

essentielles commerciales de clous de girofle sur l'analyse par 

spectroscopie NIR-TF  

Comme il a été mentionné précédemment, l'huile végétale a été détectée 

dans la plupart des échantillons commerciaux d'huiles essentielles de clous de 

girofle considérées dans cette étude. Cependant, le type d'huile végétale utilisée 

dans l'adultération reste inconnu. De ce fait, il est important de vérifier l’effet de la 

nature de l’huile végétale sur la quantification de l’huile essentielle de clous de 
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Figure 4.4 : Spectres NIR-TF de l'huile essentielle de clous de girofle pure (He. 

Pure) et de la soustraction entre les huiles commerciales (He. Com. C. g.1-9) et 

l’huile de tournesol (He. Com. C. g. Sous. 1-9). 

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différents échantillons 

considérées. 
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girofle présente réellement dans des échantillons commerciaux. Pour cela, les 

huiles essentielles de clous de girofle ont été analysées globalement sous forme 

d’eugénol, car ce dernier est leur produit majoritaire. 

 

La figure 4.5 présente les spectres NIR-TF de trois différents types 

d'huiles végétales considérées dans cette étude, y compris l'huile de tournesol, de 

maïs et l'huile d'olive dans la région comprise entre 12000 et 4000 cm-1. Les 

bandes d’absorbance autour de 8584 et 8266 cm-1 sont associées aux vibrations 

d’élongation de C─H du deuxième harmonique dans les groupements ─CH3 et 

─CH2, tandis que celles autour de 7194 et 7081 cm-1 sont dues à la bande 

combinée de C─H. Les bandes à 6006 cm-1 sont causées par le premier 

harmonique des vibrations d’élongation de C─H dans le groupement ═CH2. Deux 

bandes à 5794 et 5684 cm-1 sont attribuées au premier harmonique des vibrations 

d’élongation de C─H dans le groupement ─CH2. Les petits pics à 5269 et 5180 

cm-1 sont du au seconde harmonique des vibrations d’élongation du groupement 

C═O alors que ceux de 4706 et 4663 cm-1 sont dus à des vibrations d’élongation 

de C─H et de groupement C═O. De plus, des vibrations d’élongation 

asymétriques de C─H dans ─HC═CH─ sont observées à 4596 cm-1 [157, 158].  

 

Trois séries de calibration ont été préparées à partir de mélanges 

d’eugénol et de différentes huiles alimentaires en différentes proportions (v/v), de 

0% à 22% d’eugénol. Une mesure de la surface d’une bande limitée entre 7000 et 

6800 cm-1, spécifique à l’eugénol, (voir figure insérée dans la figure 4.2) a été 

utilisée afin d'obtenir les meilleures droites d'étalonnage. Les résultats de 

calibration sont rapportés dans le tableau 4.2. 

 

Sachant que les huiles végétales ont des groupes fonctionnels communs, 

donnant des spectres infrarouge similaires avec les mêmes bandes 

caractéristiques, et de petites différences de sensibilité de ces bandes (voir figure 

4.5) [159], les valeurs constantes des pentes des droites d’étalonnage obtenues 

par simple régression quadratique moyenne, indiquent que la présence de l’huile 

végétale n’a présenté aucun interférence sur la bande spécifique de l’eugénol par 
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conséquent la nature de l’huile végétale n’a pas d'effet sur la détermination de 

l’huile essentielle par la spectroscopie NIR-TF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 4.2 : Droites d’étalonnages de mélanges d’eugénol et d’huile végétale 

(v/v) par NIR-TF. 

Eugénol/Huile 
végétale 

Analyse NIR-TF 

Droite d’étalonnage 

A= a C + b 
R2 

Eugénol/H. Tournesol A= 2,5985 C + 0,6264 0,999 

Eugénol/H. Maïs A= 2,5454 C + 0,6044 0,999 

Eugénol/H. Olive A= 2,5890 C + 0,5602 0,998 

Note: Les mesures pour NIR-TF correspondent à une aire de pic, spécifique à l’eugénol, limitée 

entre 7000 et 6800 cm-1. 
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Figure 4.5 : Spectres NIR-TF des huiles végétales utilisées dans cette étude: huile 

de tournesol, huile d’olive et huile de maïs. 

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différents échantillons 

considérées. 
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4.3.1.6 Modèles PLS-NIR pour la détermination de l'huile essentielle 

de clous de girofle dans des échantillons commerciaux 

Des modèles PLS ont été développés sur la base des données NIR-TF 

pour la détermination de la teneur réelle en huile essentielle de clous de girofle 

(v/v) dans les huiles commerciales adultérées, en combinant différentes régions 

de nombre d’ondes et méthodes de prétraitement, comme il a été mentionné dans 

la partie expérimentale, en tenant compte des bandes caractéristiques de l’huile 

essentielle de clous de girofle, analysée globalement sous forme d’eugénol, étant 

le principal composé identifié dans tous les échantillons. Les paramètres les plus 

importants du modèle PLS-NIR développé et optimisé sont résumés dans le 

tableau 4.3.  

 

Tableau 4.3 : Paramètre du modèle PLS-NIR-TF optimisé pour la détermination de 

la teneur réelle de l’huile essentielle dans des formulations commerciales 

adultérées d’huile de clous de girofle. 

Modèle PLS/ 
Région (cm-1) 

RMSEC 
(% v/v) 

R2
Cal 

RMSECV 
(% v/v) 

R2
CV RPD VLs 

NIR-TF 
(8001,4-4462,6) 

0,120 0,9998 0,194 0,9995 43,5 3 

Note: R2(Cal): Coefficient de corrélation de la calibration, R2(CV): Coefficient de corrélation de la 

validation croisée, RMSEC: Erreur de moyenne carrée de racine de la calibration, RMSECV: 

Erreur de moyenne carrée de racine de la validation croisée, RPD: Déviation résiduelle de 

prédiction, VLs: variables latentes. 

 

Comme on peut le constater, les meilleurs résultats de la prévision de la 

concentration en huiles essentielles ont été obtenus en utilisant la dérivée 

première en combinaison avec la normalisation vectorielle et le centrage moyen 

des spectres dans une région spectrale comprise entre 8001,4 et 4462,6 cm-1 et 

en considérant trois variables latentes. Des valeurs de 0,9998, 0,9995 pour R2 

(cal), R2 (cv) ont été obtenues, avec des valeurs de RMSEC, RMSECV de 0,120% 

(v/v), 0,194% (v/v) respectivement. La valeur de RPD de 43.5 a été obtenue, 

considérée comme une valeur suffisante pour les besoins de l’analyse avec une 

excellente précision [160]. Les paramètres des modèles PLS-NIR développés 

pour la détermination de la quantité réelle d’huile essentielle dans des 



155 

 

formulations commerciales adultérées sont résumés dans l’annexe 1, d’appendice 

E. 

 

4.3.2 Détermination d’huile essentielle pure de clous de girofle dans 

des échantillons commerciaux par spectroscopie MIR-TF 

4.3.2.1 Spectres ATR-MIR-TF des huiles essentielles pures de clous 

de girofle  

La figure 4.6 montre les spectres ATR-MIR-TF d'échantillons d'huile 

essentielle pure de clous de girofle extraite par hydrodistillation, entrainement à la 

vapeur d'eau et l'extraction assistée par micro-ondes. On peut constater que tous 

les spectres étaient comparables, malgré l’utilisation de différentes techniques 

d’extraction. Dans la région entre 4000 et 550 cm-1, on peut observer la présence 

des bandes de vibrations caractéristiques correspondantes aux principaux 

composés de l'huile essentielle de clous girofle.  

 

Les bandes d'absorbance autour de 3500 cm-1 sont dues à des vibrations 

d'élongation du groupement hydroxyle O─H de l'eugénol présentant le composé 

principal pour l'huile essentielle de clous de girofle (voir figure insérée dans la 

figure 4.6) et celles à 3072 cm-1 correspondent aux vibrations d’élongation de 

=C─H du cycle aromatique. Des bandes situées autour de 3006 et 2976 cm-1 

proviennent des vibrations d’élongation de =C─H et de C─H asymétriques dans le 

groupement ─CH3, tandis que celles à 2936 et 2845 cm-1 sont associées à des 

vibrations d’élongation asymétriques et symétriques de C─H dans le groupement 

─CH2, respectivement. 

 

La bande d’absorbance à 1765 cm-1 résulte des vibrations d’élongation du 

groupement C=O des esters correspondant à la présence de l’un des principaux 

composés de l’huile essentielle de clous de girofle, l’acétate d’eugénol (voir figure 

insérée dans la figure 4.6) et les bandes situées à 1638 et 1606 cm-1 sont dues 

aux vibrations d’élongation du groupement C=C. A 1511 cm-1 les spectres 

montrent la présence des pics importants qui correspondent aux vibrations du 

groupement C=C du cycle aromatique. D'autres bandes situées à 1435 et 1365 
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cm-1 sont dues aux vibrations de déformation des groupements ─CH2 et ─CH3, 

tandis que celles à 1270, 1235, 1203, 1150, 1123 et 1032 cm-1 sont associées à 

des vibrations d'élongation de C─O. On peut également observer que les bandes 

à 914, 852, 819, 795 et 749 cm-1 correspondent aux vibrations de déformation du 

groupement ─CH2. L’analyse des spectres ATR-MIR-TF confirme la présence 

d’eugénol et d’acétate eugénol dans des échantillons d’huile essentielle pure de 

clous de girofle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.2.2 Effet du processus d'extraction de l'huile essentielle de clous 

de girofle sur l'analyse par MIR-TF 

Comme il a été mentionné précédemment, la composition chimique de 

l’huile essentielle peut être affectée par nombreux paramètres [160] et afin de 

vérifier l’identité de tous les lots préparés par hydrodistillation, entrainement à la 
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 J:\Bounaas karima\Karima 2018\Spectres des huiles essentielles -ATR- 05-06-2018\spectre -ATR-essential oil (hydro 3).1          spectre -ATR-essential oil (hydro 3)          
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Acétate eugénol  

Figure 4.6 : Spectres ATR-MIR-TF des différents échantillons d’huiles essentielles 

de clous de girofle obtenus par hydrodistillation (Ech. He. 1-4), entrainement à la 

vapeur d’eau (Ech. He. 5-6) et par extraction assistée par micro-ondes (Ech. He. 

7-8).  

Figure insérée : Spectre des standards eugénol et acétate d’eugénol pure. 
Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différents échantillons 

considérées. 
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vapeur et extraction assistée par micro-ondes, différentes courbes d’étalonnage 

avec de l’huile essentielle diluée dans de l’huile de tournesol ont été obtenues en 

utilisant des mesures de hauteur de pic à 1514 cm-1, corrigées avec une ligne de 

base stabilisée entre 1558 et 1481 cm -1. 

 

Les résultats résumés dans le tableau 4.4 montrent, comme c’était le cas 

pour l’analyse NIR-TF, l’absence de modifications significatives des principales 

caractéristiques d’étalonnage dans le mode de mesure ATR-MIR-TF. Cependant, 

il faut noter que la bande principale d’acétate d’eugénol à 1765 cm-1 est fortement 

recouverte par la bande caractéristique de l’ester de l’huile de tournesol, évitant 

ainsi son utilisation pour les différentes intégrations. 

 

Tableau 4.4 : Droites d’étalonnage de l’huile essentielle de clous de girofle 

obtenues par différents processus d’extraction, dans l’huile de tournesol par MIR-

TF. 

Huile essentielle 
pure 

(Lot/Extraction) 

Analyse MIR-TF  

Droite d’étalonnage 

A = a C + b 
R2 

01-HD A= 0,0558 C + 0,0032 0,997 

02-HD A= 0,0574 C + 0,0077 0,996 

03-HD A= 0,0605 C + 0,0054 0,998 

04-HD A= 0,0563 C + 0,0188 0,997 

05-EV A= 0,0582 C + 0,0055 0,995 

06-EV A= 0,0561 C + 0,0101 0,997 

07-MO A= 0,0556 C – 0,0097 0,999 

08-MO A= 0,0526 C – 0,0181 0,998 

Note: Le procédé d’extraction correspond à (HD): Hydrodistillation, (EV): Entrainement à la vapeur, 

(MO): Extraction assistée par micro-ondes. 

Les mesures pour le MIR-TF correspondent à la hauteur de pic à 1514 cm-1, corrigées avec une 

ligne de base stabilisée entre 1558 et 1481 cm -1. 

Niveau de concentration employé pour HD et EV jusqu’à 10%, pour MO jusqu’à 7% dans l’huile de 

tournesol. 
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4.3.2.3 Spectres ATR-MIR-TF des huiles essentielles commerciales 

de clous de girofle  

Les figures 4.7A et 4.7B montrent les spectres ATR-MIR-TF d'échantillons 

commerciaux d’huile essentielle de clous de girofle obtenus dans les mêmes 

conditions que les échantillons des huiles essentielles pures dans la région 

comprise entre 4000 et 550 cm-1.  

 

La figure 4.7A regroupe le premier type d’échantillons, utilisé dans ce 

travail qui présentent une similitude dans l’allure des spectres ATR-MIR-TF. Ces 

échantillons présentent les bandes les plus intenses à 3015 et 2955 cm-1 qui sont 

dues à =C─H et aux vibrations asymétriques d'élongation de C–H du groupement 

─CH3, respectivement. Tandis que celles à 2926 et 2857 cm-1 sont associées à 

des vibrations d’élongation asymétrique et symétrique de C─H du groupement 

─CH2, respectivement. Les bandes d'absorbance à 1749 et 1654 cm-1 résultent de 

l'élongation des esters C=O et des vibrations d'élongation du groupement C=C, 

respectivement. Des bandes situées à 1463 et 1377 cm-1 sont associées à des 

vibrations de déformation de C─H des groupements ─CH2 et ─CH3 et celles à 

environ 1236, 1161, 1120 et 1098 cm-1 correspondent à des vibrations 

d'élongation de C─O. Les bandes à 724 cm-1 proviennent des vibrations de 

déformation du groupement ─CH2.  

 

On peut conclure, à partir des spectres obtenus, la présence d’un 

composé étranger, qui ne correspond pas aux composants des huiles essentielles 

pures, dans ces échantillons. Encore une fois le spectre ATR-MIR de l’huile de 

tournesol obtenu dans les conditions susmentionnées (voir figure insérée sur la 

figure 4.7A) confirme que les neuf échantillons correspondent à une dilution 

d’huile essentielle de clous de girofle dans une huile végétale.  
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La figure 4.7B montre les spectres ATR-MIR-TF du second groupe 

d'huiles essentielles commerciales de clous de girofle. En comparant ces spectres 

avec ceux des huiles essentielles pures, on peut confirmer la présence de bandes 

caractéristiques de l’huile essentielle de clous de girofle (voir figure insérée dans 

la figure 4.7B). Il semble donc évident que ces échantillons commerciaux (11 et 

12) ne contiennent pas d’huile végétale comme diluant ce qui confirme leur bonne 

qualité par rapport aux précédents. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.7A : Spectres ATR-MIR-TF des huiles essentielles commerciales de 

clous de girofle présentant de grandes similitudes avec les bandes d'huile 

végétale (He. Com. C. g. 1-9).  

Figure insérée: Spectre de l’huile de tournesol. 

Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différents échantillons 

considérées. 
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4.3.2.4 Analyse qualitative des échantillons d’huile essentielle 

commerciale de clous de girofle par spectroscopie MIR-TF 

Comme cela a été indiqué précédemment, différentes bandes 

caractéristiques d'huile végétale (voir figure insérée sur la figure 4.7A) ont été 

identifiées dans les spectres ATR-MIR-TF d'échantillons commerciaux indiquant la 

présence d’un solvant.  

 

Ce résultat a été confirmé après la soustraction du spectre de tournesol 

aux échantillons commerciaux d’huile essentielle de clous de girofle (He. Com. C. 

g.1-9). On peut constater que les spectres obtenus après soustraction sont assez 

similaires à celui d’une huile essentielle pure à différents niveaux de concentration 

(voir figure 4.8). De plus, les spectres ATR-MIR montrent la présence d’un autre 

solvant différent de l’huile végétale pour deux échantillons (He. Com. C. g. 7 et 8) 

Figure 4.7B : Spectres ATR-MIR-TF d’huiles essentielles commerciales de clous 
de girofle présentant de fortes similitudes avec les bandes d’huile essentielle pure: 
(He. Com. C. g. 10-11).  
Figure insérée : Spectre de l'huile essentielle pure. 
Note: Les spectres sont décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différents échantillons 

considérées. 
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présentant des bandes, situées à 1459 et 1380 cm -1, différentes de celles de 

l’huile essentielle pure.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.2.5 Effet du solvant (huile végétale) dans l’analyse des huiles 

essentielles commerciales de clous de girofle sur l'analyse par MIR-TF  

Les spectres ATR-MIR-TF de la figure 4.9 montrent les modes 

vibrationnels d’absorption caractéristiques des huiles de tournesol, de mais et 

d’olive qui présentent une différence d’hauteur des bandes dans la région 

comprise entre 4000 et 550 cm-1 [161].  

 

La bande d'absorption des vibrations d’élongation de ═ C─H d'acides gras 

insaturés a été observée à 3009 cm-1 et la bande située autour de 2958 cm-1 

provient de vibrations d’élongation asymétriques de C─H du groupement ─CH3. 

Les bandes situées à 2923 et 2853 cm-1 sont associées aux vibrations 

d’élongation de C─H du groupement ─CH2, asymétriques et symétriques, 
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Figure 4.8 : Spectres ATR-MIR-TF de l'huile essentielle de clous de girofle pure 

(He. pure) et de la soustraction entre les huiles commerciales (He. Com. C. g.1-

9) et l’huile de tournesol: (He. Com. C. g. Sous. 1-9). 

Note: Les spectres étaient décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différents échantillons  

considérées. 
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respectivement. La bande intense apparaissant à 1749 cm-1 est due à l’étirement 

de l’ester C═O, tandis que celle à 1654 cm-1 résulte des vibrations d’élongation de 

C═ C cis. Les autres bandes à 1460 et 1378 cm-1 proviennent des vibrations de 

cisaillement des groupements ─CH2 et ─CH3, respectivement, celles à 1241, 

1162, 1121 et 1095 cm-1 sont attribuées aux vibrations d’élongation de CO. Le pic 

à 721 cm-1 correspond au mode de basculement du groupement ─CH2 [158, 162].  

 

L'effet de l'huile végétale utilisée pour la dilution des huiles essentielles de 

clous de girofle a été évalué dans la région MIR-TF en comparant les différentes 

droites d’étalonnages obtenues à partir de série de solutions étalons d’un mélange 

d’eugénol et d’huile végétale dans des proportions volumiques (v/v) différentes. 

Les valeurs de surface de pic ont été intégrées entre 1558 et 1481 cm-1. Il est 

important de rappeler que l’huile essentielle de clous de girofle a été analysée 

globalement sous forme d’eugénol étant son produit majoritaire. Les résultats 

indiqués dans le tableau 4.5 montrent que les principaux paramètres de ces 

calibrations sont exempts d’effet de l’huile végétale dans les mesures ATR-MIR-

TF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.9 : Spectre ATR-MIR-TF des huiles végétales utilisées dans cette 

étude: huile de tournesol, huile d’olive et huile de maïs. 

Note: Les spectres étaient décalés sur l’axe des Y pour distinguer les différents échantillons 

considérées. 
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Tableau 4.5 : Droites d’étalonnages de mélanges d’eugénol et d’huile végétale 

(v/v) par MIR-TF. 

Eugénol/Huile 
végétale 

Analyse MIR-TF  

Droite d’étalonnage 

A= a C + b 
R2 

Eugénol/H. Tournesol A= 0,8389 C + 0,0052 0,999 

Eugénol/H. Maïs A= 0,7874 C + 0,0132 0,999 

Eugénol/H. Olive A= 0,8195 C + 0,0163 0,998 

Note: Les mesures pour MIR-TF correspondent à une aire de pic, spécifique à l’eugénol, limitée 

entre1558 et 1481 cm-1. 

 

4.3.2.6 Modèles PLS-ATR-MIR-TF pour la détermination de l'huile 

essentielle de clous de girofle dans des échantillons commerciaux 

Pour construire des modèles PLS-ATR-MIR-TF permettant d’évaluer la 

teneur réelle en huile essentielle de clous de girofle dans des échantillons 

commerciaux adultérés et étiquetés comme étant des huiles essentielles pures de 

clous de girofle, les mêmes ensembles d’étalonnage et de validation utilisés 

précédemment pour le modèle de régression PLS-NIR-TF ont été utilisés. 

L’objectif principal était de comparer les régions MIR et NIR pour la prédiction par 

PLS du niveau de concentration d'huile essentielle dans les huiles essentielles 

commerciales adultérées.  

 

La combinaison de la première dérivée avec la normalisation vectorielle et 

du centrage moyen des données a fourni les meilleurs résultats de prévision en 

considérant  la région spectrale comprise entre 1801,5 et 578,7 cm-1 et trois 

variables latentes. Comme on peut le voir dans le tableau 4.6, le modèle montre 

une bonne corrélation avec des valeurs pour R2 (cal), R2 (c v) de 0,9998, 0,9995 et 

RMSEC, RMSECV de 0,118% (v/v), 0,191% (v/v), respectivement. Une valeur 

RPD de 44.1 a été obtenue ce qui est considéré comme adéquat pour l’analyse 

avec une excellente précision. Les paramètres des modèles PLS-ATR-MIR pour la 

détermination de la quantité d’huile essentielle dans des formulations 

commerciales adultérées sont présentés dans l’annexe 2, d’appendice E. 
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Tableau 4.6 : Paramètres du modèle PLS-ATR-MIR-TF optimisé pour la 

détermination de l’huile essentielle dans des formulations commerciales 

adultérées d’huile de clous de girofle. 

Modèle PLS/ 
Région (cm-1) 

RMSEC 

(% v/v) 
R2

Cal 
RMSECV 

(% v/v) 
R2

CV RPD VLs 

MIR-TF 
(1801,5-578,7) 

0,118 0,9998 0,191 0,9995 44,1 3 

Note: R2 (Cal): Coefficient de corrélation de la calibration, R2(CV): Coefficient de corrélation de  

la validation croisée, RMSEC: Erreur de moyenne carrée de racine de la calibration, RMSECV: 

Erreur de moyenne carrée de racine de la contre-vérification, RPD: Déviation résiduelle de 

prédiction, VLs: variables latentes. 

 

4.3.3 Exactitude et précision des méthodes NIR-TF et ATR-MIR-TF 

Pour évaluer les performances des méthodes PLS-NIR-TF et PLS-ATR-

MIR-TF développées au cours de cette étude et pour valider leur exactitude, une 

série d’expériences de récupération a été réalisée. Quatre échantillons 

commerciaux d’huile essentielle de clous de girofle ont été enrichis avec de 

l’huile essentielle pure à différents niveaux de concentration.  

 

Les spectres de NIR-TF et ATR-MIR-TF des échantillons enrichis ont été 

traités par PLS en utilisant les modèles sélectionnés et les résultats obtenus ont 

été utilisés pour calculer le niveau de pourcentage de récupération des 

concentrations ajoutées comprises entre 2 et 3,5% v/v. Les niveaux moyens de 

récupération de l’huile essentielle pure de clous de girofle se situaient entre 97% 

et 103% pour PLS-NIR-TF et entre 92% et 107% pour les méthodes PLS-ATR-

MIR-TF (tableau 4.7). Les résultats des pourcentages de récupération pour tous 

les traitements spectraux sont résumés dans l’annexe1 et 2 d’appendice F. 
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Tableau 4.7 : Récupération de l’huile essentielle pure de clous de girofle ajoutée 

aux échantillons commerciaux adultérés par PLS-NIR-TF et PLS-ATR-MIR-TF. 

Echantillon 

Huile 

essentielle de 

clous de girofle 

ajoutée 

PLS-NIR-TF PLS-ATR-MIR-TF 

(% v/v) 
Récuperation ± s 

(%)  

C.V  

(%) 

Récuperation ± s 

(%)  

C.V 

(%) 

He. Com. C. g. 2 2,5 97,0 ± 2,1 2,2 107,0 ±3,2 3,0 

He. Com. C. g. 3 3,5 97,0 ± 2,8 2,9 92,0 ± 3,4 3,7 

He. Com. C. g. 4 2,0 102,0 ± 2,7 2,6 101,0 ± 2,1 2,1 

He. Com. C. g. 5 3,0 103,0 ± 5,6 5,4 99,0 ± 5,9 6,0 

Note : s : Ecart type de trois analyses indépendantes.  

C.V : Coefficient de variance. 

R%=[(valeur trouvée/ [[valeur présente*(volume échantillon/volume totale) + [100*(volume ajouté/ 

volume totale)]]*100. 

 

4.3.4 Analyse qualitative des échantillons d’huile essentielle 

commerciale de clous de girofle par chromatographie en phase 

gazeuse couplée à la spectrométrie de masse CG-SM 

Les différents échantillons d’huile essentielle commerciale de clous de 

girofle ont fait l’objet d’une analyse chromatographique. L’identification des 

différents composés est effectuée en se basant sur les banques de données 

spectrales NIST02.L, Wiley7n.I et NBS75k.L, avec un taux de similitude 

supérieure ou égal à 90%. L’analyse par HS-GC-MS, dans les conditions citées 

auparavant, pour quelques échantillons commerciaux (He. Com. C. g. 1-4) et 

l’huile essentielle pure (1-HD et 5-EV) a permis l’identification de quelques 

composés pour l’échantillon (He. Com. C. g. 1), cependant il n’était pas possible 

de les identifier dans les autres échantillons commerciaux, probablement due à la 

présence d’une quantité minime d’huile essentielle pure dans ces échantillons 

(tableau 4.8). 

 

L’analyse par CG-SM de tous les échantillons a révélé d’une part 

l’identification des composés majoritaires (Appendice G), et d’un autre part 

l’absence totale de ces composés dans certains échantillons. Les principaux 
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produits identifiés des différents échantillons purs ou commerciaux avec le nom du 

composé, et le pourcentage en aire sont représentés dans les tableaux 4.9 et 

4.10, respectivement. 

 

D’après les résultats obtenus de l’analyse par les deux méthodes 

chromatographiques, on constate que la détermination de l’adultération par la 

méthode chromatographique dépend des conditions expérimentales et de la 

sensibilité de la méthode  

 

Tableau 4.8 : Composition chimique d’échantillons d’huile essentielle (pure et 

commerciale) de clous de girofle par HS-GC-MS. 

Tr 

(min) 
composé 

Aire (%) 

Echantillons d’huile essentielle (pure et commerciale) 

01-HD 05-EV 
He.Com

. C.g. 1 

He.Com

. C.g. 2 

He.Com

. C.g. 3 

He.Com

. C.g. 4 

10,22 Menthol - - - 43,83 -  

12,88 Eugénol 81,65 89,79 61,96 - - - 

13,82 Caryophyllène 8,43 3,43 31,14 56.17 - - 

13,84 NI - - - - - 100 

14,30 NI 0,64 0,59 3,50 - - - 

15,01 Isoeugénol 9,28 6,19 - - - - 

15,90 NI - - 3,31 - - - 

Note: Le procédé d’extraction correspond à (HD): Hydrodistillation, (EV): Entrainement à la vapeur. 
NI: Un composé non identifié 
Tr: Temps de rétention 
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Tableau 4.9 : Composition chimique des échantillons d’huile essentielle pure de clous de girofle par CG-SM. 

Tr 

(min) 
Nom du composé 

Aire (%) 

Echantillons huile essentielle pure 

01 

(HD) 

02 

(HD) 

03 

(HD) 

04 

(HD) 

05 

(EV) 

06 

(EV) 

07 

(MO) 

08 

(MO) 

11,62 α-Cubébène - - - - - - - 1,19 

11,72 Eugénol 72,83 70,66 80,51 61,10 84,82 67,44 57,43 46,55 

12,62 Caryophyllène 1,44 11,51 - 5,62 - 17,56 22,79 31,43 

13,10 α- Caryophyllène 1,65 1,22 - - - 1,79 2,56 3,50 

13,88 Acétate d’eugénol 24,07 16,61 19,49 25,32 15,18 13,21 17,22 17,32 

14,96 Hexadécane - -  7,95 - - - - 

Note: Le procédé d’extraction correspond à (HD): Hydrodistillation, (EV): Entrainement à la vapeur, (MO): Extraction assistée par micro-ondes. 
Tr: Temps de rétention.
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Tableau 4.10 : Composition chimique des échantillons commerciaux d’huile essentielle de clous de girofle par CG-SM. 

Tr 
(min) 

composé 

Aire (%) 
Echantillons d’huile essentielle commerciale (He. Com. C. g) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

5,27 Eucalyptol - - - - - 15,00 - - - - - 

7,48 NI -  - - 0,22 - - - - - - 

8,19 Camphre - - - - - 10,80 - - - - - 

10,18 Linalyl anthranilate - - -  - 18,47 - - - - - 

11,72 Eugénol 81,28 45,67 - 66,58 39,17 - 97 51,83 45,39 78,16 79,72 

12,62 Caryophyllène 13,49 24,51 - 15,04 - - - 19,53 28,83 3,73 3,53 

13,10 α-Caryophyllène 1,59 2,78 - 1,99 - - - 2,35 3,44 0,40 0,40 

13,88 Acétate d’eugénol 1,55 10,99 - 16,40 - - - 24,82 14,31 17,52 16.02 

14,66 
Oxide de 

caryophyllène 
2.09 8,99 - - - - - 1,48 8,04 0,20 0,32 

14,96 Hexadécane - 5,06 100 - 60,76 19,16 0,20 - - - - 

15,45 Pentadecane - - - - - - 1,25 - - - - 

15,74 NI - - - - - - 1,53 - - -  

20,61 octadecyne - - - - - 19,25 - - - - - 

20,67 NI - - - - - 17,32 - - - - - 

21,17 NI - 0,43 - - - - - - - - - 

21,21 NI - 0,89 - - - - - - - - - 

23,50 Pentadecyne - 4,41 - - - - - - - - - 

25,70 NI - 0,69 - - - - - - - - - 

Note: Tr: Temps de rétention;  He. Com. C. g (1-11): Echantillons commerciaux d’huile essentielle de clous de girofle; NI: Un composé non identifié.
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4.3.5 Quantification de la teneur réelle de l’huile essentielle pure dans 

des échantillons d’huile essentielle commerciale de clous de girofle 

La quantification de la teneur réelle de l’huile essentielle pure analysée 

globalement sous forme d’eugénol, car il constitue le produit majoritaire de cette 

huile, dans des échantillons commerciaux d’huile essentielle de clous de girofle 

(He. Com. C. g. 1-9), adultérés avec de l’huile végétale, a été déterminée à l’aide 

de deux méthodes développées, PLS-NIR-TF et PLS-ATR-MIR-TF. Les teneurs 

trouvées (voir tableau 4.5), exprimées en pourcentage d’eugénol dans l’huile 

commerciale, varient entre 0,00% - 22,7% et 0,00% - 23,2% en utilisant le NIR-TF 

et l’ATR-MIR-TF, respectivement, et la précision des mesures a été exprimée par 

les coefficients de variance qui variaient de 0,0 à 4,6% pour les mesures NIR-TF 

et de 0,0 à 7,7%. Pour les mesures de MIR-TF. 

 

En outre, de la validation partielle des deux méthodes développées par 

l’optimisation des paramètres analytiques de détermination, les résultats obtenus 

sont aussi validés par leur comparaison avec ceux obtenus par une méthode de 

référence CG-SM. Les résultats de la CG-SM fournissent des résultats 

comparables à ceux obtenus par spectroscopie NIR-TF et ATR-MIR-TF. Les 

équations de régression entre les résultats de spectroscopie NIR-TF et MIR-TF (y) 

et ceux de la chromatographie (x) sont y= (0,93 ± 0,03) x + (0,16 ± 0,18) et y= 

(0.954 ± 0.005) x + (0,07 ± 0,04) respectivement, ce qui montre que les trois 

méthodes testées ont une précision comparable. 
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Tableau 4.11 : Teneur en huile essentielle de clous de girofle analysée 

globalement sous forme d’eugénol [(v/v)%] dans des échantillons commerciaux 

adultérés (He. Com. C. g) en utilisant les deux méthodes développées, PLS-NIR-

TF, PLS-ATR-MIR-TF et la méthode de référence CG-SM. 

Echantillon 

Teneur en huile essentielle de clous de girofle 

(Eugénol) 

PLS-NIR %C.V PLS-ATR-MIR %C.V CG-SM 

He. Com. C. g. 1 22,7 ± 0,11 0,5 23,2 ± 0,02 0,1 24,3 

He. Com. C. g. 2 1,75 ± 0,08 4,6 1,07 ± 0,01 0,9 1,04 

He. Com. C. g. 3 0,00 ± 0,00 0,0 0,00 ± 0,00 0,0 0,00 

He. Com. C. g 4 3,18 ± 0,03 0,9 3,20 ± 0,01 0,3 3,09 

He. Com. C. g. 5 0,22 ± 0,01 4,5 0,13 ± 0,01 7,7 0,20 

He. Com. C. g. 6 0,00 ± 0,00 0,0 0,00 ± 0,00 0,0 0,00 

He. Com. C. g. 7 2,20 ± 0,02 0,9 7,28 ± 0,02 0,3 3,25 

He. Com. C. g. 8 1,10 ± 0,02 1,8 1,84 ± 0,02 1,1 1,84 

He. Com. C. g. 9 1,55 ± 0,004 0,3 1,14 ± 0,02 1,8 1,03 

Note: s: Ecart type de trios analyses indépendantes. 

C. V: coefficient de variance. 

 

4.3.6 Evaluation du caractère vert des méthodologies développées par 

PLS-NIR-TF et PLS-MIR-TF 

Le caractère vert des deux méthodologies développées a été évalué sur 

la base des critères établis dans la littérature pour définir le certificat vert, en 

tenant compte de la quantité de solvant employée et de la génération de déchets 

analytiques. Le certificat a été développé à partir des douze principes de la chimie 

verte et a été conçu pour évaluer les études de techniques en fonction des 

volumes de réactifs utilisés et des déchets générés. L’évaluation des méthodes 

analytiques a été réalisée par l’attribution de points de pénalité en fonction de la 

toxicité et des dangers associés aux réactifs utilisés et aux déchets générés. Par 

conséquent, il permet de classer les méthodes analytiques dans l’échelle dite du 

certificat vert, qui est établie de classes «A» à «G» en tenant compte également 

des quantités d’énergie consommées.  

 

Les résultats résumés dans le tableau 4.12 montrent qu’aucun point de 

pénalité n’a été attribué à la PLS-NIR-TF dans l’éco-échelle en raison de 
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l’absence de solvant utilisé et 1.22 points de pénalité à l’ATR-MIR-TF en raison de 

la faible consommation de réactifs (1 mL). La dilution requise pour la méthodologie 

de référence (CG-SM) était marquée de 19,7 points de pénalité dans le certificat 

vert (10,2 et 9,5 points de pénalité qui correspond à un volume de 100 mL de 

réactif utilisé et de 99,992 mL des déchets générés, respectivement). 2 points de 

pénalité supplémentaires ont été attribués pour cette dernière en raison de la 

consommation d’énergie. On peut donc en conclure que la méthode proposée, 

PLS-NIR-TF et ATR-MIR-TF avec 100 et 98,8 points, respectivement, est une 

alternative durable à l’utilisation des approches chromatographiques comme 

l’illustre la figure 4.10. 

 

Tableau 4.12 : Calcul des points de pénalité. 

 
Points de pénalité 

NIR-TF ATR-MIR-TF CG-SM 

Réactifs 0 1,2 10,2 

Instrument 0 0 2 

Emission 0 0 0 

Déchets 0 0 9,5 

PP totales 0 1.2 21,7 

Score totale 100 98,8 78,3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CG-SM PLS-MIR-TF PLS-NIR-TF 

100-90 

89-80 

79-70 

69-55 

54-40 

39-20 

19-0 

Efficacité verte 

Pas d’efficacité verte 

 

78,3 

 100  
 

98,8 

 

Figure 4.10 : Certificat vert des deux méthodes développées pour la quantification 

de l'huile essentielle de clous de girofle dans des échantillons commerciaux par 

PLS-NIR-TF et ATR-MIR-TF comparés, avec la méthode de référence (CG-SM). 
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4.4 Conclusion 

Les résultats obtenus dans ce travail montrent que la spectroscopie à 

transmission proche infrarouge (NIR-TF) et à réflexion totale atténuée (ATR-MIR-

TF) combinée à la régression PLS fournissent un outil de contrôle qualité simple et 

rapide pour la détection de l’adultération dans des échantillons commerciaux (He. 

Com. C. g) et pour la quantification de niveau d’huile essentielle pure réellement 

dans ces échantillons. 

 

Des études antérieures ont montré que le NIR-TF fournit de meilleurs 

résultats de prévision que la spectroscopie MIR-TF pour l’analyse d’échantillons 

d’huile [150], probablement en raison de la bonne précision des mesures NIR-TF. 

Cependant, dans la présente étude, la spectroscopie MIR-TF montre de meilleurs 

résultats que la spectroscopie NIR-TF en raison de la grande sensibilité du MIR-

TF et de sa capacité à discriminer les principales bandes d’huiles essentielles 

dans les échantillons adultérés. Cependant les deux méthodologies pourraient 

être considérées comme des outils simples et écologiques adéquats pour la 

détermination de l’adultération d’échantillons commerciaux d’huile essentielle de 

clous de girofle. 
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CONCLUSION GENERALE 

Dans le cadre de notre travail, le potentiel de la spectroscopie infrarouge, 

dans les deux zones spectrales NIR et MIR, a été exploité pour la détermination 

simultanée des composés aromatiques dans des formulations commerciales par 

spectroscopie MIR-TF d’une part, et la détermination de l’adultération dans des 

formulations commerciales d’huiles essentielles par NIR et MIR d’autre part.  

 

Le contenu de ce travail est réparti sur quatre chapitres distincts. Le 

premier chapitre regroupe les bases théoriques ainsi qu’une synthèse 

bibliographique liée au thème de notre recherche et les trois derniers chapitres 

illustrent les résultats des trois parties expérimentales. 

 Le Premier chapitre rassemble une synthèse bibliographique portant sur, 

les huiles essentielles (définition, composition chimique,  caractérisation et 

l’adultération de ces produits naturels), la description des méthodes 

d’extraction conventionnelles et non-conventionnelles qui sont utilisées 

pour l’obtention des huiles essentielles ainsi que les techniques d’analyses. 

Nous avons également abordé les bases théoriques et l’intérêt de la chimie 

analytique verte. 

 

 Dans le deuxième chapitre, une étude quantitative est effectuée pour la 

détermination simultanée des monoterpènes (camphre, thymol, menthol et 

l’eucalyptol) utilisés dans des formulations commerciales pour lutter contre 

le parasite varroa. Les spectres IRTF des monoterpènes, dilués dans le 

dichlorométhane, sont traités en considérant deux stratégies de calibration, 

monovariable (système des équations) et multivariable (associée à la 

régression des moindres carrées partielles «PLS» et en considérant le 

modèle 42. Cette dernière a montré des résultats plus fiables en la 

comparant avec ceux obtenu avec l’analyse monovariable. La méthode 

développée dans cette étude peut être considérée comme une méthode 
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adéquate alternative aux méthodes chromatographiques pour la 

détermination des terpènes dans les formulations commerciales, vu qu’elle 

nécessite moins de temps, un faible volume de solvant et un bon contrôle 

des déchets générés avec 83,8 points. 

 

 Les deux derniers chapitres 3 et 4 faisant objet analyses qualitative et 

quantitative par spectroscopie NIR et MIR, ont permet la détermination 

directe de l’adultération dans des formulations commerciales des huiles 

essentielles de différentes plantes, sans aucune préparation préalable des 

échantillons considérés dans cette étude. 

 

L’étude qualitative de ces formulations, en utilisant la méthode de soustraction, 

a révélé l’ajout des huiles végétale et/ou minérale à la majorité des échantillons 

étudiés (pour certains échantillons, l’identification du solvant ajouté n’a pas pu être 

réalisée a cause de sa complexité). L’étude développée illustre le potentiel des 

deux méthodologies spectroscopiques pour l’identification directe de l’adultération 

cela confirme qu’elles peuvent être considérées comme des méthodes alternative 

aux méthodes fréquemment utilisées. Cependant, et après une étude comparative 

entre les deux méthodologies développées dans ce travail, la méthode 

spectroscopique MIR en utilisant l’accessoire ATR fournit de meilleurs résultats 

que la méthode spectroscopique NIR en mode transmission et cela en raison de la 

quantité des informations spectrales obtenues dans la région du moyen 

infrarouge. 

 

L’étude quantitative est liée à la détermination de l’adultération des 

échantillons commerciaux de l’huile essentielle de S aromaticum L. (clous de 

girofle) et ce, par la quantification de la teneur réelle de l’huile essentielle pure 

présente (analysée globalement sous forme d’eugénol, étant le produit majoritaire 

de l’huile essentielle de S aromaticum L.) dans ces échantillons par NIR-TF et 

ATR-MIR-TF associées à la PLS comme méthodes rapides. Il a été nécessaire 

d’effectuer une étude, en utilisant la méthode de soustraction des spectres, sur 

l’effet de l’huile végétale utilisée dans la préparation des formulations 

commerciales pour l’identification de l’adultération. Les trois types d’huile 
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(tournesol, mais, olive) testés ont montré l’absence de l’effet de type d’huile 

végétale utilisée sur l’analyse.  

 

La méthode chromatographique (CG) associée à la méthode de détection 

(SM) a été utilisée comme méthode de référence. Le résultat obtenu par 

spectroscopie IRTF est comparable et similaire à celui obtenu par CG-SM, ce qui 

montre la capacité des deux méthodologies spectroscopiques avec la régression 

PLS, d’être un outil simple, rapide et écologique pour le contrôle qualité des 

formulations commerciales a base des produits naturels, avec des points de 100 

et 98,8 pour PLS-NIR-TF et ATR-MIR-TF, respectivement. 
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PERSPECTIVES 

- S’élargir sur l’utilisation d’autres méthodes chimiométriques et des logiciels pour 

le développement d’études descriptives de discrimination. 

 

- Détermination des monoterpènes, considérés dans cette étude (chapitre 1), 

dans les produits apicoles en utilisant les deux méthodes spectroscopique, NIR-

TF et MIR-TF. 

 

- Elaboration d’une banque de données élargie sur la majorité des l’huiles 

essentielles commercialisées sur le marché national afin de mettre à la 

disposition des instances concernées par la répression des fraudes. Un outil 

de contrôle rapide et efficace. 

 

- Développement de méthodes simples et rapides basées sur la spectroscopie 

IRTF (MIR/NIR) pour la détection de l’adultération des échantillons de miel 

commercialisés. 
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APPENDICE A 

LISTE DES ABREVIATIONS 

A: Absorbance 

ATR: Attenuated total reflectance 

cm: Centimètre  

CG-SM : Chromatographie en phase liquide  couplée à la spectroscopie de  

masse 

CL-SM : Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectroscopie de  

 masse 

CG- SMRI : la spectrométrie de masse à rapport isotopique couplée à la  

 chromatographie capillaire en phase gazeuse 

CH2Cl2 : Dichloromethane 

CL : Chromatographie en phase liquide  

°C : Degrés Celsius 

EAU : Extraction assistée par ultrason 

EAM : Extraction assistée par micro-ondes 

EFS : Extraction par fluide supercritique 

ELL : Extraction liquide-liquide  

EPS : Extraction en phase solide  

FAD United States Food and Drug Administration  

Administration américaine de denrées alimentaires et des  

 médicaments 

g: Gramme 

GRAS : Generally recognized as safe  

Généralement reconnue comme sans danger 

HPLC : Chromatographie liquide à haute performance 

IRTF : Infrarouge à transformée de Fourier 

Kg : Kilogramme  

KWh : Kilowatt-heure 

LMR : Limites maximales de résidus 

MEPS : Micro-extraction en phase solide  

mg : Milligramme 

min : Minute 

mm : Millimètre 

MIR : Middle infrared  

 Infrarouge moyen 

mL : Millilitre 

MPA : Multi purpose Analyser 



NIR : Near infrared 

 Infrarouge proche 

PLS : Partial least square 

 Régression des moindres carrés partiels 

R : Coefficient de régression 

RMSEC : Root mean square error of calibration 

Erreur quadratique moyenne de calibration 

RMSECV : Root mean square error of crose validation 

Erreur quadratique moyenne de la validation croisée 

RMSEP : Root mean square error of prediction 

Erreur quadratique moyenne de prédiction 

RPD : Residual predictive deviation 

Ecart prédictif résiduel 

RMN : Résonance magnétique nucléaire 

SAA : Spectroscopie d’absorption atomique 

SC-CO2:  Dioxyde de carbone supercritique classique 

USC-CO2 : Dioxyde de carbone supercritique assisté par ultrasons 

UV-Vis : Spectroscopie ultraviolet-visible 

V/V : proportions volumiques 

VLs:  variables latentes 

W : Watts 

μL : Microlitre  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

APPENDICE B 

Appendice B/ Annexe 1: Représentation des meilleurs modèles de PLS-IRTF. 

Composé/ Camphre 

Traitement 

spectral 
RMSEC RMSECV RMSEP 

R2  

(Cal) 

R2 

(CV) 

R2  

(Pré) 
VLs 

Pas de 

prétraitement des 

données 

0,009 0,012 0,016 0,9939 0,9888 0,9569 4 

0,011 0,014 0,017 0,9907 0,9851 0,9506 2 

Correction d’offest 

0,011 0,014 0,013 0,9904 0,9836 0,9726 3 

0,012 0,014 0,014 0,9894 0,9845 0,9665 3 

0,013 0,015 0,016 0,9882 0,9826 0,9593 3 

Soustraction d’une 

droite 

0,011 0,013 0,019 0,9908 0,9875 0,9409 2 

0,010 0,013 0,024 0,9927 0,9873 0,9020 3 

Normalisation 

vectorielle (SNV) 

0,011 0,027 -- 0,9914 0,9426 -- 9 

0,008 0.011 -- 0,9957 0,9910 -- 8 

Normalisation  

Min-Max 

0,019 0,030 -- 0,9722 0,9289 -- 3 

0,024 0,030 -- 0,9574 0,9276 -- 4 

0.020 0.034 -- 0,9721 0,9098 -- 6 

Correction 

multiplicative de 

diffusion (MSC) 

0,021 0,023 -- 0,9696 0,9256 -- 8 

0,031 0,035 -- 0,9620 0,9035 -- 5 

Dérivée première  
0,010 0,012 0,020 0,9920 0,9888 0,9346 2 

0,010 0,012 0,026 0,9925 0,9882 0,8884 3 

Dérivée seconde  
0,012 0,015 0,015 0,9892 0,9832 0,9623 7 

0,013 0,017 0,016 0,9890 0,9770 0,9564 7 

Dérivée première + 

soustraction d’une 

droite 

0,010 0,012 0,040 0,9924 0,9888 0,7417 5 

0,010 0,0132 0,037 0,9928 0,9862 0,7700 8 

Dérivée première + 

normalisation 

vectorielle (SNV) 

0,007 0,011 -- 0,9971 0,9909 -- 9 

0,011 0,023 -- 0,9923 0,9597 -- 10 

Dérivée première + 

correction 

multiplicative de 

diffusion (MSC) 

0,025 0,036 -- 0,9558 0,8984 -- 5 

0,023 0,040 -- 0,9628 0,8745 -- 8 

Note: domaine spectral de 1793,8-1685,8; 1410-1307,8; 883,41-804,33; 653,9-470,6.  



Appendice B/ Annexe 1 (suite) 

Composé/ Thymol 

Traitement 

spectral 
RMSEC RMSECV RMSEP 

R2 

(Cal) 

R2 

(CV) 

R2 

(Pré) 
VLs 

Pas de 

prétraitement des 

données 

0,033 0,041 0,320 0,9998 0,9997 0,9295 5 

0,030 0,042 0,334 0,9999 0,9997 0,9229 6 

0,027 0,040 0,362 0,9999 0,9997 0,9117 5 

Correction d’offest 

0,108 0,111 0,287 0,9980 0,9978 0,9432 2 

0,034 0,039 0,350 0,9998 0,9997 0,9175 3 

0,033 0,042 0,331 0,9998 0,9997 0,9244 4 

Soustraction d’une 

droite 

0,034 0,039 0,0320 0,9998 0,9997 0,9306 3 

0,041 0,047 0,339 0,9997 0,9996 0,9209 3 

0,031 0,043 0,360 0,9998 0,9997 0,9124 4 

Normalisation 

vectorielle (SNV) 

0,062 0,115 -- 0,9994 0,9976 -- 9 

0,141 0,197 -- 0,9968 0,9931 -- 5 

Normalisation  

Min-Max 

0,063 0,085 -- 0,9994 0,9987 -- 6 

0,068 0,091 -- 0,9993 0,9982 -- 7 

Correction 

multiplicative de 

diffusion (MSC) 

0,071 0,181 -- 0,9993 0,9942 -- 12 

0,088 0,187 -- 0,9988 0,9938 -- 11 

Dérivée première  

0,061 0,093 0,335 0,9994 0,9985 0,9226 5 

0,102 0,122 0,349 0,9982 0,9973 0,9160 3 

0,082 0,095 0,351 0,9989 0,9984 0,9151 4 

Dérivée seconde  

0,096 0,105 0,324 0,9985 0,9980 0,9275 4 

0,092 0,128 0,331 0,9986 0,9971 0,9246 7 

0,095 0,105 0,331 0,9985 0,9980 0,9244 4 

0,083 0,093 0,339 0,9988 0,9985 0,9209 4 

Dérivée première + 

soustraction d’une 

droite 

0,060 0,100 0,311 0,9994 0,9982 0,9335 5 

0,032 0,035 0,357 0,9998 0,9997 0,9119 7 

0,035 0,039 0,435 0,9998 0,9997 0,8692 3 

Dérivée première + 

normalisation 

vectorielle (SNV) 

0,289 0,328 -- 0,9865 0,9808 -- 7 

0,297 0,337 -- 0,9858 0,9798 -- 6 

Dérivée première + 

correction 

multiplicative de 

diffusion (MSC) 

0,533 0,693 -- 0,9589 0,9146 -- 13 

Note: domaine spectral de 1793,8-1685,8; 1410-1307,8; 883,41-804,33; 653,9-470,6.  

 



Appendice B/ Annexe 1 (suite) 

Composé/ Menthol 

Traitement 

spectral 
RMSEC RMSECV RMSEP R2 

(Cal) 

R2 

(CV) 

R2 

(Pré) 
VLs 

Pas de 

prétraitement des 

données 

0,012 0,018 -- 0,9898 0,9749 -- 6 

0,007 0,012 -- 0,9964 0,9887 -- 8 

Correction d’offset 

0,014 0,021 0,023 0,9854 0,9641 0,9250 6 

0,006 0,011 -- 0,9975 0,9904 -- 9 

0,008 0,014 -- 0,9962 0,9851 -- 8 

Soustraction d’une 

droite 

0,014 0,020 0,023 0,9858 0,9689 0,9278 5 

0,013 0,018 -- 0,9883 0,9737 -- 6 

Normalisation 

vectorielle (SNV) 

0,065 0,082 -- 0,7015 0,4658 -- 5 

0,021 0,041 -- 0,9704 0,8675 -- 11 

Normalisation  

Min-Max 
0,022 0,057 -- 0,9703 0,7441 -- 13 

Correction 

multiplicative de 

diffusion (MSC) 

0,084 0,097 -- 0,4895 0,2582 -- 4 

Dérivée première 0,012 0,021 -- 0,990 0,9658 -- 12 

Dérivée seconde 0,016 0,023 0,0171 0,9832 0,9582 0,9582 7 

Dérivée première + 

soustraction d’une 

droite 

0,010 0,019 -- 0,9934 0,9719 -- 13 

Dérivée première + 

normalisation 

vectorielle (SNV) 

0,032 0,043 -- 0,9340 0,8529 -- 11 

Dérivée première + 

correction 

multiplicative de 

diffusion (MSC) 

0,055 0,063 -- 0,7996 0,6889 -- 9 

Note: domaine spectral de 1793,8-1685,8; 1410-1307,8; 883,41-804,33; 653,9-470,6. 

 

 

 

 

 

 

 



Appendice B/ Annexe 1 (suite) 

Composé/ Eucalyptol 

Traitement 

spectral 
RMSEC RMSECV RMSEP 

R2 

(Cal) 

R2 

(CV) 

R2 

(Pré) 
VLs 

Pas de 

prétraitement des 

données 

0,016 0,028 0,044 0,9989 0,9961 0,9804 8 

Correction d’offset 

0,018 0,026 0,029 0,9986 0,9966 0,9981 6 

0,025 0,030 0,039 0,9972 0,9954 0,9852 4 

0,027 0,033 0,036 0,9966 0,9947 0,9874 3 

0,023 0,029 0,032 0,9977 0,9960 0,9897 4 

0,024 0,029 0,033 0,9974 0,9959 0,9892 3 

Soustraction d’une 

droite 

0,026 0,029 0,034 0,9969 0,9958 0,9882 2 

0,031 0,014 0,035 0,9953 0,9805 0,9880 2 

0,021 0,034 0,036 0,9981 0,9942 0,9871 4 

Normalisation 

vectorielle (SNV) 

0,036 0,073 -- 0,9946 0,9737 -- 10 

0,028 0,064 -- 0,9969 0,9802 -- 14 

Normalisation  

Min-Max 

0,023 0,076 -- 0,9979 0,9716 -- 14 

0,028 0,066 -- 0,9968 0,9788 -- 12 

Correction 

multiplicative de 

diffusion (MSC) 

0,063 0,105 -- 0,9830 0,9459 -- 10 

0,129 0,175 -- 0,9264 0,8492 -- 7 

Dérivée première  

0,024 0,033 0,036 0,9975 0,9946 0,9869 8 

0,024 0,032 0,037 0,9975 0,9949 0,9864 9 

0,023 0,030 0,037 0,9978 0,9955 0,9861 10 

Dérivée seconde  0,026 0,037 0,045 0,9970 0,9931 0,9800 9 

Dérivée première + 

soustraction d’une 

droite 

0,024 0,033 0,037 0,9975 0,9947 0,9863 8 

0,026 0,037 0,042 0,9975 0,9931 0,9820 9 

Dérivée première + 

normalisation 

vectorielle (SNV) 

0,141 0,196 -- 0,9177 0,8116 -- 12 

0,157 0,244 -- 0,8968 0,7060 -- 11 

Dérivée première + 

correction 

multiplicative de 

diffusion (MSC) 

0,266 0,219 -- 0,6566 0,7996 -- 11 

0,337 0,258 -- 0,4401 0,7049 -- 7 

Note: domaine spectral de 1793,8-1685,8; 1410-1307,8; 883,41-804,33; 653,9-470,6.  

 

 



Appendice B/ Annexe 2: Pourcentage de récupération pour le camphre, le thymol, 

le menthol et l’eucalyptol. 

 

Composé/ Camphre 

Traitement spectral VLs A B C 

Pas de 

prétraitement des 

données 

4 (93,1 ± 3,5)% (101,9 ± 5,7)% (81,1 ± 6,4)% 

2 (73,5 ± 24,4)% (99,4 ± 6,7)% (75,6 ± 20,2)% 

Correction d’offset 3 (94,7 ± 10,3)% (98,7 ± 10,1)% (77,2 ± 21,0)% 

Dérivée première 2 (81,8 ± 14,6)% (90,6 ± 7,3)% (69,1 ± 32,2)% 

Dérivée seconde 7 (73,5 ± 20,8)% (92,0 ± 3,5)% (75,0 ± 14,03)% 

 

Composé/ Thymol 

Traitement spectral VLs A B C 

Pas de 

prétraitement des 

données 

6 (113,8 ± 6,5)% (104,8 ± 9,6)% (113,8 ± 12,2)% 

5 (118,6 ± 6,9)% (104,8 ± 9,04)% (105,8 ± 1,3)% 

Correction d’offset 4 (117,04 ± 4,7)% (108,7 ±1,5)% (105,8 ±1,8)% 

Soustraction d’une 
droite 

4 (116,7 ± 4,3)% (105,9 ± 5,0)% (105,5 ±1,0)% 

Dérivée première 4 (113,9 ± 6,0)% (99,6 ± 16,4)% (105,6 ± 6.7)% 

Dérivée seconde 5 (116,2 ± 5,2)% (111,1 ± 11,7)% (106 ± 5,6)% 

Dérivée première + 
soustraction d’une 

droite 
5 (116,1 ± 4,3)% (103,6 ± 12,6)% (105,8 ± 8,7)% 

 

Composé/ Menthol 

Traitement spectral VLs A B C 

Correction d’offset 6 (86,3 ± 14,7)% (95,2 ± 6,0)% (111,7 ± 20,3)% 

Soustraction d’une 
droite 

5 (94,7 ± 10,7)% (101,7 ± 5,2)% (108,2 ± 6,7)% 

Dérivée seconde 9 (93,9 ± 14,5)% (110,5 ± 3,0) % (103,3 ± 2,3)% 

 

 

 

 

 



Appendice B/ Annexe 2 (la suite) 

Composé/ Eucalyptol 

Traitement spectral VLs A B C 

Pas de 

prétraitement des 

données 

8 (103,0 ± 9,8)% (111,1 ± 3,4)% (114,5 ± 7,6)% 

Correction d’offset 

6 (100,1 ± 5,0)% (100,3 ± 2,3)% (107,1 ± 7,9)% 

3 (100,5 ± 4,2)% (100,8 ± 3,2)% (117,0 ± 9,6)% 

4 (104,8 ± 6,3)% (97,4 ± 4,6)% (115 ± 4,1)% 

3 (107,0 ± 7,0)% (101,7 ± 2,2)% (112,1 ± 4,1)% 

Soustraction d’une 
droite 

2 (107,4 ± 6,5)% (102,0 ± 3,7)% (113,5 ± 5,0)% 

2 (104,9 ± 6,1)% (102,8 ± 3,3)% (109,3 ± 4,3)% 

4 (108,2 ± 5,8)% (104,8 ± 1,5)% (104,3 ± 9,9)% 

Dérivée première 8 (105 ± 7,5)% (102,3 ± 4,9)% (110,7 ± 3,0)% 

Dérivée seconde 9 (103,6 ± 7,4)% (100,2 ± 6,0)% (111 ± 4,3)% 

Dérivée première + 
soustraction d’une 

droite 

8 (104,1 ± 7,4)% (102 ± 5,2)% (110,7 ± 3,1)% 

 

 

 

 



 

APPENDICE C 

Huiles essentielles évaluées dans cette étude ainsi que leurs principaux composants chimiques tels que rapportés dans la 

littérature. 

 

Famille espèce végétale nom commun composés principaux Réf. 

Apiaceae 

Pimpinella anisum L. Anis 
trans-Anéthol (88,50%), γ-himachalène (3,10%) [120] 

trans-Anéthol (81,30%), γ-himachalène (12,30%) [121] 

Apium graveolens L. Celeri 
Limonène (63,90%), β-selinène (16,40%) [163] 

β-Selinène (37,40%), phéllandral (17,20%), limonène (16,00%) [164] 

Foeniculum vulgare Mill. Fenouil 

trans -Anéthol (59,97%, 63,23%), fenchone (21,42%, 25,04%), 
estragole (3,76%, 4,75 %), limonène (2,68%, 2,99%) 

[165] 

trans -Anéthol (81,60%, 79,00%), fenchone (8,70%, 10,90%), 
estragole (4%, 4,20%), limonène (3,50%, 3.20%). 

[166] 

trans-Anéthol (72,86%), fenchone (12,93 %), estragole (3,41%), 
limonène (6,37%) 

[167] 

Carum carvi L. Carvi 

Carvone (76,37%), limonène (19,52%) 

[114] Carvone (77,35%), limonène (16,15%) 

Carvone (61,58%), limonène (29,11%) 

Carvone (53,60%), limonène (45,59%) [25] 

Cuminum cyminum L. Cumin 

γ-Terpinène (24,30%), aldéhyde cuminique (21,07%), p-cymène 
(16, 56%), β-pinène (13,74%), safranal (12,95%) 

[168] 

γ-Terpinène (12,62%), aldéhyde cuminique (38,50%), ο-cymène 
(10,98%), β-pinène (11,50%) 

[169] 
γ-Terpinène (16,30%), aldéhyde cuminique (32,80%), ο-cymène 
(9,74%), β-pinène (10,30%) 

Apiaceae Petroselenium crispum Persil 
α-Pinène (26,42%), β-pinène (18,04%), P-Mentha-1,3,8-triène 
(16,41%), myristicine (11,92%), 

[170] 



Appendice C (Suite) 

Famille espèce végétale nom commun composés principaux Réf. 

Apiaceae Petroselenium crispum Persil 

α-Pinène (27,41%) β-pinène (17,83%), P-Mentha-1,3,8-triène 
(15.96%) 

[170] 
α-Pinène (15,73%), β-pinène (10,01%), myristicine (39,65), apiole 
(18,32%), 

Asteraceae 

Artemisia herba-alba Armoise 

α-et β- Thuyone (57,00%), camphre (24,00%) [3] 

β-Thuyone (25,10%), α-thuyone (22,90%), 1,8 cinéol (20,10%), 
camphre (10,50%) 

[171] 

1,8 Cinéol (25,80%), p-cymène (15,50%), α-pinène (11,30%) 

[172] 
1,8 Cinéol (41,10%), p-cymène (12,70%), α-pinène (8,20%) 

1,8 Cinéol (8,60%), p-cymène (19,90%), α-pinène (17,20%), 
Myrcène (10,90%) 

Matricaria chamomilla L. Chamomille 

Spathulenol (12,50%), (E)-β-farnesène (10,40%), B oxide α-
bisabodol (6,50%) 

[173] 
Spathulénol (7,30%), (E)-β-farnesène (6,00%), B oxide α-
bisabodol (11,40%) 

Spathulénol (6,70%), (E)-β-farnesène (6,00%), B oxide α-
bisabodol (20%), A oxide α-bisabodol (11,90%) 

B oxide α- Bisabodol (48,22%), B oxide α-bisabodol (23,31%), α-
bisabodol (12,10%). 

[174] 

Geraniaceae Pelargonuim graveolens Geranium 

Citronéllol (30,20%), formate de citronellyle (9,30%), géraniol 
(7,60%), guai-6,9-diène (5,40%) 

[175] 

β-Citronellol (24,14%), formate de citronellyle (11,75%), geraniol 
(16,45%), linalool (7,99%) 

[176] 

Cupressaceae 

Cupressus sempervirens Cyprés 
α-Pinène (48,10%), δ-3-carène (24,40%) [156] 

Sabinène (14,80%), terpinèn-4-ol (11,40%), α-pinène (9,90%), 
δ-3-carène (4,20%) 

[177] 

Juniperus communis L. Genevrier 

Sabinène (48,40%), limonéne (20,00%), α-pinène (16,50%) 

[178] 

α-Pinène (80,00%), sabinène (2,00%), limonène (1,00%) 

α-Pinène (34,00%), sabinène (22,00%), limonène (5,00%) 

α-Pinène (57,00%), limonène (12,00%), sabinène (3,00%) 

Sabinène (39,00%), α-pinène (20,00%), limonène (5,00%) 
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Famille espèce végétale nom commun composés principaux Réf. 

Cupressaceae Juniperus communis L. Genevrier α-Pinène (40,00%), sabinène (18,00%) [178] 

Lamiaceae 

Lavandula angustifolia Mill. Lavande 

1,8 Cinéol (33,00%, 44,40%), camphre (23,10%, 25,10%), 
α-bisabolool (14,10%, 6,50%) 

[166] 

Linalool (25,31%), anthranilate de linalyle (18,35%), acétate de 
lavandulyle (11,14%) 

[179] 

Mentha piperita Menthe poivrée 
Menthol (26,53%), menthone (25,83%) [180] 

Menthol (59,00%), menthone (19,00%) [3] 

Mentha spicata L. Menthe verte 
Carvone (65,40-46,70%), menthol (8,70-2,00%), menthone 
(6,90-1,50%), pulégone (7,90-1,40%) 

[181] 

Carvone (76,65%), limonène (9,57%) [182] 

Melissa officinalis Melisse 

Citronellal (31,10%), citronellol (18,30%), E-citral (11,20%), 
β-caryophyllène (12,00%) 

[183] 
Citronellal (10,20%), Z-citral (19,60%), β-caryophyllène 
(13,20%) 

Citronellal (14,40%), acétate de géraniol (10,2%), oxide de 
caryophyllène (11%) 

[184] 

p-Mentha-1, 2, 3-triol (13,10%), p-menth-3-en-8-ol (8,80%), 
pulégone (8,80%) 

[185] 

Romarinus officinalis Romarin 

1,8 Cinéol (55,90%), camphre (10,58%), α-pinène (9,38%) [186] 

Camphre (52,12%), 1,8 cinéol (9,65%), camphene (7,55%), α-
pinène (6,05%) 

[187] 

α-Pinéne (28,20%, 21,90%), verbénone (11,60%, 12,70%), 
Camphre (7,90%, 9,90%), 1,8 Cinéol (7,40%, 9,40%) 

[166] 

Salvia officinalis Sauge 

1,8 Cinéol (33,27%), β-thuyone (18,40%), α-thuyone (13,45%) [188] 

α-Thuyone (20,10%), camphre (16%), 1,8 cinéol (7,00%), 
β-thuyone (5,00%) 

[189] β-Thuyone (16,40%), α-thuyone (15,80%), 1,8 cinéol (2,70%) 

Camphor (21,30%), α-thuyone (15,40%), 1,8 cinéol (9,50%), β-
thuyone (3,70%) 

Camphre (23,80%, 37,30%), 1,8 cinéol (13,70%, 17,90%) [119] 

 



Appendice C (Suite) 

Famille espèce végétale nom commun composés principaux Réf. 

Lamiaceae Thymus vulgaris Thym 

Thymol (40,97%), p-cymène (13,11%), γ-terpinène (10,96%), 
carvacrol (8,35%) 

[190] 

Thymol (47%), p-Cymène (34,00%) [191] 

ο-Thymol (38,71%), tetra hydro-3-méthyle (12,19%), p-cymène 
(2,77%) 

[117] 

Lauraceae 

Laurus nobilis L. Laurel 

1,8 cinéol (38,76%), acétate de α-terpényle (13,35%), 
α-Pinène (10,17%), Linalool (10,03%) 

[192] 

1,8 Cinéol (24,55%), linalool (17,67%), eugénol méthyl éther 
(12,40%) 

[193] 1,8 Cinéol (34,62%), linalool (12,57%) 

1,8 Cinéol (38,86%), linalool (9,45%), isovaléraldéhyde 
(10,47%) 

Cinnamomum cassia Cannelle 

trans-Cinnamaldéhyde (84,40%), acétate de cinnamyle (2,50%) 
[194] 

trans-Cinnamaldéhyde (79,60%), β caryophyllène (3,60%) 

trans-Cinnamaldéhyde (30,36%), 3- methoxy-1,2-propanédiol 
(29,30%), o-methxy-cinnamaldéhyde (25,39%) 

[195] 

Myrtaceae 

Eucalyptus globulus Eucalyptus 
1,8 Cinéol (55,29%), spathulenol (7,44%), α-terpinéol (5,46%) [196] 

1,8 Cinéol (63,81%), α-pinène (16,06%) [197] 

Myrtus communis L. Myrte 

Acétate de myrtényle (39,00 %), 1, 8 cinéol (19,60 %), α-pinène 
(11,60%), linalool (15,80%) 

[198] 

1, 8 Cinéol (29,60%), α-pinène (24,71%), Acétate de myrtényle 
(10,60%) 

[107] 

1,8 Cinéol (21,90%), α-pinène (50,90%), linalool (2,70%) 
[199] 

1,8 Cinéol (13,30%), α-pinène (33,60%), linalool (14,80%) 

Syzygium aromaticum L. Clous de girofle 

Eugénol (81,60, 79,0%), acetate d’eugénol (6,40%), 
caryophyllène (5,10%, 24,80%) 

[166] 

Eugénol (57,17%), acétate d’eugénol (5,93%), caryophyllène 
(29,94%) 

[200] 
Eugénol (63,64%), acétate d’eugénol (4,61%), caryophyllène 
(23,20%) 
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Famille espèce végétale nom commun composés principaux Réf. 

Myrtaceae Syzygium aromaticum L. Clous de girofle 
Eugénol (54,97%), acétate d’eugénol (2,45%), caryophyllène 
(31,46%) 

[200] 

Pinaceae 
 

Pinus halepensis 
 

Pin d’alep 
 

z-β-Caryophyllène (25,90%), α-pinène (13,70%), myrcène 
(24,10%), p-cymène (11,90%), oxide de caryophyllène (12,50%) 

[201] 
z-β-Caryophyllène (16,70%), α-pinène (8,50%), Myrcène 
(17,10%), p-cymène (14,60%) 
z-β-Caryophylléne (22,50%), α-pinène (22,30%), Myrcène 
(13,90%), p-cymène (11,20%) 
E-β-Caryophyllène (10,90%), α-pinène (16,80%), myrcène 
(25,20%), terpinolène (8,30%) 

[202] 

Piperaceae Piper nigrum L. Poivre noir 

D-Limonène (12,20-20,10%), caryophyllène (8,60-25,80%), 
3-carène (15,60-28,60%) 

[203] 

Limonène (14,95, 15,64%), β-caryophyllène (18,64, 25,38%), 3-
carène (8,58, 9,34%), sabinène (13,19, 13,63%) 

[204] 

Anacardiaceae Pistacia lentiscus L. Lentisque 
α-Pinène (9,40-24,90%), limonène (9-17,80%) [198] 

α-Pinène (9,90%), limonène (8,50%), germacrène D (11,90%) [205] 

Rutaceae 

Citrus limon L. Citron 
Limonène (78,84%), ocimène (3,85%), valencène (3,34%) [108] 

Limonène (53,90%), β-pinène (13,10%), γ-terpinène (12,20%) [206] 

Citrus reticulata L. Mandarine 
Limonène (80,20%), myrcène (6,70%), linalool (3,70%) [207] 

Limonène (92,60%), α-pinène (1,53%) [109] 

Citrus sinensis L. Orange 
Limonène (88,21%), α-pinène (6,37%), citral (3,00%) [108] 

Limonène (96-97,30%), α-pinène (1,45-1,82%) [109] 

Ruta montana L. Rue 

2-Undécanone (52,20%), 1-nonène (13,50%), 2-nonanone 
(10,10%) 

[208] 

2-Undécanone (52,20%), 6-(3,5-benzodioxyl)-2 hexanone 
(8,20%), 2-décanone (7,60%) 

[209] 

Zingibéraceae Curcuma longa L. Curcuma 

ar-Turmerone (12,90%), α-turmerone (42,60%), β-turmerone 
(16%) 

[110] 

ar-Turmerone (11,81%), zingiberène (8,62%) [210] 

ar-Turmerone (49,80%), α-turmerone (9,10%), β-turmerone 
(7,90%) 

[211] 



Appendice C (Suite) 

Famille espèce végétale nom commun composés principaux Réf. 

Zingibéraceae Zingiber officinale Gingembre 

α- Zingiberène (24,96%), β-sesquiphéllandrène (12,74%), 
sesquisabinène hydrate (6,19%), camphène (5,90%) 

[212] 

Zingiberène (16,1%), acétate de géranyle (8,40%), géranial 
(14,40%), α-pinène (6,1%) 

[213] 

α-Zingiberène (9,50%), β-sesquiphéllandrène (5,10%), geranial 
(25,90%), α-farnesène (7,60%) 

[214] 

 



 

APPENDICE D 

Annexe 1 : Résultats des paramètres des meilleurs modèles PLS pour la 

détermination de la quantité d’huile essentielle par spectroscopie NIR-TF  

Traitement spectral RMSEC RMSECV 
R2 

(Cal) 
R2 

(CV) 
RPD Bias VLs 

Domaine 
spectral 

Pas de 
prétraitement des 

données 

0,290 0,434 0,9989 0,9973 19,5 -0,0356 2 [1] 

0,182 0,326 0,9996 0,9985 26 -0,0342 3 [1] 

0,292 0,430 0,9989 0,9974 19,7 -0,0336 2 [2] 

0,180 0,389 0,9996 0,9979 22,1 -0,0774 3 [2] 

0,178 0,320 0,9996 0,9986 26,5 -0,0296 4 [2] 

Correction d’offset 

0,177 0,238 0,9996 0,9992 35,5 -0,0160 2 [1] 

0,177 0,232 0,9996 0,9992 36,3 0,0083 3 [1] 

0,260 0,341 0,9991 0,9984 24,7 0,0078 2 [2] 

0,187 0,268 0,9995 0,9990 31,5 0,0010 3 [2] 

Soustraction d’une 
droite 

0,177 0,222 0,9996 0,9993 37,9 0,0025 2 [1] 

0,175 0,242 0,9996 0,9992 34,9 0,0149 3 [1] 

0,176 0,222 0,9996 0,9993 37,9 -0,0022 2 [2] 

0,175 0,243 0,9996 0,9992 34,9 0,0110 3 [2] 

Normalisation 
vectorielle (SNV) 

0,142 0,185 0,9997 0,9995 45,6 0,0021 2 [1] 

0,131 0,235 0,9998 0,9992 35,9 -0,0169 3 [1] 

0,148 0,191 0,9997 0,9995 44,2 0,0011 2 [2] 

0,140 0,248 0,9997 0,9991 34 -0,0091 3 [2] 

Normalisation Min-
Max 

0,270 0,382 0,9990 0,9979 22,1 -0,0167 2 [1] 

0,172 0,266 0,9996 0,9990 31,7 0,0038 3 [1] 

0,268 0,377 0,9990 0,9980 22,4 -0,0154 2 [2] 

0,189 0,317 0,9995 0,9986 26,7 -0,0316 3 [2] 

Correction 
multiplicative de 

diffusion 
 
 

0,172 0,216 0,9996 0,9993 39 0,0041 2 [1] 

0,163 0,261 0,9997 0,9990 32,3 -0,0095 3 [1] 

0,164 0,256 0,9996 0,9991 32,9 -0,0036 2 [2] 

0,161 0,270 0,9997 0,9990 31,2 -0,0027 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 5 

0,173 0,232 0,9996 0,9992 36,3 0,0061 2 [1] 

0,161 0,290 0,9997 0,9988 29,1 -0,0149 3 [1] 

0,173 0,232 0,9996 0,9992 36,3 0,0061 2 [2] 

0,161 0,290 0,9997 0,9988 29,1 -0,0151 3 [2] 

Dérivée première 
pts de lissage : 9 

0,168 0,218 0,9996 0,9993 38,6 0,0063 2 [1] 

0,158 0,290 0,9997 0,9988 29 0,0006 3 [1] 

0,168 0,218 0,9996 0,9993 38,6 0,0067 2 [2] 

0,158 0,290 0,9997 0,9988 29 0,0005 3 [2] 

Dérivée première 
pts de lissage : 13 

0,166 0,211 0,9996 0,9994 39,9 0,0060 2 [1] 

0,157 0,275 0,9997 0,9989 30,6 0,0015 3 [1] 

0,166 0,211 0,9996 0,9994 39,9 0,0060 2 [2] 

0,157 0,276 0,9997 0,9989 30,6 0,0015 3 [2] 
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Traitement spectral RMSEC RMSECV 
R2 

(Cal) 
R2 

(CV) 
RPD Bias VLs 

Domaine 
spectral 

Dérivée première 
pts de lissage : 17 

0,167 0,210 0,9996 0,9994 40,2 0,0059 2 [1] 

0,158 0,257 0,9997 0,9991 32,7 0,0035 3 [1] 

0,167 0,210 0,9996 0,9994 40,2 0,0059 2 [2] 

0,158 0,258 0,9997 0,9991 32,7 0,0036 3 [2] 

Dérivée seconde 
pts de lissage : 9 

0,163 0,350 0,9996 0,9983 24 0,0054 2 [1] 

0,163 0,280 0,9997 0,9989 30,1 -0,0009 3 [1] 

0,163 0,351 0,9996 0,9983 24 0,0053 2 [2] 

0,162 0,280 0,9997 0,9989 30,1 -0,0011 3 [2] 

Dérivée seconde 
pts de lissage : 13 

0,186 0,256 0,9995 0,9991 24 0,0054 2 [1] 

0,164 0,283 0,9996 0,9989 30,1 -0,0009 3 [1] 

0,186 0,256 0,9995 0,9991 24 0,0053 2 [2] 

0,164 0,283 0,9996 0,9989 30,1 -0,0011 3 [2] 

Dérivée seconde 
pts de lissage : 17 

0,174 0,230 0,9996 0,9993 36,6 0,0062 2 [1] 

0,163 0,282 0,9996 0,9989 30 -0,0211 3 [1] 

0,174 0,230 0,9996 0,9993 36,6 0,0062 2 [2] 

0,163 0,282 0,9996 0,9989 30 -0,0212 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 5 + 
soustraction d’une 

droite 

0,173 0,232 0,9996 0,9992 36,3 0,0061 2 [1] 

0,161 0,290 0,9997 0,9988 29,1 -0,0150 3 [1] 

0,173 0,232 0,9996 0,9992 36,3 0,0061 2 [2] 

0,161 0,290 0,9997 0,9988 29,1 -0,0152 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 9+ 
soustraction d’une 

droite 

0,168 0,218 0,9996 0,9993 38,7 0,0063 2 [1] 

0,158 0,291 0,9997 0,9988 29 0,0007 3 [1] 

0,168 0,218 0,9996 0,9993 38,6 0,0062 2 [2] 

0,158 0,291 0,9997 0,9988 29 0,0006 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 13 

+ soustraction 
d’une droite 

0,166 0,211 0,9996 0,9994 39,9 0,0060 2 [1] 

0,157 0,277 0,9997 0,9989 30,5 0,0013 3 [1] 

0,166 0,211 0,9996 0,9994 39,9 0,0060 2 [2] 

0,157 0,277 0,9997 0,9989 30,5 0,0013 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 17 

+ soustraction 
d’une droite 

0,167 0,210 0,9996 0,9994 40,2 0,0058 2 [1] 

0,158 0,259 0,9997 0,9991 32,5 0,0036 3 [1] 

0,167 0,210 0,9996 0,9994 40,2 0,0058 2 [2] 

0,158 0,259 0,9997 0,9991 32,5 0,0036 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 5+ 

normalisation 
vectorielle (SNV) 

0,211 0,313 0,9994 0,9986 26,9 -0,0068 2 [1] 

0,120 0,194 0,9998 0,9995 43,5 -0,0113 3 [1] 

0,120 0,312 0,9994 0,9986 27 -0,0066 2 [2] 

0,210 0,194 0,9998 0,9995 43,6 -0,0112 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 9 + 

normalisation 
vectorielle (SNV) 

0,194 0,286 0,9995 0,9988 29,5 -0,0061 2 [1] 

0,119 0,190 0,9998 0,9995 44,4 -0,0112 3 [1] 

0,193 0,284 0,9995 0,9989 29,6 -0,0060 2 [2] 

0,119 0,190 0,9998 0,9995 44,4 -0,0111 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 13  

+ normalisation 
vectorielle (SNV) 

0,173 0,251 0,9996 0,9991 35,5 -0,0045 2 [1] 

0,118 0,189 0,9998 0,9995 44,5 -0,0093 3 [1] 

0,172 0,250 0,9996 0,9991 33,7 -0,0044 2 [2] 

0,118 0,189 0,9998 0,9995 44,5 -0,0093 3 [2] 
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Traitement spectral RMSEC RMSECV 
R2 

(Cal) 
R2 

(CV) 
RPD Bias VLs 

Domaine 
spectral 

Dérivée première 
pts, de lissage : 17 

+ normalisation 
vectorielle (SNV) 

0,157 0,223 0,9997 0,9993 37,8 -0,0028 2 [1] 

0,121 0,193 0,9998 0,9995 43,7 -0,0085 3 [1] 

0,156 0,222 0,9997 0,9993 40,2 0,0058 2 [2] 

0,121 0,193 0,9998 0,9995 32,5 0,0036 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 5+ 

Correction 
multiplicative de 
diffusion (MSC) 

0,173 0,217 0,9996 0,9993 38,8 0,0127 2 [1] 

0,155 0,256 0,9997 0,9991 32,9 0,0018 3 [1] 

0,173 0,217 0,9996 0,9993 38,9 0,0126 2 [2] 

0,155 0,256 0,9997 0,9991 32,9 0,0016 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 9+ 

Correction 
multiplicative de 
diffusion (MSC) 

0,166 0,206 0,9996 0,9994 40,9 0,0079 2 [1] 

0,156 0,271 0,9997 0,9990 31,1 0,0076 3 [1] 

0,166 0,206 0,9996 0,9994 40,9 0,0079 2 [2] 

0,156 0,271 0,9997 0,9990 31,1 0,0077 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 
13+ Correction 
multiplicative de 
diffusion (MSC) 

0,166 0,206 0,9996 0,9994 40,8 0,0080 2 [1] 

0,156 0,270 0,9997 0,9990 31,1 0,0077 3 [1] 

0,166 0,206 0,9996 0,9994 40,9 0,0079 2 [2] 

0,156 0,270 0,9997 0,9990 31,1 0,0077 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 
17+ Correction 
multiplicative de 
diffusion (MSC) 

0,168 0,208 0,9996 0,9994 40,4 0,0050 2 [1] 

0,156 0,264 0,9997 0,9990 31,9 -0,0006 3 [1] 

0,168 0,208 0,9996 0,9994 40,4 0,0050 2 [2] 

0,156 0,264 0,9997 0,9990 31,9 -0,0005 3 [2] 

   Note. [1]: Domaine spectrale de 8001.4 à 4462.6 cm-1 

   [2]: Domaine spectrale de 11538.3 à 4462.6 cm-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe 2: Résultats des paramètres des meilleurs modèles PLS pour la 

détermination de la quantité d’huile essentielle par spectroscopie MIR-TF  

Traitement spectral RMSEC RMSECV 
R2 

(Cal) 
R2 

(C.V) 
RPD Bias VLs 

Domaine 
spectral 

Pas de 
prétraitement des 

données 

0,183 0,294 0,9996 0,9988 28,7 -0,0104 2 [1] 

0,179 0,343 0,9996 0,9983 25,1 0,0665 3 [1] 

0,212 0,274 0,9994 0,9989 30,7 0,0044 2 [2] 

0,198 0,280 0,9995 0,9989 30,0 0,0031 3 [2] 

Correction d’offset 

0,204 0,254 0,9994 0,9991 33,2 0,0032 2 [1] 

0,187 0,287 0,9995 0,9988 29,4 0,0169 3 [1] 

0,217 0,275 0,9994 0,9989 30,7 0,0068 2 [2] 

0,203 0,268 0,9995 0,9990 31,4 -0,0002 3 [2] 

Soustraction d’une 
droite 

0,207 0,260 0,9994 0,9991 32,5 0,0041 2 [1] 

0,189 0,269 0,9995 0,9990 31,4 0,0208 3 [1] 

0,209 0,262 0,9994 0,9990 32,2 0,0065 2 [2] 

0,148 0,287 0,9997 0,9988 29,4 -0,0096 3 [2] 

Normalisation 
vectorielle (SNV) 

0,156 0,193 0,9997 0,9995 43,6 0,0035 2 [1] 

0,143 0,216 0,9997 0,9993 39,0 0,0092 3 [1] 

0,202 0,258 0,9995 0,9991 32,7 0,0063 2 [2] 

0,154 0,294 0,9997 0,9988 28,6 0,0019 3 [2] 

Normalisation Min-
Max 

0,285 0,348 0,9989 0,9983 24,2 0,0055 2 [1] 

0,262 0,356 0,9991 0,9982 23,7 0,0059 3 [1] 

0,240 0,310 0,9992 0,9986 27,2 0,0019 2 [2] 

0,215 0,332 0,9994 0,9984 25,4 -0,0191 3 [2] 

Correction 
multiplicative de 

diffusion 

0,221 0,272 0,9993 0,9990 31,0 0,0015 2 [1] 

0,173 0,327 0,9996 0,9985 26,2 0,0568 3 [1] 

0,230 0,296 0,9993 0,9988 28,5 0,0083 2 [2] 

0,181 0,283 0,9996 0,9989 29,8 -0,0030 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage: 5 

0,206 0,259 0,9994 0,9991 32,5 0,0046 2 [1] 

0,183 0,251 0,9996 0,9991 33,6 -0,0043 3 [1] 

0,210 0,269 0,9994 0,9990 31,3 0,0067 2 [2] 

0,152 0,260 0,9997 0,9990 32,5 -0,0227 3 [2] 

Dérivée première 
pts de lissage: 9 

0,205 0,251 0,9997 0,9991 32,8 0,0052 2 [1] 

0,193 0,247 0,9995 0,9991 34,1 0,0021 3 [1] 

0,266 0,266 0,9990 0,9990 31,7 0,0064 2 [2] 

0,167 0,266 0,9996 0,9990 31,7 -0,0109 3 [2] 

Dérivée première 
pts de lissage: 13 

0,204 0,256 0,9994 0,9991 32,9 0,0058 2 [1] 

0,193 0,247 0,9995 0,9991 34,1 0,0095 3 [1] 

0,209 0,264 0,9994 0,9990 31,9 0,0064 2 [2] 

0,165 0,268 0,9996 0,9990 31,4 -0,0046 3 [2] 

Dérivée première 
pts de lissage: 17 

0,204 0,255 0,9994 0,9991 33,1 0,0059 2 [1] 

0,189 0,251 0,9995 0,9991 33,6 0,0157 3 [1] 

0,208 0,263 0,9994 0,9990 32,1 0,0058 2 [2] 

0,157 0,270 0,9997 0,9990 31,2 -0,0019 3 [2] 

Dérivée seconde 
pts de lissage: 9 

0,211 0,266 0,9994 0,9990 31,7 0,0043 2 [1] 

0,183 0,256 0,9996 0,9991 33,0 -0,0132 3 [1] 
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Traitement spectral RMSEC RMSECV 
R2 

(Cal) 
R2 

(C,V) 
RPD Bias VLs 

Domaine 
spectral 

Dérivée seconde 
pts de lissage: 9 

0,215 0,277 0,9994 0,9989 30,4 0,0085 2 [2] 

0,157 0,263 0,9997 0,9990 32,1 -0,0241 3 [2] 

Dérivée seconde 
pts de lissage: 13 

0,208 0,262 0,9994 0,9990 32,2 0,0049 2 [1] 

0,195 0,254 0,9995 0,9991 33,2 -0,0061 3 [1] 

0,212 0,269 0,9994 0,9990 31,3 0,0069 2 [2] 

0,171 0,267 0,9996 0,9990 31,6 -0,0015 3 [2] 

Dérivée seconde 
pts de lissage: 17 

0,207 0,259 0,9994 0,9991 32,6 0,0055 2 [1] 

0,196 0,250 0,9995 0,9991 33,6 -0,00056 3 [1] 

0,211 0,267 0,9994 0,9990 31,6 0,0069 2 [2] 

0,176 0,269 0,9994 0,9990 31,4 -0,0068 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 5 + 
soustraction d’une 

droite 

0,206 0,259 0,9994 0,9991 32,5 0,0046 2 [1] 

0,183 0,251 0,9996 0,9991 33,6 -0,0043 3 [1] 

0,210 0,269 0,9994 0,9990 31,3 0,0067 2 [2] 

0,152 0,260 0,9997 0,9990 32,5 -0,0227 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 9+ 
soustraction d’une 

droite 

0,205 0,257 0,9994 0,9991 32,8 0,0052 2 [1] 

0,193 0,247 0,9995 0,9991 34,1 0,0020 3 [1] 

0,209 0,266 0,9994 0,9990 31,7 0,0064 2 [2] 

0,266 0,266 0,9990 0,9990 31,7 -0,011 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 13 

+ soustraction 
d’une droite 

0,204 0,256 0,9994 0,9991 32,9 0,00577 2 [1] 

0,193 0,247 0,9995 0,9991 34,1 0,00924 3 [1] 

0,209 0,264 0,9994 0,9990 31,9 0,00635 2 [2] 

0,166 0,268 0,9996 0,9990 31,4 -0,00460 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 17 

+ soustraction 
d’une droite 

0,204 0,255 0,9994 0,9991 33,1 0,00594 2 [1] 

0,189 0,251 0,9995 0,9991 33,7 0,0155 3 [1] 

0,208 0,262 0,9994 0,9990 32,1 0,00582 2 [2] 

0,158 0,269 0,9997 0,9990 31,3 -0,00193 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 5+ 

normalisation 
vectorielle (SNV) 

0,157 0,228 0,9997 0,9993 37 -0,0093 2 [1] 

0,118 0,191 0,9998 0,9995 44,1 -0,0141 3 [1] 

0,158 0,190 0,9997 0,9995 44,3 0,00287 2 [2] 

0,0954 0,226 0,9999 0,9993 37,5 -0,0274 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 9 + 

normalisation 
vectorielle (SNV) 

0,139 0,189 0,9997 0,9995 44,6 -0,00445 2 [1] 

0,116 0,168 0,9998 0,9996 50,3 -0,00895 3 [1] 

0,167 0,211 0,9996 0,9994 39,9 0,00787 2 [2] 

0,127 0,237 0,9998 0,9992 35,6 -0,0103 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 13  

+ normalisation 
vectorielle (SNV) 

0,137 0,176 0,9998 0,9996 47,9 -0,000719 2 [1] 

0,122 0,165 0,9996 0,9993 51,1 -0,00408 3 [1] 

0,179 0,223 0,9997 0,9992 37,8 0,0066 2 [2] 

0,138 0,239 0,9997 0,9996 35,3 -0,00571 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 17 

+ normalisation 
vectorielle (SNV) 

0,143 0,179 0,9997 0,9996 47,2 0,00166 2 [1] 

0,132 0,172 0,9998 0,9996 49 -0,000657 3 [1] 

0,188 0,235 0,9995 0,9992 35,8 0,0073 2 [2] 

0,147 0,239 0,9997 0,9992 35,2 -0,00641 3 [2] 
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Traitement spectral RMSEC RMSECV 
R2 

(Cal) 
R2 

(CV) 
RPD Bias VLs 

Domaine 
spectral 

Dérivée première 
pts, de lissage : 5+ 

Correction 
multiplicative de 
diffusion (MSC) 

0,204 0,257 0,9994 0,9991 32,8 0,00727 2 [1] 

0,159 0,257 0,9997 0,9991 32,8 -0,00596 3 [1] 

0,221 0,286 0,9993 0,9989 29,5 0,0153 2 [2] 

0,149 0,264 0,9997 0,9990 32 -0,0173 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 9+ 

Correction 
multiplicative de 
diffusion (MSC) 

0,217 0,275 0,9994 0,9989 30,7 0,00772 2 [1] 

0,185 0,266 0,9995 0,9990 31,7 -0,00253 3 [1] 

0,224 0,286 0,9993 0,9988 29,5 0,00999 2 [2] 

0,169 0,289 0,9996 0,9989 29,6 -0,0056 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 
13+ Correction 
multiplicative de 
diffusion (MSC) 

0,194 0,278 0,9995 0,9989 29,3 0,00798 2 [1] 

0,227 0,288 0,9993 0,9988 30,4 0,00972 3 [1] 

0,230 0,293 0,9993 0,9988 28,8 0,00822 2 [2] 

0,174 0,292 0,9996 0,9988 28,8 0,00316 3 [2] 

Dérivée première 
pts, de lissage : 
17+ Correction 
multiplicative de 
diffusion (MSC) 

0,233 0,293 0,9993 0,9988 28,7 0,00701 2 [1] 

0,188 0,299 0,9995 0,9987 28,3 0,0323 3 [1] 

0,233 0,286 0,9993 0,9988 28,8 0,00822 2 [2] 

0,168 0,294 0,9996 0,9988 28,8 0,00316 3 [2] 

   Note. [1]: Domaine spectrale de 1801,5 à 578,7 cm-1 

   [2]: Domaine spectrale de 3701,4 à 2758,2 cm-1et de1801,5 à 578,7 cm-1 

 



 

APPENDICE E 

Annexe 1: Résultats d’analyse par spectroscopie NIR des échantillons enrichis.  

R% PLS-NIR 

Traitement 
spectral 

LVs/région 
spectrale 

He.Com.C.g. 2 He.Com.C.g. 3 He.Com.C.g. 4 He.Com.C.g. 5 

Sans 

prétraitement 

des données  

2/ [1] 
 

101,2 112,2 105,3 105,7 

99,1 109,3 122,4 126,3 

101,4 112,4 118,4 95,9 

Moy ± s 100,6 ± 1,2 111,3 ± 1,7 115,3 ± 8,9 109,3 ± 15,0 

3/ [1] 

103,8 103,4 102,9 113,9 

99,5 102,3 111,5 109,6 

101,7 96,6 108,8 104,1 

Moy ± s 101,6 ± 2,8 100,8 ± 3,7 107,7 ± 4,4 109,2 ± 4,9 

Correction 
d’offest 

2/ [1] 

103,5 106,7 100,8 113,9 

100,0 104,8 106,8 108,6 

102,4 109,9 104,1 103,2 

Moy ± s 102 ± 1,8 107,2 ± 2,6 103,9 ± 3,0 108,6 ± 5,4 

3/ [1] 

103,9 107,7 101,1 115,4 

101,3 105,1 105,8 108,9 

104 108,1 103 103,1 

Moy ± s 103,1 ± 1,5 107 ± 1,6 103,3 ± 2,4 109,1 ± 6,2 

Soustraction 
d’une droite 

2/ [1] 

105,4 105,3 101,3 113,3 

101,2 104 106,4 108,6 

103,9 109,2 104,2 103 

Moy ± s 103,5 ± 2,2 106,1 ± 2,7 104 ± 2,5 108,3 ± 5,1 

3/ [1] 

105,2 108 101,5 115,8 

102,6 105,5 105,7 109,2 

105,6 108 103,1 103,1 

Moy ± s 104,4 ± 1,6 107,2 ± 1,5 103,4 ± 2,1 109,4 ± 6,3 

normalisation 
vectorielle 

(SNV) 

2/ [2] 

102,7 105,7 114,8 114,9 

99,9 103,6 131,6 108,9 

102,2 108,7 126,6 103,7 

Moy ± s 101,6 ± 1,5 106 ± 2,6 124,3 ± 8,6 109,2 ± 5,6 

2/[1] 

103,6 104,383107 104,274032 113,1 

100,4 102,9 112,8 107,9 

102,9 107,7 109,8 102,4 
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R% PLS-NIR  

Traitement 
spectral 

LVs/région 
spectrale 

He.Com.C.g. 2 He.Com.C.g. 3 He.Com.C.g. 4 He.Com.C.g. 5 

normalisation 
vectorielle 

(SNV) 

Moy ± s 102,3 ± 1,7 105 ± 2,4 109 ± 4,3 107,8 ± 5,3 

3/ [1] 

101,7 104,4 103,7 113,1 

97,8 103 112,1 109,2 

100,6 109,2 108,9 103 

Moy ± s 100 ± 2,0 105,5 ± 3,2 108,2 ± 4,3 108,4 ± 5,1 

Normalisation 
Min-Max 

 

2/ [1] 

98,3 94,6 97,1 103 

95,6 93,3 104,1 98,4 

97,8 97,1 101,5 94,1 

Moy ± s 97,2 ± 1,4 95 ± 1,9 100,9 ± 3,5 98,5 ± 4,5 

3/ [1] 

100,3 95,7 99,9 111,9 

96,8 94,3 104,8 106,7 

99,5 97,7 102,5 101,1 

Moy ± s 98,9 ± 1,8 95,9 ± 1,7 102,4 ± 2,5 106,5 ± 5,4 

Correction 
multiplicative 
de diffusion 

(MSC) 

2/ [1] 

104,9 110,5 105,7 117,6 

101,7 108,7 113,7 112 

104,3 113,7 110,6 106,2 

Moy ± s 103,6±1,7 111 ± 2,5 110 ± 4,0 111,9 ± 5,7 

3/ [1] 

105,1 106,7 105 113,5 

101,7 105 112,5 108,7 

104,5 110,4 109,3 103,1 

 
Moy ± s 103,8 ± 1,8 107,3 ± 2,8 109 ± 3,8 108,4 ± 5,2 

Dérivée 1 pts. 
de lissage : 5 

2/ [1] 

106,3 100,2 100,6 116,7 

102,1 98,9 105,8 111,3 

105,1 103,7 103,5 104,5 

Moy ± s 104,5 ± 2,2 100,9 ± 2,5 103,3 ± 2,6 110,8 ± 6,1 

3/ [1] 

105,6 101,6 100,9 119 

101,8 99,9 106,2 113,2 

105,1 104,2 103,8 105,8 

Moy ± s 104,2 ± 2,1 101,9 ± 2,2 103,6 ± 2,6 112,7 ± 6,6 

Dérivée 1 pts. 
de lissage : 5 

2/ [1] 

106,3 99,6 100,8 116 

102 98,2 106,1 110,5 

105,1 103 103,8 103,8 

Moy ± s 104,5 ± 2,2 100,3 ± 2,5 103,6 ± 2,6 110,1 ± 6,1 

3/ [1] 

105,4 107,8 101 119,4 

102,5 105,6 105,6 113,2 

105,8 108,9 102,9 105,9 

Moy ± s 104,6 ± 1,8 107,4 ± 1,7 103,2 ± 2,3 112,8 ± 6,8 
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R% PLS-NIR 

Traitement 
spectral 

LVs/région 
spectrale 

He.Com.C.g. 2 He.Com.C.g. 3 He.Com.C.g. 4 He.Com.C.g. 5 

Dérivée 2 pts. 
de lissage: 5 

2/ [1] 

106,3 99 100,7 114 

102,1 97,9 106,7 108,7 

105,1 102,9 104,4 101,2 

Moy ± s 104,5 ± 2,2 99,9 ± 2,6 103,9 ± 3,0 108 ± 6,5 

Dérivée 2 pts. 
de lissage: 9 

3/ [1] 

105,4 99,4 100,4 114,4 

101,3 98,3 106,5 109,1 

104,7 103 104,2 101,5 

Moy ± s 103,8 ± 2,2 100,2 ± 2,5 103,7 ± 3,1 108,3 ± 6,5 

Dérivée (1 pts. 

de lissage: 5) 

+ soustraction 

d’une droite  

2/ [1] 

106,3 100,2 100,6 116,7 

102,1 98,9 105,8 111,2 

105,1 103,6 103,5 104,4 

Moy ± s 104,5 ± 2,2 100,9 ± 2,4 103,3 ± 2,6 110,8 ± 6,2 

3/ [1] 

105,6 101,5 100,9 118,9 

101,8 99,9 106,2 113,1 

105,1 104,2 103,7 105,7 

Moy ± s 104,2 ± 2,1 101,9 ± 2,2 103,6 ± 2,6 112,6 ± 6,6 

Dérivée 1 (pts. 
de lissage: 9) 
+ soustraction 
d’une droite 

2 / [1] 

106,3 99,6 100,8 116 

102,1 98,2 106 110,5 

105,1 102,9 103,7 103,7 

Moy ± s 104,5 ± 2,2 100,2 ± 2,4 103,5 ± 2,6 110,1 ± 6,1 

3/ [1] 

105,4 107,7 101 119,4 

102,4 105,6 105,5 113,2 

105,8 108,9 102,9 105,9 

Moy ± s 104,6 ± 1,8 107,4 ± 1,7 103,2 ± 2,3 112,8 ± 6,8 

Dérivée 1 (pts. 
de lissage : 5) 

+ 
normalisation 

vectorielle 
(SNV) 

2/ [1] 

100,8 91,9 98,5 101,8 

96,9 90,9 103,5 97,4 

99,7 95,2 101,3 91,8 

Moy ± s 99,1 ± 2,0 92,7 ± 2,3 101,1 ± 2,5 97 ± 5,0 

3/ [1] 

98,8 96,4 99,2 108,4 

94,7 95,4 104,6 104,1 

97,7 100,7 102,4 97,3 

Moy ± s 97,1 ± 2,1 97,5 ± 2,8 102,1 ± 2,7 103,3 ± 5,6 

Dérivée1 (pts. 
de lissage: 9) 

+ 
normalisation 

vectorielle 
(SNV) 

2/ [1] 

101,7 93,7 107,7 99 

97,7 92,7 105,5 92,6 

100,6 97,1 105,1 98,3 

Moy ± s 100 ± 2,1 94,5 ± 2,3 106,1 ± 1,4 96,6 ± 3,5 

3/ [1] 100,4 97,7 99,4 109,4 
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R% PLS-NIR 

Traitement 
spectral 

LVs/région 
spectrale 

He.Com.C.g. 2 He.Com.C.g. 3 He.Com.C.g. 4 He.Com.C.g. 5 

Dérivée1 

(pts. de 
lissage: 9) + 
normalisation 

vectorielle 
(SNV) 

3/ [1] 
96,1 97 104,7 105,3 

99,1 102,3 102,6 98,8 

Moy ± s 98,5 ± 2,2 99 ± 2,9 102,2 ± 2,7 104,5 ± 5,4 

Dérivée 1 

(pts. de 
lissage : 5) + 
Correction 

multiplicative 
de diffusion 

(MSC)  

2/ [1] 

108,2 105 100,8 124,1 

103,7 104,1 105,8 118,8 

106,9 109,8 103,9 111,1 

Moy ± s 106,2 ± 2,3 106,3 ± 3,1 103,5 ± 2,6 118 ± 6,5 

3/ [1] 

108,6 109 100 123,1 

104,1 108,1 105,1 118,3 

107,4 113,9 103,1 110,6 

Moy ± s 106,7 ± 2,3 110,3 ± 3,2 102,7 ± 2,6 117,4 ± 6,3 

Dérivée 1 
pts. de 

lissage : 9+ 
Correction 

multiplicative 
de diffusion 

(MSC) 

2/ [1] 

108,7 100,9 100,7 124,4 

104,2 104,4 105,7 119,2 

107,4 110 103,7 111,6 

Moy ± s 106,8 ± 2,3 105,1 ± 4,6 103,4 ± 2,5 118,4 ± 6,4 

3/ [1] 

108,8 108,2 100,1 120,8 

104,1 107,2 105 116,2 

107,5 113,2 103 109 

Moy ± s 106,8 ± 2,4 109,5 ± 3,2 102,7 ± 2,5 115,4 ± 6,0 

Note. [1] : Domaine spectrale de 8001.4 à 4462.6 cm-1. 

[2] : Domaine spectrale de 11538.3 à 4462.6 cm-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe 2: Résultats d’analyse par spectroscopie MIR des échantillons enrichis. 

R% PLS-ATR-MIR 

Traitement 
spectral 

LVs/région 
spectrale 

He.Com.C,g. 2 He.Com.C.g,.3 He.Com.C.g. 4 He.Com.C.g. 5 

Sans 
prétraitement 
des données 

2/ [1] 

107 106,4 102 123,4 

103,7 107,2 106,1 117,2 

107,9 110 103,6 112,3 

Moy ± s 106 ,2 ± 2,2 107,8 ± 1,9 103,9 ± 2,1 117,6 ± 5,5 

3/ [1] 

105,3 99,7 100,9 123,1 

103,9 100,3 104,1 115,9 

108,2 104,1 102,7 108,4 

Moy ± s 105,8 ± 2,2  101,4 ± 2,4 102,5 ± 1.6 115,8 ± 8 

Correction 
d’offest 

2/ [1] 

107,5 110,4 100,8 125,3 

104 111 104,4 120,8 

107,7 114 102,7 114,8 

Moy ± s 106,4 ± 2,1 111,8 ± 1,9 102,6 ± 1,8 120,3 ± 5,3 

3/ [1] 

106,8 98,1 100,3 121,6 

104 99,02 105,3 115,6 

109,1 102,6 102,1 109,5 

Moy ± s 106,6 ± 2,6 99,9 ± 2,4 102,5 ± 2,5 115,6 ± 6,1 

Soustraction 
d’une droite 

2/ [1] 

105,9 101,7 101,3 118,7 

102,8 102,3 105,5 112,3 

107 105,3 103,2 106,4 

Moy ± s 105,2 ± 2,1 103,1 ± 1,9 103,3 ± 2,1 112,4 ± 6,2 

3/ [1] 

103,6 107 100,5 119,7 

101,5 107 104,5 114,5 

104,1 108,1 101,3 108,9 

Moy ± s 103,1 ± 1,3 107,4 ± 0,6 102,1 ± 2,1 114,4 ± 5,4 

2/ [2] 

106,5 100,0 101,3 123,2 

103,2 100,8 105,5 116,8 

107,6 103,6 103,1 111,3 

Moy ± s 105,8±2,3 101,5±1,9 103,3±2,1 117,1±6 

normalisation 
vectorielle 

(SNV) 
 

2/ [1] 

106,9 104,1 100,6 116,3 

103,4 104,8 104,9 110,4 

108 107,9 102,9 104,9 

Moy ± s 106,1 ± 2,4 105,6 ± 2,02 102,8 ± 2,1 110,5 ± 5,7 

3/ [1] 

109 96,7 101,5 116,1 

104,6 97,6 105,2 110,6 

109,1 101,6 103 103,8 

Moy ± s 107,5 ± 2,6 98,7 ± 2,6 103,2 ± 1,9 110,2 ± 6,2 
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R% PLS-ATR-MIR 

Traitement 
spectral 

LVs/région 
spectrale 

He.Com.C.g, 2 He,Com,C,g, 3 He,Com,C,g, 4 He,Com,C,g, 5 

Normalisation 
Min-Max 

2/ [2] 

103,4 112,03 100,9 121,5 

101,9 112,6 104,7 115 

105,8 115,6 103,6 107,8 

Moy ± s 103,7 ± 2,0 113,4 ± 1,9 103,1 ± 2,0 114,9 ± 6,9 

3/ [2] 

102,7 108,8 85,5 118,2 

101,4 109,2 89,4 113,3 

104,3 109,9 87,4 104,7 

Moy ± s 102,8 ± 1,4 109,3 ± 0,5 87,4 ± 1,9 112,1 ± 6,8 

Correction 
multiplicative 
de diffusion 

(MSC) 

2/ [1] 

108,4 99,3 101,3 122,9 

104,9 105,9 104,4 116,2 

109,5 109,1 102,7 110,7 

Moy ± s 107,6 ± 2,4 104,8 ± 5,0 103,5 ± 2,2 116,6 ± 6,2 

3/ [1] 

107,2 95,9 100,6 112,7 

103,4 96,4 105,4 108 

107,7 101,1 102,4 98,4 

Moy ± s 106,1 ± 2,3 97,8 ± 2,9 102,7 ± 2,4 106,4 ± 7,3 

Dérivée 1 
pts, de 

lissage : 5 

2/ [1] 

105,4 103,5 101,2 120,5 

102,4 104,2 105,5 114,4 

106,4 107 103,3 108,5 

Moy ± s 104,7 ± 2,1 104,9 ± 1,8 103,3 ± 2,2 114,5 ± 6,0 

3/ [1] 

104,4 107,2 101,6 120,2 

102,05 107 106,8 114,5 

105,3 107,9 102,6 108,9 

 
Moy ± s 103,9 ± 1,7 107,4 ± 0,5 103,6 ± 2,7 114,5 ± 5,6 

Dérivée 1 
pts. de 

lissage : 9 

2/ [1] 

105,2 103,4 101,2 120,2 

102,4 104 105,6 113,9 

106,3 106,6 103,2 108 

Moy ± s 104,6 ± 2,0 104,6 ± 1,7 103,3 ± 2,2 114 ± 6,1 

3/ [1] 

103,7 107,4 101,3 121,3 

101,7 107,5 106,1 115,5 

104,7 108,5 102,8 109,8 

Moy ± s 103,4 ± 1,6 107,8 ± 0,6 103,4 ± 2,5 115,5 ± 5,8 

4/ [1] 

103,3 96 102,4 114,4 

101,6 97,6 108,2 109,6 

103,6 98,5 103,6 100,7 

Moy ± s 102,8 ± 1,1 97,4 ± 1,3 104,8 ± 3,1 108,2 ± 7,0 
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R% PLS-ATR-MIR 

Traitement 
spectral 

LVs/région 
spectrale 

He,Com,C,g, 2 He,Com,C,g, 3 He,Com,C,g, 4 He,Com,C,g, 5 

Dérivée 2 
pts. de 

lissage : 9 

2/ [1] 

105,9 103,6 101,2 120,6 

102,4 104,4 105,6 114,6 

106,8 107,4 103,6 108,8 

Moy ± s 105 ± 2,3 105,1 ± 2,02 103,5 ± 2,2 114,7 ± 5,9 

3/ [1] 

105,3 104,8 101,9 121 

101,9 104,4 107 114,8 

105,4 105,6 102,9 109,3 

Moy ± s 104,2 ± 2,0 104,9 ± 0,6 103,9 ± 2,7 115,04 ± 5,9 

3/ [2] 

105,9 103,6 101,2 120,6 

102,4 104,4 105,6 114,6 

106,8 107,4 103,6 108,8 

Moy ± s 105 ± 2,3 105,1 ± 2,02 103,5 ± 2,2 114,7 ± 5,9 

*Dérivée 1 

pts. de 
lissage : 5 + 
soustraction 
d’une droite 

2/ [1] 

105,4 103,5 101,2 120,5 

102,4 104,2 105,5 114,4 

106,4 106,9 103,3 108,5 

Moy ± s 104,7 ± 2,1 104,9 ± 1,8 103,3 ± 2,2 114,5 ± 6,01 

3/ [1] 

104,3 107,2 101,6 120,2 

101,9 107 106,8 114,5 

105,1 107,8 102,6 108,9 

Moy ± s 103,8 ± 1,7 107,3 ± 0,5 103,6 ± 2,7 114,5 ± 5,6 

3/ [2] 

103,2 89,4 99,5 111,7 

100,7 89,8 105,2 105 

104,7 89,8 101,6 97,7 

Moy ± s 102,9 ± 2,03 89,7 ± 0,2 102,1 ± 2,9 104,8 ± 7,0 

Dérivée 1 
pts. de 

lissage : 9 + 
soustraction 
d’une droite 

2/ [1] 

105,2 103,4 101,2 120,1 

102,4 104 105,6 113,9 

106,3 106,6 103,2 108 

Moy ± s 104,6 ± 2,0 104,6 ± 1,7 103,3 ± 2,2 114 ± 6,1 

3/ [1] 

103,7 107,4 101,3 121,3 

101,7 107,5 106,1 115,5 

104,7 108,5 102,8 109,8 

Moy ± s 103,4 ± 1,6 107,8 ± 0,6 103,4 ± 2,5 115,6 ± 5,8 

Dérivée 1 
pts. de 

lissage : 5+ 
normalisation 

vectorielle 
(SNV) 

2/ [1] 

105,2 92,6 99,3 102,4 

101,5 93,5 103,6 97,4 

106,2 96,2 101,8 92,6 

Moy ± s 104,3 ± 2,5 94,1 ± 1,9 101,6 ± 2,2 97,5 ± 4,9 

2/ [2] 

105,6 102,3 100,5 115,6 

101,7 103,2 104,7 109,9 

106,4 106,4 103,1 104,3 

Moy ± s 104,6 ± 2,5 104 ± 2,2 102,7 ± 2,1 109,9 ± 5,6 

3/ [1] 

108,3 89,8 98,8 103,4 

103,4 91,3 102,7 98 

109,4 96,2 101,7 91,6 

Moy ± s 107 ± 3,2 92,4 ± 3,4 101,1 ± 2,1 97,7 ± 5,9 
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R% PLS-ATR-MIR 

Traitement 
spectral 

LVs/région 
spectrale 

He.Com.C.g. 2 He.Com.C.g. 3 He,Com,C,g, 4 He,Com,C,g, 5 

Dérivée 1 pts, 
de lissage : 5 

+ 
normalisation 

vectorielle  
(SNV) 

3/ [2] 

103,6 89 98,9 108,4 

100,4 89,9 104,3 102,1 

105 92,8 101,8 94,3 

Moy ± s 103 ± 2,3 90,5 ± 2,0 101,7 ± 2,7 101,6 ± 7,1 

 
Dérivée1 (pts. 
de lissage : 9) 

+ 
normalisation 

vectorielle 
(SNV) 

2/ [1] 

106,5 96,9 99,7 107,1 

102,9 97,8 104 101,8 

107,6 100,6 102,1 96,8 

Moy ± s 105,7 ± 2,5 98,4 ± 1,9 101,9 ± 2,1 101,9 ± 5,1 

3/ [1] 

131,4 92,4 98,5 109,4 

126,9 94, 102,5 103,5 

132,8 98,6 101,3 97,2 

Moy ± s 130,4 ± 3,1 95 ± 3,2 100,8 ± 2,01 103,4 ± 6,1 

Dérivée 1 
(pts. de 

lissage : 5) + 
Correction 

multiplicative 
de diffusion 

(MSC) 

2/ [1] 

111,0 97,5 100,8 114,4 

107,2 98,6 105 108,3 

112 102,4 102,8 101,5 

Moy ± s 110,1 ± 2,6 99,5 ± 2,5 102,9 ± 2,1 108,04 ± 6,4 

3/ [1] 

108,6 100,2 101,8 116,2 

105 100,3 107,3 110,7 

108,6 101,7 101,8 103,2 

Moy ± s 107,4 ± 2,1 100,7 ± 0,9 103,6 ± 3,3 110,02 ± 5,6 

Dérivée 1 
(pts. de 

lissage : 9) + 
Correction 

multiplicative 
de diffusion 

(MSC) 
 

2/ [1] 

111,4 99,4 101,3 116,4 

107,6 100,5 105,4 110,2 

112,4 104,2 103,5 103,6 

Moy ± s 110,5 ± 2,6 101,4 ± 2,5 103,4 ± 2,1 110,1 ± 6,4 

3/ [1] 

106,9 105,7 102,1 119,3 

104,5 106,6 107,4 114,1 

107,5 107,5 103,7 107,4 

Moy ± s 106,3 ± 1,6 106,6 ± 0,9 104,4 ± 2,7 113,6 ± 5,9 

Note. [1] : Domaine spectrale de 1801,5 à 578,7 cm-1. 

[2] : Domaine spectrale de 3701,4 à 2758,2 cm-1 et de1801,5 à 578,7 cm-1. 

 



 

APPENDICE F 

Chromatogrammes des échantillons d’huile essentielle pure (He.1-8) et les 

échantillons commerciaux (He. Com.C.g 1-11) de clous de girofle 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Temps (min) 

A
b

s
o

rb
a
n

c
e
 

He.1 

HD 

 

9 .0 0 9 .5 0 1 0 .0 0 1 0 .5 0 1 1 .0 0 1 1 .5 0 1 2 .0 0 1 2 .5 0 1 3 .0 0 1 3 .5 0 1 4 .0 0

5 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0 0

1 5 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0

2 5 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0

3 5 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0

4 5 0 0 0 0 0

T im e -->

A b u n d a n c e

T IC :  1 8 1 2 1 3 _ E O 1 .D \ d a ta .m s

 

He.2 

(HD) 

A
b

s
o

rb
a
n

c
e
 

Temps (min) 

9 .0 0 9 .5 0 1 0 .0 0 1 0 .5 0 1 1 .0 0 1 1 .5 0 1 2 .0 0 1 2 .5 0 1 3 .0 0 1 3 .5 0 1 4 .0 0 1 4 .5 0

5 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0 0

1 5 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0

2 5 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0

3 5 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0

T im e -->

A b u n d a n c e

T IC : 1 8 1 2 1 3 _ E O 3 .D \ d a ta .m s



 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Temps (min) 

He. 4 

(HD) 

A
b

s
o

rb
a
n

c
e

 

9.00 9.50 10.0010.5011.0011.5012.0012.5013.0013.5014.0014.5015.00

500000

1000000

1500000

2000000

2500000

3000000

3500000

4000000

T ime-->

Abundanc e

T IC: 190115_eo5.D \ data.ms

 

A
b

s
o

rb
a
n

c
e
 

 

He. 3 

(HD) 

Temps (min) 

 

9 . 0 0 9 . 5 0 1 0 . 0 0 1 0 . 5 0 1 1 . 0 0 1 1 . 5 0 1 2 . 0 0 1 2 . 5 0 1 3 . 0 0 1 3 . 5 0 1 4 . 0 0
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infrared analysis of commercial
formulations for Varroa treatment

K. Bounaas,a N. Bouzidi,a Y. Daghbouche, *ab S. Garrigues, c M. de la Guardiac

and M. El Hattaba

A comparative study has been carried out between univariate and multivariate calibration strategies for the

simultaneous determination of camphor, thymol, menthol and eucalyptol in commercial formulations used

for Varroa treatment. Absorbance peak heights of the transmission mid-infrared (MIR) spectra of individual

monoterpenes, prepared in dichloromethane, were measured at 1737, 1151, 1022 and 980 cm�1 (corrected

with a base-line at 1933 cm�1) for camphor, thymol, menthol and eucalyptol, respectively. Data were

processed using the proportional equations approach in univariate mode. For multivariate calibration, partial

least squares (PLS) regression based on a classical 42 design for standards was employed. It was used to

obtain information from spectral ranges between 1812–1667 cm�1 and 1200–955 cm�1 to build PLS models

using different spectral pre-processing techniques after mean centering of infrared data. The root mean

square error of prediction (RMSEP) was considered to select the optimum model for each monoterpene.

The accuracy of both assayed strategies was evaluated from samples spiked with different amounts of the

four compounds. Recovery percentages from 91% to 98.7%, 105.5% to 116.9%, 95% to 108.2% and 100.1% to

107.1% were achieved for camphor, thymol, menthol and eucalyptol, respectively, by using PLS.
1. Introduction

Ectoparasitic mite, Varroa destructor, is considered as the
most serious worldwide pest of the western honeybee
(Apis mellifera L.).1–6 This destructive mite which is an external
and new parasite of the honeybee7 is a vector of severe viral
diseases8,9 and a key player for winter colony losses4,10 by
causing a mortality in feeding the host hemolymph of brood
and adults.6,9,11,12 So nowadays, it is difficult to nd a Varroa-
free honeybee colony anywhere.13 Varroa can also cause the so-
called Colony Collapse Disorder (CCD), which is a serious
problem of honeybees.9,14 Many control methods have been
used to preserve the host colony and reduce Varroa mite
population,7,12 because untreated colonies would collapse in
few years or in few months.7,13 However, the presence of
pesticides in bee products must be carefully controlled to
protect human health. For this reason and through Regulation
(EC) 396/2005 15 and Regulation (EC) 37/2010,16 maximum
residue limits (MRLs) have been established for pesticide
residues in agricultural and apicultural practices.17 Different
studies from different countries have shown the presence of
acaricide residuals in honey, propolis and wax and its negative
nd of Biomolecules, University of Blida 1,
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effect on honeybee health.5,18 Due to this situation, natural
substances, such as organic acids (formic, lactic or oxalic) and
some essential oil compounds (thymol, eugenol, carvacrol,
menthol), could be used to avoid Varroa.19–21 However, it has
been evidenced that the use of natural products including
thymol and other monoterpenoids can be problematic due to
their negative effects on bees.4,21 On the other hand, the resi-
dues of thymol and other monoterpenoids may be found in
wax, which can migrate into honey and affect the honey taste,
which is not permitted according to the international honey
regulations. In spite of that, thymol residues pose no health
danger for consumers if they do not exceed the level of 50 mg
per kg of honey.21,22

Several studies were carried out for the determination of
pesticides in apiary products.23 However, few of them have been
focused on the determination of natural substances used for
treatment against Varroa. Various extraction methods have
been developed to isolate pesticides, which include chemical
and natural products, mainly liquid–liquid extraction (LLE)22,24

and solid phase extraction (SPE).20,25–27 Other extraction tech-
niques, solid phase microextraction (SPMG),28 supercritical
uid extraction,29 and the QuEChERS (quick, easy, cheap,
effective, rugged and safe) sample preparation technique,23,30

have been applied in the analysis of pesticides in bee products.
On the other hand, gas chromatography (GC)24,26,28–30 and liquid
chromatography (LC),22,23,25,27with selective detectors, have been
considered as the main analytical methods for the determina-
tion of pesticide residues in bee products.
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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Quantication of essential oil compounds is widely per-
formed by gas chromatography, which is the most appropriate
instrumental method for the analysis of complex samples.31,32

Because of the high separation efficiency and highly sensitive
and selective detection of mass spectrometry (MS), GC-MS has
been widely employed for the determination of volatile
compounds in different matrices including essential oils32,33

and bee products.34,35 Also gas chromatography (GC) with ame
ionization detection19,20 was used for the determination of some
terpenoids used for treatment against the Varroa mite disease.
In addition liquid chromatography (LC) with uorescence
detection was also used for the determination of terpene in
honey.36

Chromatography techniques were usually employed for
formulation analysis.37,38 Different studies showed the potential
of GC39,40 and LC40,41 for the determination of active substances
in formulations. However, these techniques involve long
sample preparation steps and the use of large amounts of
solvents.37 Because of that, vibrational spectroscopy-based
procedures have been developed as simple alternatives to
chromatography procedures due to their simplicity.37,42,43 On
the other hand, FT-IR provides information in the presence of
volatile oils.32,33

The mid-infrared spectroscopy is the most important vibra-
tional technique applied in the quality control of pesticide
formulations44 providing highly useful information about the
structure of analytes45 and their quantication. The application
of chemometric tools that extract information from large spectral
data sets increases the development of IRmethods and evidences
the potential for complex multianalyte determinations based on
spectral analysis. However, to our knowledge, no attempt has
been made for the determination of acaricides including natural
products in commercial formulations used for treatment to ght
against Varroa, despite the fact that there are several available
commercial formulations containing thymol as the main active
ingredient. Some of these formulations also contain other
compounds to reduce the quantity of thymol in order to avoid its
negative effects on bees.19

So, the objective of the present work is to evaluate the use of
univariate andmultivariate calibration strategies, based onMIR
spectroscopy measurements, for the rapid and simultaneous
determination of monoterpenes in commercial formulations
used for Varroa treatment.

2. Experimental
2.1. Apparatus and soware

A Bruker model Tensor 27 FT-IR spectrometer (Bremen,
Germany), equipped with a temperature-stabilized deuterated
triglycine sulphate (DTGS) detector and a KBr beamsplitter, was
employed to obtain the FT-IR spectra in the spectral range
between 4000 and 500 cm�1.

To avoid cell manipulation and to increase the sample
throughput, a stopped-ow system was employed for sample
introduction into the FT-IR spectrophotometer. Using a Gilson
P-3 Minipuls peristaltic pump, samples were collected and
conducted to a ow cell of 1 mm path length with ZnSe windows
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
from Specac (Orpington, United Kingdom). For sample trans-
port, 3 mm o.d. and 1 mm i.d. Viton (Iso-versinic) pump tubes
were used. All the connecting tubes employed in the manifold
were made from PTFE with an i.d. of 0.8 mm.

Opus 6.5 soware from Bruker was used for instrument
control and measurement. Univariate calibration and multi-
variate calibration were carried out by using the applications
Quant1 and Quant2, respectively, integrated in the instrument
soware package. Solver from Microso Excel soware was
used to solve the equation system.

A J.P Selecta ultrasonic water bath (Barcelona, Spain) of 40
kHz of frequency was employed for sample preparation.

2.2. Reagents

Dichloromethane of multisolvent grade stabilized with 50 ppm
of amylene from Scharlau (Barcelona, Spain) was employed for
sample and standards preparation and FT-IR measurements.
Standards of camphor, 98% purity, from Cheminova (Madrid,
Spain), thymol, 98% purity, provided by Sigma-Aldrich (Tauf-
kirchen, Germany) and menthol, 99% purity, and eucalyptol,
99% purity, both obtained from Panreac (Barcelona, Spain),
were used in this study. Three commercial formulations, two
based on thymol and another one with a mixture of terpenes
(76% thymol, 16.4% eucalyptol, 3.9% camphor and 3.9%
menthol), were obtained from the Algerian local market and
were used in this study to evaluate the real applicability of the
developed FT-IR method.

2.3. Sample preparation

Standards were prepared from pure terpene compounds and/or
mixtures of the four terpenes considered. An adequate amount
of sample (commercial formulations) was accurately weighed
and diluted with dichloromethane, in order to obtain
a concentration around 4 mg mL�1 of thymol for each
commercial formulation. In order to assure a complete extrac-
tion of terpene compounds, sample solutions were treated in an
ultrasound bath for 10 min.46

For recovery studies, samples were spiked with different
amounts of thymol, eucalyptol, camphor and menthol, in the
range between 0.2 and 1.75 mgmL�1, 0.1 and 0.9 mgmL�1, 0.07
and 0.2 mg mL�1 and 0.08 and 0.2 mg mL�1, respectively, and
allowed to stand before their analysis.

2.4. FT-IR measurements

The mid-FT-IR spectra of standards and formulation samples
were recorded between 4000 and 500 cm�1 with a nominal
resolution of 4 cm�1 accumulating 25 scans per spectrum versus
a background of the cell lled with the same solvent employed
for sample preparation and measured under the same condi-
tions as samples and standards.

For univariate calibration, individual solutions containing
camphor, thymol, menthol or eucalyptol were prepared in
a concentration range until 5 mg mL�1. On the other hand,
sixteen mixed standards were used to build a PLS calibration
model. These standards correspond to different mixtures of
camphor, thymol, menthol and eucalyptol at two different
Anal. Methods, 2017, 9, 6574–6582 | 6575
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concentration levels in an experimental design of 42. For this
purpose, camphor and menthol were prepared at concentration
levels of 0.025 and 0.25 mg mL�1, thymol at 0.25 and
5.0 mg mL�1, and eucalyptol at 0.1 and 1.0 mg mL�1.

To determine the concentration of each terpene in formu-
lated samples by univariate calibration, the absorbance peak
height of characteristic spectral bands was measured at
1737 cm�1, 1151 cm�1, 1022 cm�1 and 980 cm�1 using
a common single point base-line established at 1933 cm�1 for
camphor, thymol, menthol and eucalyptol, respectively.

Multivariate PLS analysis was performed using the spectral
ranges between 1812–1667 cm�1 and 1200–955 cm�1, aer
mean centering of infrared data and considering different
spectral pre-processing techniques, such as constant offset
elimination, straight line subtraction, rst and second order
Fig. 1 FT-IR spectra of camphor, thymol, menthol and eucalyptol standa
each compound. The spectra were obtained by accumulating 25 scans

Fig. 2 FT-IR spectra of three different anti-Varroa terpene formulat
accumulating 25 scans with a spectral resolution of 4 cm�1. Note: the thy
0.24 and 0.24 mg mL�1 for thymol, eucalyptol, camphor and menthol, r

6576 | Anal. Methods, 2017, 9, 6574–6582
derivative spectra and rst derivative plus straight line
subtraction.
3. Results and discussion
3.1. FT-IR spectra of standards and formulation samples

Fig. 1 shows the FT-IR spectra of camphor, thymol, menthol and
eucalyptol standards and Fig. 2 those of commercial formula-
tions, all of them prepared in dichloromethane. As can be seen
in these spectra, some regions are not transparent due the
absorbance of the solvent. The most intense bands, which
appear at 1737 cm�1, 1151 cm�1, 1022 cm�1 and 980 cm�1, are
due to C]O stretching vibrations, C–O stretching, the charac-
teristic band of O–H and the characteristic band of the isopropyl
function for camphor, thymol, menthol and eucalyptol,
rds, diluted with dichloromethane at a concentration of 5 mg mL�1 for
with a spectral resolution of 4 cm�1.

ions dissolved in dichloromethane. The spectra were obtained by
mol concentration of 5 mg mL�1 for formulations A and B, and 5, 1.08,
espectively, in the third one C.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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respectively. From the comparison of the spectra presented in
Fig. 1 and 2, it can be considered that dissolved commercial
formulations present the same characteristic bands as the
standards, suggesting that the use of these bands could be
adequate for the simultaneous determination of the four
terpenes in the samples. However, a strong overlapping of the
terpene bands can be observed, except that of carbonyl in
camphor. Because of this, univariate methods based on external
calibration with pure compounds cannot be powerful enough to
do their determination. So, in this study, two mathematical
tools were applied to determine the four compounds under
study and to reduce the effect of band overlapping between
specic bands for each compound: one of these is an univariate
strategy, based on the use of proportional equations, obtained
at four wavenumbers, together with 16 coefficients determined
for each one of the four terpenes at each wavenumber, and the
second one is a multiparametric analysis based on partial least
squares (PLS) regression.
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3.2. Proportional equations data treatment for univariate
calibration

The univariate regression for the simultaneous determination
of monoterpenes was tested by using individual calibration
lines of these compounds, but it caused tremendous errors in
the analysis of commercially available formulations. So the use
of a proportional equations system for data treatment to over-
come the difficulties offered by band overlapping was attemp-
ted. In this case, monoterpene solutions, at different
concentration levels, were used to obtain calibration lines for
each one, and from their slope, a series of 16 proportional
coefficients were determined to be suitable to be employed to
evaluate the concentration of the four considered terpenes in
different mixtures. So, the method is based on the resolution of
an equation system with four unknown and four experimental
data points corresponding to the measurement of samples at
the four selected wavelengths.

Different modes of measurement were studied, including
peak area and peak height, with different base-line corrections,
in order to obtain the best calibration lines. From the slope of
the calibration lines obtained by simple mean square regres-
sion, the absorption coefficients of camphor, thymol, menthol
and eucalyptol at 1737 cm�1, 1151 cm�1, 1022 cm�1 and
980 cm�1 (using a 1933 cm�1 base-line correction in all cases)
were calculated and employed to build the equation system
(data shown in Table 1). Fig. 3 also shows the mathematical
model built for the simultaneous determination of the four
target compounds. The concentrations of synthetic and real
samples were calculated from their IR spectra and using the
selected equation system.

On looking through the expressions in Fig. 3, it can be seen
that absorbance measurements at 1737 cm�1 are weakly
affected by thymol, menthol and eucalyptol. The same happens
at 1151 cm�1 for thymol in the presence of the other considered
terpenes. However, it is clear that the employed strategy is
suitable to minimize errors in the univariate determination of
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017 Anal. Methods, 2017, 9, 6574–6582 | 6577



Fig. 3 Proportional equations system used for univariate mode sample analysis of anti-Varroa terpene formulations.
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terpenes in mixtures with large amounts of some of the target
analytes.

3.2.1. Analysis of synthetic mixtures and commercial
formulations of camphor, thymol, menthol and eucalyptol.
Table 2 summarizes the results obtained using univariate cali-
bration through proportional equations for the analysis of the
four synthetic mixtures of camphor, thymol, menthol and
eucalyptol prepared in dichloromethane, in order to test the
applicability of the developed procedure. The accuracy of the
method was evaluated by the relative error between the theo-
retical and found content of each considered terpene. As can be
seen, the relative difference varied between �8.4% and 24.7%
for camphor,�7.7% and 2.6% for thymol,�20.3% and 3.6% for
menthol and �7.7% and 1.9% for eucalyptol. Commercial
formulation samples were prepared as indicated in the experi-
mental part for the determination of the four monoterpenes
and, to evaluate the accuracy of the procedure, the samples were
spiked with a known concentration of the analytes and analyzed
using the proposed mathematical model, and errors were
calculated taking into consideration recovery values. The ob-
tained results, as indicated in Table 3, show the accuracy of the
determination of camphor, thymol, menthol and eucalyptol in
commercial and spiked samples, with relative error values
between �13.4% and 14.6% for thymol and between �11.4%
and 8.7% for eucalyptol. High relative error values were ob-
tained for menthol and camphor between�36% and 42.1% and
between 8.0% and 42.5%, respectively, except for sample C2 for
which errors were 53% and 93.9% for menthol and camphor,
respectively. This variation is due to the low concentration of
these two monoterpenes in commercial formulations.
Table 2 Analysis of synthetic mixtures of camphor, thymol, menthol an

Mixture

Analyte/Monoterpene

Camphor Thymol

Addeda

(mg mL�1)
Foundb

(mg mL�1)
Error
(%)

Added
(mg mL�1)

Found
(mg mL�1) Error (

01 0.250 0.263 5.1 5.000 4.900 �2.0
02 — — — 3.000 3.080 2.6
03 0.114 0.142 24.7 2.280 2.320 1.7
04 0.095 0.087 �8.4 1.900 1.750 �7.7

a Considering the content provided by the formulation manufacturer plu
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3.3. PLS data treatment

Partial least squares (PLS) regression models were built for
monoterpene determination. However, the lack of a large
number of different formulations avoids the possibility to build
the calibration models from the commercial samples of the
same type compared to those to be analyzed, and thus, it was
necessary to perform the calibration based on a 42 design of
synthetic mixtures of the four compounds at two concentration
levels as explained in the Experimental section. Different
spectral pre-processing strategies (constant offset elimination,
straight line subtraction, rst and second derivative, rst
derivative plus straight line subtraction and mean centering)
and different spectral regions were considered in order to build
robust enough multivariate models.

Frequently, cross validation has been used to optimize and
select the PLS model with the best predictive capabilities.47

However, in this study, the root mean square error of prediction
(RMSEP) for a separate set of samples, not employed for cali-
bration, was used as the main parameter to select the best
models. By combining different preprocessing treatments and
wavenumber intervals, taking into consideration the charac-
teristic bands of individual monoterpenes under study, the
lowest possible RMSEP was used to select the best model for
each compound (see Table 4). The number of factors in this
work was also chosen accordingly to minimize RMSEP. As can
be seen in Table 4, minimum RMSEP values were found for
camphor and thymol models using 3 factors. For menthol and
eucalyptol, 5 and 6 factors were selected respectively for model
building. The use of a high number of factors did not provide
d eucalyptol by FT-IR using univariate calibration

Menthol Eucalyptol

%)
Added
(mg mL�1)

Found
(mg mL�1) Error (%)

Added
(mg mL�1)

Found
(mg mL�1)

Error
(%)

0.251 0.235 �6.5 1.002 0.924 �7.7
— — — — — —
0.114 0.118 3.6 0.492 0.470 �4.5
0.095 0.076 �20.3 0.410 0.418 1.9

s the spiked one. b Values calculated experimentally.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017



Table 3 Analysis of camphor, thymol, menthol and eucalyptol by univariate calibration through the use of a mathematical model based on the
equation system

Commercial
formulations Sample

Analyte/Monoterpene

Camphor Thymol Menthol Eucalyptol

Addeda

(mg mL�1)
Foundb

(mg mL�1)
Error
(%)

Added
(mg mL�1)

Found
(mg mL�1)

Error
(%)

Added
(mg mL�1)

Found
(mg mL�1)

Error
(%)

Added
(mg mL�1)

Found
(mg mL�1)

Error
(%)

Sample A A1 — — — 2.000 1.979 �1.1 — — — — — —
01 spiked 0.100 0.122 22 3.750 3.937 5.0 0.150 0.096 �36 0.600 0.544 �9.3
A2 — — — 0.500 0.433 �13.4 — — — — — —
02 spiked 0.080 0.114 42.5 0.700 0.686 �2.0 0.200 0.168 �16.0 0.900 0.929 3.2
02 spiked 0.200 0.247 23.5 1.500 1.523 1.5 0.180 0.155 �13.9 0.700 0.732 4.6

Sample B B1 — — — 2.000 1.924 �3.8 — — — — — —
03 spiked 0.150 0.162 8.0 3.500 3.580 2.3 0.100 0.081 �19.0 0.400 0.384 �4.0
B2 — — — 3.000 3.322 10.7 — — — — — —
04 spiked 0.170 0.196 15.3 4.500 5.123 13.8 0.080 0.064 �20 0.150 0.161 7.3
04 spiked 0.070 0.091 30.0 4.000 4.510 12.8 0.130 0.120 �7.7 0.550 0.598 8.7

Sample C C1 0.114 0.162 42.1 2.280 2.287 0.3 0.114 0.162 42.1 0.492 0.436 �11.4
05 spiked 0.214 0.268 25.2 3.530 3.595 1.8 0.264 0.313 18.6 0.792 0.747 �5.7
C2 0.049 0.095 93.9 1.000 1.033 3.3 0.049 0.075 53.1 0.215 0.195 �9.3
06 spiked 0.129 0.151 17.1 1.750 2.005 14.6 0.230 0.258 12.2 0.315 0.303 �3.8
06 spiked 0.225 0.300 33.3 2.740 2.875 4.9 0.160 0.193 20.6 0.835 0.856 �2.5

a Considering the content provided by the formulation manufacturer plus the spiked one. b Values calculated experimentally.

Table 4 Summary of the most important parameters of the best PLS models for FT-IR determination of monoterpenes in anti-Varroa
formulationsa

Analyte
Spectral ranges
(cm�1) Pre-processing Factors

RMSEC
(mg mL�1)

RMSECV
(mg mL�1)

RMSEP
(mg mL�1) R2 Cal R2 CV R2 Pred

Camphor 1793.8–1685.8 Constant offset elimination 3 0.011 0.014 0.013 0.9904 0.9836 0.9726
883.4–804.3 Mean centering

Thymol 1228.7–912.3 Straight line subtraction 3 0.034 0.039 0.320 0.9998 0.9997 0.9306
653.9–470.6 Mean centering

Menthol 1793.8–1685.8 Straight line subtraction 5 0.014 0.020 0.023 0.9858 0.9689 0.9278
1228.7–912.3
653.9–470.6 Mean centering

Eucalyptol 1793.8–1685.8 Constant offset elimination 6 0.018 0.026 0.030 0.9986 0.9966 0.9912
1228.7–912.3
883.4–804.3 Mean centering

a Coefficient of determination for calibration (R2 Cal), cross-validation (R2 CV) and prediction (R2 Pred). Root mean square error of calibration
(RMSEC), cross validation (RMSECV) and prediction (RMSEP).
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a signicant improvement in the prediction capacity of the
model and could easily lead to overtting. The coefficient of
determination for calibration (R2 Cal) and cross validation
(R2 CV) and root mean square error of calibration (RMSEC) and
cross validation (RMSECV) are indicated in Table 4 and can be
used to evaluate the calibration performance of the selected PLS
models.

3.4. Accuracy and precision of the PLS calibration

In the present study, a short number of commercially available
samples and spiked ones were used to calculate the RMSEP. To
assess the performance of the PLS models and to validate the
accuracy of the method, a series of recovery studies were carried
out. Commercial formulations were spiked with camphor,
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
thymol, menthol and eucalyptol at different concentration
levels. From the FT-IR spectra of the spiked samples, terpene
concentrations were predicted by PLS and the results obtained
for these compounds were used to calculate the recovery level of
each one, as an indicator of the accuracy of the proposed
method. The evaluation of the recovery percentage of the
method was also considered as a second criterion to select the
best model. The average recovery levels of the four mono-
terpenes ranged between 91% and 98.7% for camphor, 105.5%
and 116.9% for thymol, 95% and 108.2% for menthol
and 100.1% and 107.1% for eucalyptol. The precision of the
method, measured as the relative standard deviation of three
independent replicate analyses, was also calculated for
camphor, thymol, menthol and eucalyptol determination in
Anal. Methods, 2017, 9, 6574–6582 | 6579



Table 5 Analysis of camphor, thymol, menthol and eucalyptol by FT-IR using PLS calibration

Commercial
formulations Sample

Analytes

Camphor Thymol Menthol Eucalyptol

Addeda

(mg mL�1)
Foundb

(mg mL�1)
Error
(%)

Added
(mg mL�1)

Found
(mg mL�1)

Error
(%)

Added
(mg mL�1)

Found
(mg mL�1)

Error
(%)

Added
(mg mL�1)

Found
(mg mL�1)

Error
(%)

Sample A A1 — — — 2.000 2142 7.1 — — — — — —
01 spiked 0.100 0.088 �12.0 3.750 4.090 9.1 0.150 0.161 7.3 0.600 0.586 �2.3
A2 — — — 0.500 0.515 3.0 — — — — — —
02 spiked 0.080 0.089 11.3 0.700 0.716 2.3 0.200 0.192 �4.0 0.900 0.903 0.3
02 spiked 0.200 0.192 �4.0 1.500 1.585 5.7 0.180 0.183 1.7 0.700 0.721 3.0

Sample B B1 — — — 2.000 2.016 0.8 — — — — — —
03 spiked 0.150 0.127 �15.3 3.500 3.686 5.3 0.100 0.096 �4.0 0.400 0.418 4.5
B2 — — — 3.000 3.456 15.2 — — — — — —
04 spiked 0.170 0.156 �8.2 4.500 5.271 �17.1 0.080 0.084 5.0 0.150 0.152 1.3
04 spiked 0.070 0.075 �7.1 4.000 4.639 16.0 0.130 0.108 �16.9 0.550 0.522 �5.1

Sample C C1 0.114 0.125 9.6 2.280 2.292 0.5 0.114 0.139 21.9 0.492 0.450 �8.5
05 spiked 0.214 0.212 0.9 3.530 3.600 2.0 0.264 0.309 17.1 0.792 0.793 0.1
C2 0.049 0.075 53.1 1.000 1.060 6.0 0.049 0.034 �30.6 0.215 0.207 �3.7
06 spiked 0.129 0.115 �10.9 1.750 2.039 16.5 0.230 0.221 �3.9 0.315 0.304 �3.5
06 spiked 0.225 0.242 7.6 2.740 2.910 6.2 0.160 0.188 17.5 0.835 0.889 6.5

a Considering the reference content reported by the formulation plus the spiked one. b Values calculated experimentally.
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commercial formulations and spiked samples. The values of
7.8%, 7.2%, 10.3%, 4.1% correspond to the average precision
levels of the independent determinations of camphor, thymol,
menthol and eucalyptol, respectively.

As can be seen in Table 5, the accuracy found from the
comparison of the predicted values with those declared by the
producer and from the recovery of spiked monoterpenes
provided lower errors using multivariate calibration than those
found when applying univariate calibration, especially for
camphor and menthol.
3.5. Evaluation of the method sustainability

The use of PLS-FTIR for the determination of terpenes in anti-
Varroa commercial formulations involves the use of a total
amount of 215 mL of CH2Cl2 for sample dilution and calibra-
tion standards preparation including also terpene stock solu-
tions, thus involving 3.2 and 4.4 penalty points due to the
consumption of reagents and generation of waste according to
the correction proposed48 for the evaluation of the eco-scale49 to
Fig. 4 Green certificate of the method developed for ATR-FTIR
determination of terpenes in Varroa treatment formulations.
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classify a method in the so-called green certicate (see Fig. 4).
So, it can be concluded that the proposed method, with 92.4
points, is a sustainable alternative to the use of chromatography
approaches. Additionally, the amount of CH2Cl2 can be reduced
and method sustainability can be improved through the use of
on-line recycling of the solvent.50
4. Conclusions

This study has evidenced the potential of transmission MIR
spectroscopy for a fast and simple direct determination of
monoterpenes in commercial formulations used for Varroa
treatment without the need for any previous separation. The
results obtained showed that the developed PLS-FTIR method,
using a simple experimental design of 42 mixtures of terpene
standards for calibration, provides better accuracy and preci-
sion than the use of univariate calibration. In addition, the PLS-
FT-IR procedure requires less time to obtain the results than the
univariate method based on the use of proportional equations,
and the available soware simplies the calculations.

On the other hand, the use of a ow IR cell reduces sample
handling for measurements, and requires a low volume of
solution to record the IR spectra, with a good control of the
generated waste. So, the PLS FTIR proposed approach can be
considered as an adequate methodology for quality control
during the production of a terpene-based commercial formu-
lation for Varroa treatment.
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5 P. M. Garrido, K. Antúnez, M. Martin, M. P. Porrini,
P. Zunino and M. J. Eguaras, J. Insect Physiol., 2013, 59,
113–119.

6 A. L. Beaurepaire, K. J. Krieger and R. F. A. Moritz, Infect.,
Genet. Evol., 2017, 50, 49–54.

7 A. Gregorc and J. Poklukar, Vet. Parasitol., 2003, 111, 351–
360.

8 A. Giacobino, A. Molineri, N. B. Cagnolo, J. Merke,
E. Orellano, E. Bertozzi, G. Masciangelo, H. Pietronave,
A. Pacini, C. Salto and M. Signorini, Prev. Vet. Med., 2016,
131, 95–102.

9 Y. Kang, K. Blanco, T. Davis, Y. Wang and G. DeGrandi-
Hoffman, Math. Biosci., 2016, 275, 71–92.

10 A. Giacobino, A. Pacini, A. Molineri, N. B. Cagnolo, J. Merke,
E. Orellano, E. Bertozzi, G. Masciangelo, H. Pietronave and
M. Signorini, Res. Vet. Sci., 2017, 112, 1–6.

11 M. M. Hamiduzzaman, E. Guzman-Novoa, P. H. Goodwin,
M. Reyes-Quitana, G. Koleoglu, A. Correa-Benitez and
T. Petukhova, J. Invertebr. Pathol., 2015, 126, 12–20.

12 F. D. Rinkevich, R. G. Danka and K. B. Healy, Insects, 2017, 8–
9.

13 P. Rosenkranz, P. Aumeier and B. Ziegelmann, J. Invertebr.
Pathol., 2010, 103, S96–S119.

14 A. J. McMenamin and E. Genersch, Curr. Opin. Insect Sci.,
2015, 8, 121–129.

15 Regulation (EC) NO 396/2005 of the European Parliament
and of the Council of 23 February 2005 on maximum
residue levels of pesticides in or on food and feed of plant
and animal origin and amending Council Directive 91/414/
EEC., O.J.E. U.L, 2005, 70, P.1.

16 Commission Regulation (EU) No 37/2010 of 22 December
2009 on pharmacologically active substances and their
classication regarding maximum residue limits in food
stuffs of animal origin, O.J. E. U.L, 2010, 15, P.1.

17 M. Juan-Borrás, E. Domenech and I. Escriche, Food Control,
2016, 67, 127–134.
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Infrared spectroscopy (FTIR) has been employed for a fast quality control of commercial essential oils fromdiffer-
ent plant species. 47 samples were obtained from Algerian and Spanish market and directly measured, without
any previous treatment, by attenuated total reflectance Fourier transform Infrared spectroscopy (ATR-FTIR), in
the wavenumber region between 4000 and 550 cm−1. Pure essential oils were obtained by hydro- and steam-
distillation extraction methods and their ATR spectra obtained. Results found evidenced the presence of solvents
in some commercial formulations and permitted a rapid authentication of pure essential oils correctly extracted
from those diluted. The proposed method offers a fast and environmentally friendly methodology which can be
used as an alternative to the commonly employed chromatographymethods to evidence the quality of commer-
cial essential oils.
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1. Introduction

Essential oils are natural, volatile, complex mixtures of compounds
with strong odor. These oily liquids, are produced by different aromatic
plant as secondary metabolites from their buds, flowers, leaves, stems,
twigs, seeds, fruits, roots, wood or bark, and are stored in secretory
cells [1]. Essential oils are obtained from aromatic plants mainly local-
ized in temperate countries likeMediterranean, where these plants rep-
resent a major category, and also in tropical countries [2,3].

Essential oils are extracted by several methods including, expres-
sion, enfleurage, solvent extraction, supercritical carbon dioxide extrac-
tion, microwave or ultrasound [4] assisted treatments being hydro- and
steam-distillation the most frequently used procedures. Essential oil
compositional analysis is mainly achieved by gas chromatography [5].

Essential oils are unstable and fragile complex mixtures of volatile
compounds. Monoterpenes represent more than 80% of essential oil
composition, together with sesquiterpenes and oxygenated derivatives
of these two chemical groups [4]. There aremore than 60 compounds, at
different concentrations, in an extracted oil with one, two or three
major components at high concentration [2]. So major compounds of
citrus essential oils are Limonene with (79%) in C. limon L. (lemon) [6],
(93%) in C. reticulate L. (mandarin) and (97%) in C. sinensis L. (orange)
[7]. Carvone (54%) and limonene (46%) are the major compounds of
the C. carvi L. (caraway) seeds essential oil [8] and for C. longa L. (Tur-
meric) rhizomes essential oil, ar-turmerone (13%), α-turmerone (43%)
e).
and β-turmerone (16%) are the principal compounds [9]. Other compo-
nents are present only at trace levels [5].

The chemical composition which determines the biological proper-
ties of essential oils, can be influenced by various factors mainly, the
species, geographic location, the part of the plant collected and the sys-
tem employed for oil extraction [10,11].

Essential oils have been largely used as food flavours and for their
bactericide, fungicide and insecticide properties, and recently for thera-
peutics in human medicine; being reported, as an example, that R.
officinalis (rosemary) and M. piperita (pepper mint) have a positive ef-
fect on the human memory [12].

The interest in essential oils and their compounds is increasing due
to their high acceptance by consumers [13]. An estimated number of
3000 essential oils are known, 300 ofwhich are commercially important
especially for the pharmaceutical, agronomy, food, sanitary, cosmetic
and perfume industries [2,5]. The market of essential oils is rapidly
expanding and generates several billions of dollars every year, and un-
fortunately has resulted in adulteration for dishonest profits [14,15].

Different factors can cause an essential oil adulteration due to the
use of diluted solutions of natural oils or the addition of cheaper syn-
thetic material and cheap volatile compounds from other natural prod-
ucts. These adulteration methods can degrade the quality of the oil and
provide deleterious effects on its consumers. So the authentication of
essential oils is an important subject for consumer protection and also
for the quality control of their production [15].

Several techniques have been used for the determination of adulter-
ation of essential oils, includingphysical, chemical, chromatography and
spectroscopy techniques [16]. The quality of the essential oil can be
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Table 1
Plant essential oils evaluated in this study together with their main components (in % w/w) as reported in the literature.

Family Plant species Common
name

Main components Ref.

Apiaceae Pimpinella anisum L. Anise trans Anethole (88.49%), γ himachalene (3.13%) [20]
trans Anethole (81.33%), γ himachalene (12.32%) [21]

Apium graveolens L. Celery Limonene (63.90%), β selinene (16.40%) [22]
β Selinene (37.40%), phellandral (17.20%), limonene (16.00%) [23]

Foeniculum vulgare
Mill.

Fennel trans Anethole (59.970%, 63.23%), fenchone (21.42%, 25.04%), estragole (3.76%, 4.75%), limonene (2.68%, 2.99%). [24]
trans Anethole (81.60%, 79.0%), fenchone (8.70%, 10.90%), estragole (4.00%, 4.20%), limonene (3.50%, 3.2%). [25]
trans Anethole (72.86%), fenchone (12.93%), estragole (3.41%), limonene (6.37%). [26]

Carum carvi L. Caraway Carvone (76. 37%), limonene (19.52%) [13]
Carvone (77.35%), limonene (16.15%)
Carvone (61.58%), limonene (29.11%)
Carvone (53.60%), limonene (45.59%) [8]

Cuminum cyminum
L.

Cumin γ Terpinene (24.30%), cumin aldehyde (21.07%), p cymene (16.56%), β pinene (13.74%), safranal (12.95%) [27]
γ Terpinene (12.62%), cumin aldehyde (38.50%), ο cymene (10.98%), β pinene (11.50%) [28]
γ Terpinene (16.30%), cumin aldehyde (32.80%), ο cymene (9.74%), β pinene (10.30%)

Asteraceae Artemisia herba-alba White
wormwood

α and β Thujone (57.00%), camphre (24.00%) [2]
β Thujone (25.10%), α thujone (22.90%), 1,8 cineole (20.10%), camphre (10.50%) [29]
1,8 Cineole (25.80%), p cymene (15.50%), α pinene (11.30%) [30]
1,8 Cineole (41.10%), p cymene (12.70%), α pinene (8.20%)
1,8 Cineole (8.6%), p cymene (19.9%), α pinene (17.20%), myrcene (10.90%)

Matricaria
chamomilla L.

Chamomile Spathulenol (12.50%), (E) β farnesene (10.4%), α bisabolol oxide B (6.50%) [31]
Spathulenol (7.3.00%), (E) β farnesene (6.00%), α bisabolol oxide B (11.40%)
Spathulenol (6.70%), (E) β farnesene (6.00%), α bisabolol oxide B (20.00%), α bisabolol oxide A (11.90%)
α-Bisabolol oxide A (48.22%), α bisabolol oxide B (23.31%), α bisabolol (12.10%). [32]

Geraniaceae Pelargonium
graveolens

Geranium Citronellol (30.20%), citronellyl formate (9.30%), geraniol (7.60%), guai 6,9 diene (5.40%) [33]
β Citronellol (24.14%), citronellyl formate (11.75%), geraniol (16.45%), linalool (7.99%) [34]

Cupressaceae Cupressus
sempervirens

Cypress α Pinene (48.10%), δ 3 carene (24.40%) [35]
Sabinene (14.80), terpinen 4 ol (11.40), α pinene (9.90%), δ 3 carene (4.20%) [36]

Juniperus communis
L.

Juniper Sabinene (48.40%), limonene (20.00%), α pinene (16.50%) [37]
α Pinene (80.00%), sabinene (02.00%), limonene (1.00%)
α Pinene (34.00%), sabinene (22.00%), limonene (5.00%)
α Pinene (57.00%), limonene (12.00%), sabinene (3.00%)
Sabinene (39.00%), α pinene (20.00%), limonene (5.00%)
α Pinene (40.00%), sabinene (18.00%)

Lamiaceae Lavandula
angustifolia Mill.

Lavender 1,8 Cineole (33.0%, 44.4%), camphor (23.10%, 25.10%), α bisabolol (14.10%, 6.50%) [25]
Linalool (25.31%), linalyl anthranilate (18.35%), lavandulyl acetate (11.14%) [38]

Mentha piperita Piper mint Menthol (26.53%), menthone (25.83%) [39]
Menthol (59%), menthone (19%) [2]

Mentha spicata L. Spear mint Carvone (65.40–46.70%), menthol (8.70–2.00%), menthone (6.90–1.50%), pulegone (7.90–1.40%) [40]
Lamiaceae Mentha spicata L. Spear mint Carvone (76.65%), limonene (9.57%) [41]
Lamiaceae Melissa officinalis Melissa Citronellal (31.10%), citronellol (18.3%), E citral (11.20%), β caryophyllene (12.00%) [42]

Citronellal (10.20%), Z citral (19.60%), β caryophyllene (13.20%)
Citronellal (14.40%), geraniol acetate (10.20%), caryophyllene oxide (11.00%) [43]
pMentha-1, 2, 3 triol (13.10%), pmenth 3 en 8 ol (8.80%), pulegone (8.80%) [44]

Rosmarinus
officinalis

Rosemary 1,8 Cineole (55,90%), camphor (10,58%), α-pinene (9,38%) [45]
Camphor (52.12%), 1,8 cineole (9.65%), camphene (7.55%), α-pinene(6,05%) [46]
α Pinene (28.20%, 21.9%), verbenone (11.60%, 12.70%), camphor (7.90%, 9.90%), 1,8 cineole (7.40%, 9.40%) [25]

Salvia officinalis Sage 1,8 Cineole (33.27%), β thujone (18.40%), α thujone (13.45%) [47]
α Thujone (20.10%), camphor (16%), 1,8 cineole (7.00%), β thujone (5.00%) [48]
β Thujone (16.40%), α thujone (15.80%), 1,8 cineole (2.70%)
Camphor (21.30%), α thujone (15.40%), 1,8 cineole (9.50%), β thujone (3.70%)
Camphor (23.80%, 37.30%), 1,8 cineole (13.70%, 17.90%) [19]

Thymus vulgaris Thyme Thymol (40.97%), p cymene (13.11%), γ terpinene (10.96%), carvacrol (8.35%) [49]
Thymol (47%), p cymene (34%) [50]
ο Thymol (38.71%), furan, tetrahydro 3 methyl (12.19%), p cymene (2.77%) [10]

Lauraceae Laurus nobilis L. Laurel 1,8 Cineole (38.76%), α-terpinyl acetate(13.35%), α pinene (10.17%), linalool (10.03%) [51]
1,8 Cineole (24.55%), linalool (17.67%), eugenyl methyl ether (12.40%) [52]
1,8 Cineole (34.62%), linalool (12.57%)
1,8 Cineole (38.86%), linalool (9.45%), isovaleraldehyde (10.47%)

Cinnamomum cassia Cinnamum trans Cinnamaldehyde (84.4%), cinnamyl acetate (2.50%) [53]
trans Cinnamaldehyde (79.6%), β caryophyllene (3.60%)
trans Cinnamaldehyde (30.36%), 3-methoxy-1,2-propanediol (29.30), o-methoxy-cinnamaldehyde (25.39%) [54]

Myrtaceae Eucalyptus globulus Eucalyptus 1,8 Cineole (55.29%), spathulenol (7.44%), α-terpineol (5.46%) [55]
1, 8 Cineole (63.81%), α pinene (16.06%) [56]

Myrtus communis L. Myrtle Myrtenyl acetate (23.70–39.00%), 1, 8 cineole (12.7–19.6%), α pinene (10.10–11.60%), linalool (7.00–15.80%) [57]
1, 8 Cineole (29.60%), α pinene (24.71%), myrtenyl acetate (10.60%) [3]
1, 8 Cineole (21.90%), α pinene (50.90%), linalool (2.70%) [58]
1, 8 Cineole (13.30%), α pinene (33.60%), linalool (14.80%)

Syzygium
aromaticum L.

Clove Eugenol (81.60, 79.00%), eugenol acetate (6.40%), caryophyllene (5.10%, 24.80%) [25]
Eugenol (57.17%), eugenol acetate (5.93%), caryophyllene (29.94%) [59]
Eugenol (63.64%), eugenol acetate (4.61%), caryophyllene (23.20%)
Eugenol (54.97%), eugenol acetate (2.45%), caryophyllene (31.46%)

Pinaceae Pinus halepensis Aleppo pine z β Caryophyllene (24.40–25.90%), α pinene (10.90–13.70%), myrcene (20.20–24.10%), p cymene (10.50–11.90%),
caryophyllene oxide (10.50–12.50%)

[60]

z β Caryophyllene (15.60–16.70%), α pinene (6.70–8.50%), myrcene (16.70–17.10%), p cymene (13.70–14.60%)
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Table 1 (continued)

Family Plant species Common
name

Main components Ref.

z β Caryophyllene (20.30–22.50%), α pinene (17.20–22.30%)
Myrcene (10.50–13.90%) p cymene (8.70–11.20%)
E β Caryophyllene (10.90%), α pinene (16.80%), myrcene (25.20%), terpinolene (8.30%) [61]

Piperaceae Piper nigrum L. Black pepper D Limonene (12.20–20.10%), caryophyllene (8.60–25.80%), 3 carene (15.60–28.60%) [62]

Limonene (14.95, 15.64%), β caryophyllene (18.64, 25.38%), 3 carene (8.56, 9.34%), sabinene (13.19, 13.63%) [63]
Anacardiaceae Pistacia lentiscus L. Mastic α Pinene (9.40–24.90%), limonene (9.00–17.80%) [57]

α Pinene (9.90%), limonene (8.50%), germacrene D (11.90%) [64]
Rutaceae Citrus limon L. Lemon Limonene (78.84%), ocimene (3.85%), valencene (3.34%) [6]

Limonene (53.90%), β pinene (13.10%), γ terpinene (12.20%) [65]
Rutaceae Citrus reticulate Mandarine Limonene (80.20%), myrcene (6.70%), linalool (3.70%) [66]

Limonene (92.60%), α pinene (1.55%) [7]
Citrus sinensis Orange Limonene (88.21%), α pinene (6.37%), citral (3.00%) [6]

Limonene (96.00–97.30%), α pinene (1.45–1.82%), [7]
Zingibéraceae Curcuma longa L. Turmeric ar Turmerone (11.81%), zingiberene (8.62%) [67]

ar Turmerone (12.90%), α turmerone (42.60%), β turmerone (16.00%) [9]
ar Turmerone (49.8%), α turmerone (9.1%), β turmerone (7.9%) [68]
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performed by simple techniques, as sensory analysis through the con-
trol of organoleptic properties or by measuring ester, acid or carbonyl
index, the refraction index, density, optical rotation and freezing or boil-
ing point, as a general test [15]. The powerful separation analytical tech-
niques like gas chromatography (GC), liquid chromatography (LC), thin
layer chromatography (TLC) or high–performance thin layer chroma-
tography (HPTLC) can be used to determine the presence of adulterants
in essential oils [15,17].

On the other hand, infrared spectroscopy (MIR) is considered a
rapid, reproducible, accurate and non-destructive methodology. The
low cost of the available instrumentation made it an alternative to the
use of mass spectrometry, chromatography, or nuclear magnetic reso-
nance techniques for the authentication and quality analysis of a variety
of agro-food and industrial products [18,19].

Due to the aforementioned reasons, the present study proposes the
use of direct attenuated total reflection (ATR) MIR measurements as a
direct methodology and simple approach suitable to be employed by
small control laboratories for the detection of essential oils adulteration.
2. Experimental part

2.1. Materials

Different plant species selected in this study are representative from
themost used by consumers and the most available in the Algerian and
Spanish markets.

Essential oils from twenty nine plant species, which included stems,
leaves, seeds, flowers, rhizomes, and citrus from twelve different fami-
lies (Anacardiaceae, Apiaceae, Asteraceae, Geraniaceae, Cupressaceae,
Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Pinaceae, Piperaceae, Rutaceae and
Zingiberaceae) were evaluated in this study as it is indicate in Table 1.
P. anisum L. (Anise), A. graveolens L. (Celery), F. vulgare Mill. (Fennel),
C. carvi L. (Caraway), C. cyminum L. (Cumin), C. cassia (Cinnamum), A.
herba-alba (White wormwood), T. vulgaris (Thyme), M. officinalis
(Melissa), S. aromaticum L. (Clove), P. nigrum L. (Black pepper), and C.
longa L. (Turmeric) plants were purchased from the local market
(Blida, Algeria). The other plant species as M. chamomilla L. (Chamo-
mile), L. nobilis L. (Laurel), P. graveolens (Geranium), C. sempervirens L.
(Cypress), J. communis L. (Juniper), L. angustifolia Mill. (Lavender), M.
piperita (Pipermint),M. spicata L. (Spearmint), R. officinalis (Rosemary),
S. officinalis (Sage), E. globules (Eucalyptus),M. communis L. (Myrtle), P.
halepensis (Aleppo pine), P. lentiscus L. (Mastic), C. limon (Lemon), C. re-
ticulate (Mandarine), and C. sinensis (Orange), were collected from dif-
ferent places of Algeria.
Forty seven commercial essential oil samples of the twenty nine
plant species studied were purchased from local market in (Blida,
Algeria) and (Valencia, Spain).

Vegetable oil (sunflower oil) was purchased from a local market
(Valencia, Spain) and vaseline oil was obtained from PanReac (Barce-
lona, Spain).
2.2. Pure essential oils extraction

Two different extraction methods were used in this work to experi-
mentally isolate pure essential oils, due to the type of plant and some
experimental and technical reasons to select the most appropriate ex-
traction method which included the difficulty to obtain a quantity of
certain species of aromatic plants in the case of steam distillation and
the low extraction yield for some plants for hydro-distillation.

P. anisum L., A. graveolens L., F. vulgareMill., C. carvi L., C. cyminum L.,
P. nigrum L., C. longa L., A. herba-alba, T. vulgaris, L. nobilis L.,M. spicata L.,
M. officinalis, and M. chamomilla L. plants were submitted to hydro-
distillation for 3 h using a Clevenger-type apparatus, except S.
aromaticum L. and C. cassia oils which were isolated using conventional
hydro-distillation. Samples of P. graveolens L., E. globulus, C.
sempervirens, J. communis L., L. angustifoliaMill.,M. piperita, R. officinalis,
S. officinalis, C. limon L., C. sinensis L., C. reticulate L., M. communis L., P.
halepensis, and P. lentiscus L., were extracted by industrial steam-
distillation extraction in “Extral Bio” essential oil company (Blida,
Algeria).
2.3. Essential oil characterization

ATR-FTIR spectra of pure and commercial oil samples were acquired
using a Bruker (Bremen, Germany) Tensor 27 FTIR spectrometer
equipped with temperature-stabilized deuterated lanthanum triglycine
sulphate detector and an ATR DuraSampleIR accessory with nine reflec-
tion diamond/ZnSe DuraDisc from Smiths Detection Inc. (Warrinton,
UK). The Opus software, version 6.5, from Bruker was employed for
spectra acquisition.

Tenmicroliters of each samplewere deposited in the ATR crystal cell
and covered using a glass cover to avoid sample evaporation, and the
ATR-FTIR spectra were obtained in the range between 4000 and
550 cm−1, with a resolution of 4 cm−1, averaging 50 scans per spec-
trum. Background spectrum of the empty ATR cell was obtained under
the same instrumental conditions after cleaning the ATR crystal and be-
fore to acquire the spectrum of each sample.
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3. Results and discussion

3.1. ATR-FTIR spectra of pure essential oils

Fig. 1A and B show the ATR-FTIR spectra of the pure extracted essen-
tial oils obtained by hydro- and steam-distillation, respectively. It can be
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Fig. 1. A: ATR-FTIR spectra of pure essential oils extracted by hydrodistillation: (P. a. 1) P.
anisum; (F. v. 1) F. vulgare; (A. h. 1) A. herba-alba; (A. g. 1) A. graveolens L.; (S. a. 1) S.
aromaticum L.; (T. v. 1) T. vulgaris; (C. cy. 1) C. cyminum L.; (P. n. 1) P. nigrum L.; (M. o.
1)M. officinalis; (C. c. 1) C. carvi L.; (M. s. 1)M. spicata L.; (L. n. 1) L. nobilis L.; (C. lo. 1) C.
longa; (M. c. 1) M. chamomilla L.; and (C. ca. 1) C. cassia. Note: Spectra were shift on the
Y axes to clear discriminate the different oils considered. B. ATR-FTIR spectra of pure
essential oils extracted by steam distillation: (P. g. 1) P. graveolens; (R. o. 1) R. officinalis;
(P. h. 1) P. halepensis; (C. s. 1) C. sempervirens; (M. p. 1) M. piperita; (L. a. 1) L.
angustifolia; (E. g. 1) E. globulus; (S. o. 1) S. officinalis; (P. l. 1) P. lentiscus L.; (J. c. 1) J.
communis L.; (C. r. 1) C. reticulata L.; (C. si. 1) C. sinensis L.; (C. l. 1) C. limon L.; (M. c.
1) M. communis L. Note: Spectra were shift on the Y axes to clear discriminate the
different oils considered.
seen in these figures the presence of the characteristic vibration bands
of the main components of each essential oil, which seem appropriate
for their identification based on the presence of major and minor com-
pounds. Some of these intense bandswere associated to carbonyl group
(C_O) present in esters aldehydes or ketones. It can be seen this func-
tional group in C. carvi L. (caraway) and C. cyminum L. (cumin) essential
oils at 1679 and 1741 cm−1 for carvone and cumin aldehyde as major
compounds, respectively. Other important bands correspond to the ar-
omatic ring vibrations at the wavenumber around 1500 cm−1 observed
in P. anisum L. (anis), T. vulgaris (thyme), and S. aromaticum L (clove) es-
sential oil spectra. It can be also observed the absorbance of alkene func-
tional group (C_C) around 1600 cm−1. The absorptions around
3400 cm−1 are due to the vibrations of hydroxyl group (OH) which is
present in some essential oil spectra such as M. piperita (Piper mint)
and T. vulgaris (thyme). All spectra show intense bands in the region be-
tween 2935 and 2850 cm−1which correspond to\\CH2 and\\CH3

groups.

3.2. ATR-.FTIR spectra of commercial oils

Fig. 2A, B and C show the ATR-FTIR spectra of commercial samples of
essential oils of the plant species selected for this study, obtained in the
same conditions as pure water-assisted extracted ones. It can be ob-
served similarities betweenmost of the spectra corresponding to differ-
ent plant species. These spectra were classified in threemain types. One
concerning those commercially samples which present the most in-
tense bands for ATR-FTIR at 2854 and 2924 cm−1 corresponding to sym-
metric and antisymmetric C\\H stretching alkane bands. A strong band
was also observed at 1747 cm−1 corresponding to the carbonyl C_O
stretching vibration. Strong band overlapping was observed in the re-
gion between 1335 and 970 cm−1, with maximum absorbance at
1161 cm−1. In this case it can be concluded that all these samples
could have a common solvent and thus, the ATR-FTIR spectra of a sun-
flower oil was obtained in the aforementioned conditions (see inset in
Fig. 2A). So, on comparing all the spectra collected in this figure it
seems clear that these commercial samples are not at all pure extracts
obtained through the use of water but solutions of essential oils in veg-
etable oil.

On the other hand, Fig. 2B shows a second spectra group of commer-
cial essential oil samples which do not have the ester bands whichwere
the common signals of spectra in Fig. 2A. In these cases, themost intense
bands in this series were located at 2952, 2921 and 2852 cm−1, associ-
ated to symmetric CH3, antisymmetric CH2 and symmetric CH2

stretching respectively. The band observed at 1460 cm−1 corresponds
to the bending vibrations of CH2 and CH3 of aliphatic groups. Other
bands appear at 1377 and 721 cm−1 related to CH2 and CH3 bending
vibrations.

As can be seen in the inset of Fig. 2B the aforementioned bands could
be attributed to the presence of an alkane as common solvent and thus,
the vaseline spectrum could be the best candidate to support the fact
that the commercial oils indicated in this figure are really solutions in
vaseline of pure ones.

Regarding the spectra of samples T. vulgaris (Thyme), P. graveolens
(geranium), M. piperita (piper mint), E. globulus (eucalyptus) summa-
rized in Fig. 2C, the typical bands of sunflower oil nor vaseline are
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present and it can be seen that thyme and piper mint commercial oil
spectra are close similar to those reported for the same plants pure
oils extracted by hydro-distillation (see Fig. 1A) and also it can be appre-
ciated that spectra of commercial samples of geranium and eucalyptus
present some of the characteristic bands of the spectra reported for
Fig. 1B for pure oils extracted by steam-distillation. So, it can be con-
cluded that solvents are absent in the aforementioned commercial
samples.
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3.3. Evaluation of commercial oils based on the comparison of their IR
spectra with those of pure essentials oils

Essential oils strongly depend on the nature and origin of specific
plants used for their obtention and thus, in many cases, oils from differ-
ent plant parts or geographical origin are not identical in their composi-
tion nor in their ATR-FTIR spectra. However, from the comparison of
spectra reported in Fig. 1A and B with those indicated in Fig. 2A and B
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spectra of commercial essential oils without previously indicated bands of those of Fig. 2A
ote: Spectra were shift on the Y axes to clear discriminate the different oils considered.
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it can be identified the presence of vegetable and mineral oils, respec-
tively, as a part of the samples thus indicating fake in their
commercialization.
3.4. Identification of solvents in commercial essential oils

As it has been reported in Section 3.2 vegetable oil or mineral oil
bands were identified in the main part of ATR-FTIR spectra of commer-
cial samples evaluated in this study. As an example Fig. 3 compares the
four samples of lavender oil employed in this work and it can be ob-
served that the three commercial sampleswere adulterated by the pres-
ence of vegetable or mineral oil and thus these samples correspond to
highly diluted solutions of the pure oil or some of the main terpenes
present in L. angustifoliaMill not being pure essential oil.

Similar conclusions could be done for samples with an important
contribution of diluent oil bands (see Fig. 2A and B and compare with
Fig. 1A and B).

Fig. 4 shows the ATR-FTIR spectra of S. aromaticum L. (clove) com-
mercial essential oil and that of sunflower oil, which could be suggested
as the adulterant solvent in this sample.
On making the subtraction of the sunflower oil to that of sample S.
aromaticum L it can be obtained the subtraction spectrum (see Fig. 4B)
which is quite similar to that of pure extract obtained by hydro-
distillation. It confirms that commercial sample studied really corre-
spond to a dilution of the essential oil in a matrix similar to sunflower
oil.

On comparing the ATR-FTIR spectra of pure essential oils and com-
mercial samples, data summarized in Table 2 evidenced that practically
all samples correspond to dilutions with vegetable oil, mineral oil or
Vaseline. Only ATR-FTIR spectra of four commercial samples could be at-
tributed to the presence of undiluted essential oil, thus evidencing that
the commercialization of diluted essential oils, instead pure ones, is an
extended practice in the fieldwhichmust be noticed on the information
regarding these products.
4. Conclusion

Results of the present study showed that ATR-FTIR spectroscopy can
be successfully used for the rapid quality control of commercial essential
oils without using neither sample preparation nor analyte separation,
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being evidenced that the use of vegetable andmineral oils for dilution of
terpenes or pure extracts is an extended bad practice in this field.

The proposedmethod is fast, uses a relatively low cost instrumenta-
tion and provides an environmentally friendlymethodology, offering an
alternative to the procedures based on the use of chromatography.

Acknowledgments

Authors acknowledge the financial support of National Research
Foundation (DGRSDT) and CNEPRU project N° E00420140054–Algéria,
250030003500

L. a. 1

L. a. 2

L. a. 3

L. a. 4

Wavenumb

stinu
RT

A

Fig. 3. ATR-FTIR spectra of L. angustifolia Mill., pure. (L. a. 1) and commercial essential oils (L. a
different oils considered.
the Generalitat Valenciana (Project PROMETEO II 2014/077) and
Ministerio de Economia y Competitividad-Feder (Project CTQ 2014-
52841-P).

References

[1] B. Teixeira, A. Marques, C. Ramos, I. Batista, C. Serrano, O. Matos, N.R. Neng,
J.M.F. Nogueira, J.A. Saraiva, M.L. Nunes, European pennyroyal (Mentha
pulegium) from Portugal: chemical composition of essential oil and antioxidant
and antimicrobial properties of extracts and essential oil, Ind. Crop. Prod. 36
(2012) 81–87.
100015002000

er (cm-1)

. 2), (L. a. 3) and (L. a. 4). Note: Spectra were shift on the Y axes to clear discriminate the

http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0005
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0005
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0005
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0005
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0005


100015002000250030003500

Sub.

S. a. 1

(B)

100015002000250030003500

Sunf. O.

S. a. 2

(A)

Wavenumber (cm-1)

Wavenumber (cm-1)

A
TR

 u
ni

ts

stinu
RT

A

Fig. 4. ATR-FTIR spectra of (A), (Sunf. O.) Sunflower oil and (S. a. 2) S. aromaticum L. commercial essential oil.; (B), (S. a. 1) S. aromaticum L. pure essential oil and the difference obtained
between (S. a. 2) commercial and sunflower oils (Sub.). Note: Spectra were shift on the Y axes to clear discriminate the different oils considered.

354 K. Bounaas et al. / Microchemical Journal 139 (2018) 347–356
[2] F. Bakkali, S. Averbeck, D. Averbeck, M. Idaomar, Biological effects of essential oils - a
review, Food Chem. Toxicol. 46 (2008) 446–475.

[3] C.N. Hassiotis, D.M. Lazari, Decomposition process in the Mediterranean region.
Chemical compounds and essential oil degradation from Myrtus communis, Int.
Biodeter. Biodegr. 64 (2010) 356–362.

[4] A. El Asbahani, K. Miladi, W. Badri, M. Sala, E.H. Ait Addi, H. Casabianca, A. El
Mousadik, D. Hartmann, A. Jilale, F.N. Renaud, A. Elaissari, Essential oils: from ex-
traction to encapsulation, Int. J. Pharm. 483 (2015) 220–243.

[5] S. Burt, Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in
foods-a review, Int. J. Food Microbiol. 94 (2004) 223–253.

[6] K. Fisher, C. Phillips, Potential antimicrobial uses of essential oils in food: is citrus the
answer? Trends Food Sci. Technol. 19 (2008) 156–164.

[7] K. Hosni, N. Zahed, R. Chrif, I. Abid, W. Medfei, M. Kallel, N.B. Brahim, H. Sebei, Com-
position of peel essential oils from four selected Tunisian Citrus species: evidence for
the genotypic influence, Food Chem. 123 (2010) 1098–1104.

[8] K. Assami, D. Pingret, S. Chemat, B.Y. Meklati, F. Chemat, Ultrasound induced inten-
sification and selective extraction of essential oil from Carum carvi L. seeds, Chem.
Eng. Process. 62 (2012) 99–105.

[9] G.B. Avanço, F.D. Ferreira, N.S. Bomfim, R.M. Peralta, T. Brugnari, C.A. Mallmann,
B.A.D. Abreu Filho, J.M.G. Mikcha, M. Machinski Jr., Curcuma longa L. essential oil
composition, antioxidant effect, and effect on Fusarium verticillioides and fumonisin
production, Food Control 73 (2017) 806–813.

[10] A.K. Al-Asmari, M.T. Athar, A.A. Al-Faraidy, M.S. Almuhaiza, Chemical composition of
essential oil of Thymus vulgaris collected from Saudi Arabian market, Asian Pac. J.
Trop. Biomed. 7 (2017) 147–150.

[11] J.S. Raut, S.M. Karuppayil, A status review on the medicinal properties of essential
oils, Ind. Crop. Prod. 62 (2014) 250–264.

[12] O.V. Filiptsova, L.V. Gazzavi-Rogozina, I.A. Timoshyna, O.I. Naboka, Y.V. Dyomina,
A.V. Ochkur, The essential oil of rosemary and its effect on the human image and nu-
merical short-term memory, Egyptian Journal of Basic and Applied Sciences 4
(2017) 107–111.
[13] B. Laribi, K. Kouki, T. Bettaieb, A. Mougou, B. Marzouk, Essential oils and fatty acids
composition of Tunisian, German and Egyptian caraway (Carum carvi L.) seed eco-
types: a comparative study, Ind. Crop. Prod. 41 (2013) 312–318.

[14] Y. Fillatre, D. Rondeau, A. Daguin, P.Y. Communal, A workflow for multiclass deter-
mination of 256 pesticides in essential oils by liquid chromatography tandem
mass spectrometry using evaporation and dilution approaches: application to
lavandin, lemon and cypress essential oils, Talanta 149 (2016) 178–186.

[15] T.K.T. Do, F. Hadji-Minaglou, S. Antoniotti, X. Fernandez, Authenticity of essential
oils, TrAC Trends Anal. Chem. 66 (2015) 146–157.

[16] F. Pellati, G. Orlandini, K.A. van Leeuwen, G. Anesin, D. Bertelli, M. Paolini, S.
Benvenuti, F. Camin, Gas chromatography combined with mass spectrometry,
flame ionization detection and elemental analyzer/isotope ratio mass spectrometry
for characterizing and detecting the authenticity of commercial essential oils of Rosa
damascena Mill, Rapid Commun. Mass Spectrom. 27 (2013) 591–602.

[17] K.V. Peter (Ed.), Handbook of Herbs and Spices, first ed.Cambredge, England, 2001.
[18] S. Lohumi, S. Lee, H. Lee, B.-K. Cho, A review of vibrational spectroscopic techniques

for the detection of food authenticity and adulteration, Trends Food Sci. Technol. 46
(2015) 85–98.

[19] F.B. Santana, L.C. Gontijo, H. Mitsutake, S.J. Mazivila, L.M. Souza, W. Borges Neto,
Non-destructive fraud detection in rosehip oil by MIR spectroscopy and
chemometrics, Food Chem. 209 (2016) 228–233.

[20] I. Samojlik, V. Mijatovic, S. Petkovic, B. Skrbic, B. Bozin, The influence of essential oil
of aniseed (Pimpinella anisum, L.) on drug effects on the central nervous system,
Fitoterapia 83 (2012) 1466–1473.

[21] R. Pavela, Insecticidal properties of Pimpinella anisum essential oils against the Culex
quinquefasciatus and the non-target organism Daphnia magna, J. Asia Pac. Entomol.
17 (2014) 287–293.

[22] H.B. Sowbhagya, P. Srinivas, N. Krishnamurthy, Effect of enzymes on extraction of
volatiles from celery seeds, Food Chem. 120 (2010) 230–234.

[23] J.M. Alves-Silva, S.M. Dias dos Santos, M.E. Pintado, J.A. Pérez-Álvarez, J. Fernández-
López, M. Viuda-Martos, Chemical composition and in vitro antimicrobial, antifungal

http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0030
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0030
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0035
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0035
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0035
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0040
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0040
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0040
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0045
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0045
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0045
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0045
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0050
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0050
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0050
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0065
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0065
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0065
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0075
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0075
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0090
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0090
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0090
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0105
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0105
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0105
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0110
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0110
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0115
http://refhub.elsevier.com/S0026-265X(17)31181-5/rf0115


Table 2
Classification of pure and commercial essential oil samples based on their ATR-FTIR spectra.

Plant species Samples Classification

Pimpinella anisum P. a. 1 Pure
P. a. 2 Vegetable oil solution

Apium graveolens L. A. g. 1 Pure
A. g. 2 Mineral oil solution

Foeniculum vulgare F. v. 1 Pure
F. v. 2 Vegetable oil solution

Carum carvi L. C. c. 1 Pure
C. c. 2 Vegetable oil solution

Cuminum cyminum L. C. cy. 1 Pure
C. cy. 2 Vegetable oil solution

Artemisia herba-alba A. h. 1 Pure
A. h. 2 Vegetable oil solution

Matricaria chamomilla L. M. c. 1 Pure
M. c. 2 Mineral oil solution
M. c. 3 Vegetable oil solution

Pelargonium graveolens P. g. 1 Pure
P. g. 2 Undiluted commercial oil

Cupressus sempervirens C. s. 1 Pure
C. s. 2 Vegetable oil solution
C. s. 3 Vegetable oil solution

Juniperus communis L. J. c. 1 Pure
J. c. 2 Vaseline oil solution
J. c. 3 Vegetable oil solution

Lavandula angustifolia Mill. L. a. 1 Pure
L. a. 2 Mineral oil solution
L. a. 3 Vaseline oil solution
L. a. 4 Vegetable oil solution

Mentha piperita M. p. 1 Pure
M. p. 2 Vegetable oil solution
M. p. 3 Undiluted commercial oil

Mentha spicata L. M. s. 1 Pure
M. s. 2 Mineral oil solution
M. s. 3 Vegetable oil solution

Melissa officinalis M. o. 1 Pure
M. o. 2 Vegetable oil solution

Rosmarinus officinalis R. o. 1 Pure
R. o. 2 Mineral oil solution
R. o. 3 Mineral oil solution
R. o. 4 Vegetable oil solution

Salvia officinalis S. o. 1 Pure
S. o. 2 Mineral oil solution
S. o. 3 Mineral oil solution

Thymus vulgaris T. v. 1 Pure
T. v. 2 Mineral oil solution
T. v. 3 Mineral oil solution
T. v. 4 Undiluted commercial oil

Laurus nobilis L. L. n. 1 Pure
L. n. 2 Mineral oil solution

Cinnamomum cassia C. ca. 1 Pure
C. ca. 2 Vegetable oil solution

Eucalyptus globulus E. g. 1 Pure
E. g. 2 Mineral oil solution
E. g. 3 Undiluted commercial oil

Myrtus communis L. M. c. 1 Pure
M. c. 2 Vegetable oil solution

Syzygium aromaticum L. S. a. 1 Pure
S. a. 2 Vegetable oil solution

Pinus halepensis P. h. 1 Pure
P. h. 2 Vegetable oil solution
P. h. 3 Vegetable oil solution

Piper nigrum L. P. n. 1 Pure
P. n. 2 Vegetable oil solution

Pistacia lentiscus L. P. l. 1 Pure
P. l. 2 Vegetable oil solution
P. l. 3 Vegetable oil solution
P. l. 4 Vegetable oil solution

Citrus limon L. C. l. 1 Pure
C. l. 2 Mineral oil solution
C. l. 3 Vegetable oil solution
C. l. 4 Vegetable oil solution

Citrus reticulata L. C. r. 1 Pure
C. r. 2 Mineral oil solution

Citrus sinensis L. C. si. 1 Pure
C. si. 2 Mineral oil solution

Curcuma longa L. C. lo. 1 Pure
C. lo. 2 Vegetable oil solution
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