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RESUME en francais

Les huiles essentielles extraites de plantes aromatiques, médicinales et a parfum, sont
utilisées depuis des millénaires pour leurs propriétés médicinales ou olfactives. Pour des
raisons de rentabilité, les distributeurs sont contraints a réduire leur colit au maximum et a
commercialiser des huiles essentielles au plus bas prix. Certains ont recours a la fraude et
proposent, des essences de qualité inférieure sous la dénomination produits naturels de haute
qualité. Il existe des normes (AFNOR, pharmacopées) qui doivent étre respectées. Mais leur
seule application est souvent limitée. Cette étude a donc permis une nette amélioration du
controle de la naturalité des huiles essentielles de citrus, et lavande.

La connaissance des compositions moléculaires des volatiles et des poly-

methoxyflavones (citron), I'étude énantiomérique de molécules cibles telles que 1'a-pinéne, le
sabinene (citrus), le linalol et 1’acétate de linalyle (bergamote et lavande), les analyses
isotopiques du carbone 13, deutérium, des linalol, acétate de linalyle (bergamote et lavande),
citral, acétate de géranyle (citron) ainsi que les analyses isotopiques du deutérium et azote 15
du N-méthyle anthranilate de méthyle (mandarine) sont les analyses permettant la mise en
¢vidence de nombreux types de fraudes.
Pour une méthodologie efficace, les analyses en composante principale et discriminante ont
¢té¢ indispensables. Elles ont permis 1’identification d’échantillons fraudés via 1’étude des
volatiles. Les analyses chirales et isotopiques permettent l'identification d'échantillon plus
finement ” adultérés ou de mieux comprendre les processus de fraude.

TITRE en anglais
Development of innovative analytical and statistical methodology for the naturality control of
raw materials perfumery and cosmetic industries.

RESUME en anglais

Essential oils extract from aromatics, medicinal and perfume plants, are used since ancient times for
their medicinal or olfactory properties. They are quite expensive, and owing to the actual growing
demand for getting high quality materials at lowest prices, fraudulent essential oils are frequently
found on the market. In order to fight this problem, norms exist (AFNOR, pharmacopeas) which have
to be respected. However those techniques are often limited. This work allowed great improves in the
quality control of citrus and lavender essential oils.

The knowledge of the chemical composition of volatiles and polymethoxy-flavones (lemon),
of the chirale ratios of a-pinene, le sabinene (citrus), linalool et linalyl acetate (bergamot et lavender),
isotope ratio analyses of carbon 13, deuterium, of linalool, linalyl acetate (bergamot et lavender),
citral, geranyl acetate (lemon) as wall as isotope ratio analyses of deuterium of nitrogen 15 du N-
methyl anthranilate de methyl (mandarin) permitted the detection of various type of frauds.

In order to have an efficient methodology, principal component and discriminant
analyses have been proved indispensables. It allowed the identification of fraudulent samples
via volatiles molecules study. Chirale analysis and isotope ratio highlight frauds on more
“discrete” adulterated samples or a better understanding of adulteration’s process.

DISCIPLINE
Chimie analytique

MOTS-CLES
Huiles essentielles, Citrus, lavande, GC, GC-MS énantio-GC, GC-C/Py-IRMS, adultération,
ACP

INTITULE ET ADRESSE DE L'U.F.R. OU DU LABORATOIRE :
Département Service Central d’Analyse (SCA) - UMR 5280 Institut des Sciences Analytiques, 5 rue
de la Doua, 69001 Villeurbanne
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Introduction

Les huiles essentielles extraites de plantes aromatiques, médicinales et & parfum, sont uti-
lisées depuis des millénaires pour leurs propriétés médicinales et olfactives. Aujourd’hui elles
sont beaucoup employées dans I'industrie agro-alimentaire et cosmétique pour lesquelles leurs
propriétés médicinales sont toujours exploitées.

Les huiles essentielles sont des produits pouvant étre trés onéreux selon le végétal d’ori-
gine, leur facilité a étre cultivées ou encore le rendement de 'extraction. Pour des raisons de
rentabilité, les producteurs et distributeurs sont contraints a réduire leur cofit au maximum
et & commercialiser des huiles essentielles au plus bas prix. Afin d’étre compétitif face a une
forte concurrence, certains producteurs ou distributeurs ont recours a la fraude et proposent, a
moindre cott, des huiles de qualité inférieure, sous la dénomination produits naturels de haute
qualité.

Les conséquences pour 'acheteur sont économiques et sanitaires. Si une huile adultérée
conserve ses propriétés aux yeux d’un acheteur non-averti, elle pourrait pourtant poser des
problémes sanitaires. En effet, il se pose la question de la toxicité des adultérants. Egalement,
I’ajout d’une molécule chirale peut apporter une modification de I’excés énantiomérique pouvant
étre a 'origine d’une modification de ’activité de ’huile essentielle. En effet les énantiomeéres
chiraux n’ont pas le méme effet sur 'organisme. Il n’est pas rare que les deux isomeéres n’aient
pas la méme activité biologique (o-terpinéol, terpinéne-4-ol...) [1]. De plus dans certains cas
chaque isomére a4 une odeur spécifique, ainsi le R-carvone caractérise la menthe verte, la S-
carvone ’aneth ou le carvi.

C’est pourquoi il existe des normes internationales, dans la pharmacopée par exemple, ou
encore 'AFNOR . L’existence de ces normes contribue aussi une certaine homogénéité dans la

composition et la qualité des huiles essentielles.
Différents types de fraudes ont été mis en évidence lors de diverses recherches sur le sujet :
— mélange d’une huile essentielle complexe et onéreuse avec une autre de composition

proche, plus simple et surtout moins chére

— addition de produits synthétiques bon marché
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— addition de composés naturels isolés

Ajout d’huile végétale afin d’augmenté le volume sans dénaturer le parfum
Dans un premier temps, I’enjeu de ce travail est de mettre en place des méthodes d’analyses
chimiques, en vue, de I'authentification des huiles essentielles d’agrumes, de lavandes et lavan-
dins super. Dans un deuxiéme temps, il s’agit de mettre en place des outils d’aide a la décision
afin d’obtenir une méthodologie fiable et efficace pour le controle de la naturalité.
Les méthodes instrumentales usuellement utilisées sont les suivantes :
— GC-MS afin d’identifier les molécules présentes
GC-FID pour une caractérisation semi-quantitative
— Enantio-GC-FID pour ’analyse des molécules chirales

— HPLC pour I'étude des composés de la fraction non-volatile

— HPTLC (chromatographie sur couche mince haute performance) pour la détection rapide

de d’huile végétale
— GC-py/C-IRMS pour I'analyse isotopique
GC multidimensionnelle pour la connaissance la plus exhaustive possible de I’essence
analysée.
Pour cette étude, nous avons complété ces techniques par :
— FTIR pour déterminer « I’empreinte de I'huile »
— ATG qui permet d’obtenir la teneur de la fraction non-volatile
Ce mémoire se décompose en six chapitres :
— le premier présente les généralités sur les huiles essentielles et s’intéresse plus particulie-

rement & celles étudiées au cours de ces travaux. L’origine botanique de ces derniéres est

également détaillée.
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— le deuxiéme chapitre décrit les techniques et appareillages nécessaires a notre étude.

— le troisiéme chapitre aborde les stratégies analytiques développées afin de répondre a la
problématique de I’étude. Pour chaque type d’huile essentielle, les analyses envisagées et

les molécules cibles sont présentées.

le quatriéme chapitre détaille les protocoles expérimentaux.

— le cinquiéme chapitre synthétise les résultats obtenus et précise les analyses conservées

pour la mise en place de la méthodologie.

— dans le sixiéme chapitre sont développées les méthodologies dégagées pour chaque type
d’huile essentielle. Des arbres de décisions sont ainsi crées permettant la sélection des

échantillons.



Chapitre 1
Généralités

1.1 Généralités sur les huiles essentielles

La pharmacopée frangaise (édition de 1965) donne une définition officielle des huiles es-
sentielles : « Produits de compositions généralement assez complexes renfermant les principes
volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation. Pour
extraire ces principes volatils, il existe divers procédés. Deux seulement sont utilisables pour
la préparation des essences officinales : celui par distillation dans la vapeur d’eau de plantes a
essences ou de certains de leurs organes et celui par expression » [1-3].

Cette définition correspond toujours a la réalité d’aujourd’hui. Néanmoins il existe des pro-
cédés d’extraction plus récents, tels que la turbodistillation ou encore I'hydro-distillation par
micro-ondes sous vide. La définition ne prend en compte que les procédés de distillation (hydro-
distillation, entrainement & la vapeur et distillation séche) et d’expression car la technique d’ex-
traction influence significativement la composition de l'extrait. Les autres types d’extraction
ménent a des extraits qui ne sont pas définis comme des huiles essentielles. Les procédés d’ex-
traction par solvants volatils, par exemple, conduisent & des essences concrétes ou absolues.
Pour remplacer 'utilisation de solvants nocifs pour I'environnement, un procédé utilisant du
COy supercritique a été développé. Cependant les coiits importants des installations réduisent
son utilisation dans I'industrie des huiles essentielles [4].

Il existe de nombreux parameétres a 1’origine de variations de la composition moléculaire des
huiles essentielles en dehors de la technique d’extraction. Ainsi 'origine géographique (altitude,
latitude), la nature du sol, le climat (régime hydrique, ensoleillement...) et la saison de pro-
duction sont des paramétres importants provoquant la présence de différents « type chimique »
communément appelés « chémotypes ». Ainsi une lavande cultivée en Bulgarie n’a pas une com-
position homologue a celle d’une lavande de France. Les normes AFNOR sont représentatives
de chémotypes spécifiques [1, 4].

Tous les organes d'une méme plante peuvent renfermer des huiles essentielles de compositions
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trés différentes. Ainsi 'orange amére (citrus auratium) par exemple, contient dans le péricarpe
de « l'essence de curacao », la fleur '« essence de néroli » et les feuilles '« essence de petit
grain bigaradier » [4]. Il existe ainsi des huiles essentielles provenant de fruits (citrus), de fleurs
(rose, néroli...), de feuilles (petitgrains...) et de bois ou d’écorce (bois de rose, cannelle, ho
wood. ..). De fagon générale, les huiles essentielles sont présentes en trés faible quantité : 1 a

2% de la matiére séche.

1.1.1 Chimie végétale
1.1.1.1 La fraction des volatiles

Une huile essentielle est principalement constituée d’'une fraction volatile (95-99%) analy-
sée en chromatographie gazeuse, mais aussi d’une fraction non volatile usuellement étudiée en
chromatographie liquide. Les constituants chimiques volatiles caractéristiques de 1'huile essen-
tielle, sont composés de molécules apolaires tels que les terpénes (limonéne, y-terpinéne...) et
sesquiterpénes (E-B-caryophylléne...), moyennement polaires tels que les aldéhydes (décanal,
citronellal. . .), esters (acétate de linalyle, acétate de géranyle ...), ou encore alcools (linalol. . .).
Les composés oxygénés sont les principaux composés a donner le caractére olfactif d'une huile
essentielle. D'un type d’essence a 'autre, les composés peuvent étre en grande partie identiques
mais les teneurs respectives varient significativement. De plus la présence de composés olfactifs
caractéristiques, en quantité plus ou moins importante, est a 'origine de 'unicité de chaque
huile |1, 4].

1.1.1.1.1 Origine biochimique
1.1.1.1.1.1 Monoterpénoides et sesquiterpinoides

Ils constituent la majorité des composés d’une huile essentielle. Il s’agit d’hydrocarbures,

substitués ou non a 10 et 15 carbones (respectivement monoterpénoides et sesquiterpénoides)

A

FIGURE 1.1: Isopréne

issus de I'isopréne CsHg :
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La combinaison de deux ou trois isoprénes en présence de rayonnement solaire et d’enzymes
spécifiques permet la biosynthése des monoterpénes et des sesquiterpénes passant par les intér-
médaires de synthése respectifs : le géranylpyrophosphate (GPP) et le farnésylpyrophosphate
(FPP).

FIGURE 1.2: De haut en bas : géranyl pyrophosphate et le farnésylpyrophosphate

Les composés ainsi biosynthétisés peuvent étre cycliques ou linéaires. La substitution de ces
molécules a différents états intermédiaires avec un ou plusieurs atomes d’oxygéne entraine la

formation d’alcools, aldéhydes, acétates.|1, 4, 5|

ex :
OH
S
e |
Ii§ |
FIGURE 1.3: De gauche a droite : limoneéne, a-pinéne, linalol
1.1.1.1.1.2 Les composés aromatiques

Ces composés sont plus rares. Certains sont dérivés entre autre du phénylpropane (C6-C3).
Ce sont principalement des allyl- et propénylphénols ainsi qu’aldéhydes. Les huiles essentielles
peuvent aussi contenir des molécules en (C6-C1) comme la vanilline et ’'N-methyle anthranilate
de méthyle. Enfin les coumarines entrainables a la vapeur sont présentes dans les essences
distillées, et en plus forte concentration dans les citrus issus de 'expression. Ce sont des lactones

dérivées des acides cinnamiques |1, 4, 5.
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FIGURE 1.4: De gauche a droite : N-methyle anthranilate de méthyle, coumarine

1.1.1.2 La fraction non volatile

1.1.1.2.1 Origine biochimique

Nous définissons cette fraction par les molécules non détectées via la méthode de chromato-
graphie gazeuse décrite par 'TAFNOR pour I'analyse des huiles essentielles (NF T 75-401, (mai
1985)). Elle est essentiellement constituée de composés aromatiques tels que les coumarines et
furocoumarines dont les flavones polyméthoxylées. Certains composés couramment rencontrés
dans les huiles grasses comme les acides gras, tocophérol et hydrocarbures a longues chaines

(triterpénes. ..) sont aussi présents dans cette fraction [1, 4, 5].
1.1.1.2.2 Les flavones polyméthoxylées (PMF)

C’est un sous groupe des flavones, molécules qui participent a la couleur des fruits et lé-
gumes. Elles ont aussi une activité anti-oxydante et anti-radicalaire, lui conférant des propriétés
anticancéreuses. Voici les PMF couramment identifiées pour les citrus dans la littérature [1, 4-
25].

CHz |Iq3
Oy ang Ry
J8 .1 o 0
N s,
A
_a 1 P
R4 x|+|f x?”? Q
0 O CHs
1
CH,

FIGURE 1.5: Structure générale des PMF
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Mazse Mo R1 R2 R3
342 Tétramethyl O-scutelarin sCU H H H
777 Tangertin TAN H heO H
3 Sinensetin S H H haCl
402 Nobiletin MOB H MeO | MeD
40?2 Hexaméthilou ercetagetin LUER e H el
432 Heptameth osyflavane HEPT el MeQ | MeO

TABLE 1.1: Tableau des substituants des PMF

1.1.1.3 Stéréosélectivité

27

La biosynthése enzymo-catalysée des terpénes est stéréosélective, ce qui signifie qu'une mo-

lécule chirale aura un stéréoisomére préférentiellement synthétisé. Le stéréoisomére majoritaire

dépend du précurseur de synthése. En effet le GPP peut se réarranger en linalylpyrophostphate

(LPP) lors de la biosynthése, molécule pouvant avoir les configurations R ou S respectivement

nommeées (-)-3R-LPP et (+)-3S-LPP. Ces précurseurs détermineront I'isomére majoritaire en fin
de biosynthése. Ainsi la (-)-3R-LPP produit le (-)-limonéne et la (+)-3S-LPP le (+)-limonéne.

Les différentes conditions de réaction (suivant la plante) et d’extraction méneront a des excés

énantiomeériques plus ou moins importants permettant d’identifier I’origine botanique de I'huile

essentielle [1, 4]

Il existe deux nomenclatures spécifiques :

Une basée sur le pouvoir rotatoire des molécules : I'isomére déviant la lumiére sur la droite

est noté (+) et celui qui la dévie sur la gauche (-).

La nomenclature de Cahn, Ingold et Prelog [26] indépendante du pouvoir rotatoire. Elle

classe les constituant par ordre d’importance : les groupes sont placés dans I'ordre dé-

croissant en fonction du numéro atomique Z. Ainsi si 'ordre de succession est dans le sens

des aiguilles d’une montre le stéréoisomére est noté R (Rectus) et dans le cas inverse il

est noté S (Sinister).

Si plusieurs carbones sont asymeétriques, ont pourra alors noter le numéro du carbone suivi de

sa stéréochimie (ex : 25, 3R).
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1.1.1.4 Le fractionnement isotopique

La différence dans leur nombre de masse confére aux isotopes des propriétés physico-
chimiques différentes. L’isotope le plus lourd forme des liaisons légérement plus fortes que

I'isotope léger il sera donc assimilé de maniére différente.

Deux processus majoritaires entrent en jeu [27-32] :

— Effet isotopique cinétique : dans le cas d'une transformation le produit présente un faible
taux d’isotope lourd en comparaison au substrat d’origine. Si dans le métabolisme de la
plante, c’est l'effet cinétique qui prédomine, alors la transformation donnera naissance a

un produit plus « léger » car I'isotope lourd réagit moins vite.

— Effet isotopique thermodynamique : un équilibre entre un substrat d’origine et un pro-
duit existe. Dans ce cas les produits pourront soit étre enrichis soit appauvris en isotopes

lourds, suivant 1’équilibre mis en jeu.

A cela s’ajoute les phénoménes d’évaporation entrainant une concentration en isotope lourd
dans la plante, car il a une préférence pour I'état liquide Ainsi le climat aura une légére influence
sur le fractionnement isotopique [29]. Cependant le fractionnement isotopique reste largement

influencé par le métabolisme du végétal.
1.1.1.4.1 Fractionnement isotopique du carbone dans les plantes

Il existe trois grands groupes de végétaux, différenciés par leur métabolisme d’assimilation
du CO4 atmosphérique. Ce phénoméne a fait I'objet de plusieurs études, qui se sont focalisées sur
les processus physico-chimiques, incluant la diffusion, la dissolution et 1’étape de carboxylation
entrant en jeu dans 'assimilation du CO5 atmosphérique [27, 28, 31-34].

Les végétaux assimilent le dioxide de carbone, en présence d’eau et de lumiére pour former

du glucose selon I'équation suivante :

GCOQ + 12HQO + lumiére — CﬁngoG + 602 + GHQO

Le mécanisme d’assimilation du CO, difféere d'un végétal a l'autre, avec entre autre des
intermédiaires réactionnels a 3 ou 4 carbones. Les plantes en C3 passent par un intermédiaire
a 3 atomes de carbone, le 3-phosphoglycérate, ce qui est le cas de la plupart des plantes. Les

plantes en C4 ont pour intermédiaire réactionnel, un malate a 4 carbones. Il existe un dernier



CHAPITRE 1. GENERALITES 29

groupe, dont le mécanisme est appelé cycle de CAM, qui alterne les deux intermédiaires en
fonction de I'environnement [32-34].

Les échanges ont lieu dans l'ouverture des stomates au niveau des feuilles. Les plantes
trouvent un équilibre entre laisser les stomates ouverts pour laisser entrer le CO4 et les fermer
pour éviter I’évaporation de '’eau. Les 3 métabolismes ne ménent pas au méme fractionnement
isotopique, ce qui permet par analyse de rapports isotopiques du 3C/!2C de discriminer ces

végétaux. Ces différences sont expliquées, par simplification en deux étapes [27, 28, 31] :

— la diffusion du CQOj vers l'intérieur des feuilles

la carboxylation.

En ce qui concerne le *C, la déviation isotopique du CO4 atmosphérique est considérée comme
relativement constante dans les zones éloignées de vive activité industrielle, et égale a -8 %o.
[’activité industrielle va entrainer un appauvrissement de la teneur en *C dans I'air. Dans les
zones rurales, seule la présence d'une végétation dense peut modifier légérement cette valeur car
cette derniére consomme du CO4 en grande quantité. Cependant la valeur du rapport isotopique
atmosphérique n’est pas variable de facon significative et de ce fait, la valeur isotopique obtenue
ne sera que peu liée a la géolocalisation de la plante mais a son métabolisme (photosynthése)
ou éventuellement au processus industriel utilisé [27-29, 35].

La mesure de rapport isotopique du carbone est trés utilisée en botanique pour comprendre

le métabolisme des plantes [28].
1.1.1.4.1.1 Les plantes en C3

Il s’agit de végétaux qui observent l’appauvrissement isotopique le plus important. Les
valeurs du 8'3C se dispersent de -21%o & -35%¢ avec une moyenne d’environ -28%o, d’aprés
plusieurs études revues par O’'Leary (1981) [36, 37|. Le processus de carboxylation est permis
par fixation du CO, grace a une enzyme la ribulose biphosphate carboxylase. Il s’effectue en
trois étapes, d’abord l'incorporation du CO4 dans la RuBP, suivie de la réduction de la molécule

formée (APQG) en triose phosphate et pour finir la RuBP est régénérée [32].
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FIGURE 1.6: Schéma de la photosynthése en C3

Les conséquences sur le fractionnement isotopique sont les suivantes : Le CO, pénétre dans
la feuille par les stomates et ce processus est toujours plus ou moins réversible. Ensuite le CO 4
diffuse vers les chloroplastes ot la carboxylation irréversible a lieu. C’est cette deuxiéme étape
qui est déterminante dans le fractionnement isotopique. Si la diffusion stomatale est rapide, alors
I’étape de carboxylation est I’étape limitante, donc déterminante du fractionnement isotopique.
La déviation isotopique aura alors une valeur autour de -36 %o pour le végétal concerné. Par
contre si la résistance des stomates est un peu plus forte alors la diffusion sera plus lente et elle
sera aussi une étape importante dans le fractionnement isotopique, la déviation isotopique aura
donc une valeur autour de -28%o. Une majorité des plantes dont I'ensemble des arbres utilisent

ce mécanisme pour assimiler le CO4 [27, 32, 36, 37|.
1.1.1.4.1.2 Les plantes en C4 - cycle de Hatch et Slack

Ces végétaux ont un appauvrissement isotopique beaucoup plus faible et la déviation iso-
topique est mesurée entre -9%o et -20%0 d’aprés plusieurs études revues par O'Leary (1981)
[29, 36, 37]. Le mécanisme d’absorption du CO, est séquentiel et utilise deux enzymes dans

deux réactions successives.
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FIGURE 1.7: Schéma de la photosynthése en C4

Avant la carboxylation, le CO, est d’abord hydraté en HCO3™, un équilibre se crée durant
lequel I'ion HCO3™ est enrichi en *C. Le CO; est intégré dans un intermédiaire & quatre car-
bones, grace a cet enzyme. Ensuite cet intermédiaire est transporté dans des cellules spécifiques
ot le CO4 est libéré et le transporteur est régénéré. Ensuite un mécanisme identique au cycle
de Calvin a lieu mais avec un meilleur rendement.

Les étapes déterminantes dans le fractionnement isotopique sont la diffusion & travers les
stomates et la carboxylation de la phosphophénolpyruvate. Si la diffusion est facile alors la
carboxylation est I’étape limitante et la déviation isotopique est attendue aux alentours de
-1%po. Si au contraire la diffusion est limitante alors le rapport isotopique sera aux alentours de
-12%o0. L’expérience montre des valeurs plutot proches de -14%g, ce qui indique que c’est bien
la diffusion qui est limitante. Ce type de mécanisme est observé chez les graminées tropicales

comme le mais et la canne a sucre |29, 33, 36, 37|.
1.1.1.4.1.3 Cycle de CAM : Crassulacean acid metabolism

A TI'image de la photosynthése en C4, ces plantes utilisent également deux enzymes. Cepen-
dant le mécanisme différe des plantes en C4 car il fonctionne en deux phases, une premiére
la nuit ou les stomates ouverts stockent de I'acide dicarboxylique, dans la journée, le cycle de
Calvin a lieu, les stomates sont fermés, afin de réduire les pertes par transpiration. Les valeurs
des déviations isotopiques sont comprises entre -10%o et -20%¢. Ce mécanisme est observé chez

les plantes grasses (cactées mais aussi ananas, vanillier...) [29, 31, 34, 36, 37|.

1.1.1.4.2 Fractionnement isotopique du deutérium dans les plantes
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A la différence du carbone, le taux de deutérium n’est pas constant sur terre. L'eau de
pluie montre une variation importante et reproductible de la teneur en deutérium dépendant
de plusieurs paramétres géographiques : le rapport isotopique ?H/'H de I'eau est en moyenne
de 156 ppm aux environs de ’équateur et décroit fortement vers les poles, pour atteindre une
valeur caractéristique au Groénland de 129 ppm. En effet le deutérium est 1égérement moins
présent que I'hydrogéne a l'état gazeux (plus lourd) et l'effet isotopique associé a 1’équilibre
thermodynamique liquide-vapeur de I'eau est EI — 1,079 (la vapeur est le produit et le liquide
est le substrat). Les nuages sont donc constitués de vapeur d’eau allégée par rapport a 'eau de
I'océan. De plus lorsque les nuages se déplacent vers I'intérieur des continents, ils s’appauvrissent
en deutérium car la fraction d’eau perdue lors des pluies, est plus lourde que la fraction restante.
Ce fractionnement isotopique augmente quand la température diminue, donc 'eau évaporée a
basse température subit un plus fort appauvrissement en isotope lourd. Les pluies sont donc plus
pauvres en deutérium vers les régions polaires. Aussi cet effet entraine une légére diminution
de la teneur en deutérium lorsque I'altitude augmente.

A Déchelle du globe le rapport ?H/'H diminue quand la latitude augmente et quand on
s’¢loigne de la mer. De plus, d’une saison a I'autre il existe des variations de la teneur en deuté-
rium de 'eau. Enfin ’eau absorbée par la plante est en partie éliminée par évapotranspiration.
Le fractionnement isotopique dépend donc aussi du métabolisme de la plante (C3, C4 et CAM)
en plus de l'origine géographique [27, 38| .

C4
Ethanols C3 [ B [ synthése
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Ea | | I
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| [ [ [ | | [ [ |
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SLAP : Standard Light Antarctic Precipitation (eau de référence du Pole Sud). GISP : Greenland Ice Sheet
Precipitation (eau de référence du Pole Nord) Note : I’éthanol est considéré comme naturel lorsqu’il est produit

par la fermentation de sucres.

FIGURE 1.8: Rapports isotopiques 2H/1H moyens (en ppm) de différentes substances naturelles.
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FIGURE 1.9: Déviation isotopique en deutérium en Europe

1.1.1.4.3 Fractionnement isotopique de 1’azote dans les plantes

Les sources d’azote pour les plantes sont les ions nitrates et ammoniums présents dans le
sol, a I'exception pour quelques plantes qui sont capables d’assimiler 'azote atmosphérique. La
teneur en azote 15 est considérée comme universellement constante avec un rapport isotopique
IN /1N égale a 0,3663%0 car c’est le standard international de référence [39]. La différence de
rapport isotopique dans le sol, dans I’atmosphére et dans la biosphére est due au fractionnement
isotopique qui a été détaillé en 1.1.1.4. Ceci est a 'origine d'une abondance isotopique en azote
15 plus importante dans le sol. Cet effet, est aussi observé lors de I'absorption de 'azote par les
plantes qui se trouve donc appauvries en azote 15 par rapport a ’abondance dans le sol [40-43].
La teneur en azote 15 dans la plante est donc relative a sa teneur dans le sol sur lequel elle
est cultivée, le climat, la maturité du fruit, ainsi qu’a appauvrissement ayant lieu lors de son

assimilation [43].

1.1.2 Les méthodes d’extractions
1.1.2.1 Les huiles essentielles

1.1.2.1.1 Les procédés de D’extraction a froid Ces technologies sont réservées a 1'ex-
traction des huiles essentielles d’agrumes qui est contenue dans les glandes du péricarpe du
fruit appelées flavedo |1, 4, 5]. Il existe différents systémes de machines que nous allons exposer
briévement [44, 45].

1.1.2.1.1.1 Extraction mécanique
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Procédé mécanique : « FMC in line » : Cette machine réalise simultanément I’extrac-
tion du jus et celle de I’huile essentielle sans qu’ils n’entrent en contact. Le fruit est placé dans
une coupelle constituée de doigts métalliques fixes. Une deuxiéme coupelle formée de doigts
mobiles grands ouverts est utilisée pour presser le fruit. L’émulsion d’huile essentielle libérée
par écrasement du péricarpe est emportée par un jet d’eau. La « FMC in line » est capable
de traiter 2 tonnes de fruits & I’heure. Cependant le rendement pour ’huile essentielle est de

I’ordre de 1 p. 1000.

1.1.2.1.1.2 Machines pélatrices
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FIGURE 1.10: Ezemple machine Torchi

L’extracteur BROWN (floride) : Les fruits sont placés dans un bac rempli d’eau muni
d’un tapis roulant et avancent vers des rouleaux en acier abrasifs. LL’huile essentielle extraite est
diluée dans I'eau du bac et ensuite filtrée, décantée et centrifugée. L’eau est ensuite recyclée.

Les fruits toujours entiers sont dirigés vers 'extracteur a jus.

La polycitrus INDELICATO (Italie) : Les fruits sont placés dans une machine consti-
tuée d'un cylindre et d’une vis d’Archiméde en acier abrasif. De I'eau est pulvérisée du haut
du cylindre. L’huile essentielle extraite est collectée et ensuite filtrée, décantée et centrifugée.

Cette machine peut traiter 6 a 20 tonnes de fruits a ’heure.

Pélatrice CALVILLO (Italie) : Les fruits sont rapés par deux rouleaux face a face,
tournant dans deux sens différents. Les zestes secs obtenus sont pressés, pour fournir une huile

essentielle tres colorée plutot destinée a 'industrie agroalimentaire.
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1.1.2.1.1.3 Machines sfumatrices

FIGURE 1.11: Ezemple de machine sfumatrices

SPECIALE (Sicile) : Le fruit est d’abord partagé et son jus est extrait. Les écorces sont
ensuite pliées en deux et pressées. L’entrainement de ’émulsion d’huile essentielle est facilité par
lavage des écorces avec 'eau recyclée. L'huile essentielle est ensuite séparée par centrifugation

du mélange.

INDELICATO : Traite le fruit entier avant I'extraction du jus a I'image de la pélatrice.
Les fruits sont placés sur un tapis formant des bandes d’acier inoxydables hérissées de petites
pointes. Le tapis est mis en vibration et perce ainsi les glandes flavedo. Une aspersion d’eau
recyclée emporte I'huile essentielle. L’huile essentielle extraite est collectée et ensuite filtrée,
décantée et centrifugée. L’huile essentielle obtenue contient peu de colorants de I'écorce et peu
de cires. C’est la plus proche de celle secrétée par le fruit. Cependant cette machine ne peut
traiter que 2 a 4 tonnes d’oranges, de 1 a 2,2 tonnes de citrons ou bergamotes avec un rendement

meédiocre de 3 p.1000 environ.
1.1.2.1.2 Les procédés par distillation

1.1.2.1.2.1 L’hydrodistillation
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FIGURE 1.12: Dessin d’un alambic destiné o la distillation des huiles essentielles

C’est la méthode ancestrale pour I'extraction des huiles essentielles. La partie de la plante
a extraire (sommités fleuries, bois, écorce) est plongée dans un bain d’eau porté a ébullition &
pression atmosphérique. La quantité d’eau varie de 2 a 6 fois la quantité de végétal. La vapeur
d’eau entraine les composés les plus volatiles ensuite recondensés dans le serpentin. [’huile
essentielle est collectée dans un vase florentin. L’huile essentielle et la phase aqueuse n’étant
pas miscibles, les deux phases sont ainsi séparées. Le contact avec I’eau en milieu acide entraine

des modifications non négligeables de la composition de 1’essence originelle [1, 4, 44, 45].
1.1.2.1.2.2 L’entrainement a la vapeur

La vapeur d’eau est utilisée comme moyen de transport des molécules aromatiques volatiles.
elle permet en effet, a 100°C, d’extraire des molécules dont les points d’ébullition varient entre
160 et 300°C sans les dégrader. La vapeur d’eau chargée des molécules aromatiques est recueillie
dans des condenseurs de maniére a ce que le distillat s’écoule & 25-30°C. Ce procédé doit étre
maintenu assez longtemps pour extraire les molécules les plus lourdes si celles-ci ont un fort
intérét olfactif [1, 4, 44, 45].

1.1.2.1.2.3 la distillation séche La distillation séche est utilisée pour la séparation
des produits chimiques liquides contenus dans des matériaux solides. Elle consiste a chauffer de
facon modérée les plantes ou parties de plantes sans ajout d’eau ni de solvants organiques, puis
a condenser les substances volatiles. cette méthide a I'avantage de se dérouler a une température
inférieure & 100°C, ce qui évite la dénaturation de certaines molécules thermosensibles. Il s’agit
d’une méthode d’extraction des huiles essentielles caractéristique des végétaux fragiles tels que
les pétales de rose, ou de bois tel que le bois de cade (Junipérus Oxycédrus). Cette technique

aboutit cependant a des rendements extrémement faibles en huile essentielle et peu produire
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des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), donc est peu utilisable en cosmétique
[1, 4, 45].

1.1.2.2 Les autres types d’extraits aromatiques

1.1.2.2.1 L’hydrodistillation sous pression

Afin de traiter des matiéres premiéres pour lesquelles il est difficile d’extraire 1’huile essen-
tielle, I'hydrodistillation a pression élevée représente une bonne alternative. Cette technique est
utilisée, par exemple, pour le santal, le girofle ou les rhizomes de vétyver, de gingembre et d’iris.
Cependant, bien que le travail sous pression facilite I’entrainement des molécules et conduise
a des économies d’énergie, une température élevée peut emmener une modification voire une
altération de 'essence obtenue. D’autre part, le prix et les contraintes des équipements a mettre

en oeuvre freinent développement de cette technique [4, 45].
1.1.2.2.2 La turbodistillation

La turbodistillation est un procédé d’hydrodistillation accélérée en discontinue développée en
France par la société DCF-Aromaprocess. Cette technique est destinée aux matiéres premiéres
végétales difficiles a traiter comme les racines, les ligneux ou les graines, comme cela est le
cas pour la badiane de Chine ou les graines de céleri. Elle représente une alternative a des
hydrodistillations de longue durée ou en surpression. Le réacteur contenant la matiére végétale
est équipé d’une turbine qui permet de déchirer des matiéres végétales, tout en assurant une
agitation turbulente, facilitant ainsi 'extraction des composés, d’oit un meilleur coefficient de
transfert thermique et une augmentation de la surface de vaporisation. Egalement, la présence

d’une colonne & plateaux contribue & I'enrichissement des vapeurs en huile essentielle [4, 45].

1.1.2.2.3 L’hydrodistillation par micro-ondes sous vide

Le principe de base est le méme que la distillation, mais le chauffage est assuré par énergie
micro-ondes. L’enceinte est sous-vide afin de réduire les températures et limiter les dégradations
possibles. Le chauffage est trés rapide et permet de réduire de 5 & 10 fois le temps d’extraction.
Ainsi I'huile essentielle obtenue est proche de la composition originelle. De plus, en cas de
traitement de matiére premiére fraiche, ’addition d’eau n’est pas nécessaire. Ce procédé est
respectueux de I'environnement car le chauffage est limité, et 'extraction est rapide.

Dans les cas de distillation, la durée d’extraction va jouer un réle dans la composition de

I’extrait, certaines molécules pouvant s’hydrater ou s’hydrolyser lors du procédé. Certains excés
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énantiomériques de molécules telles que le linalol peuvent étre modifiées au contact prolongé
de I'eau en milieu acide.

Cependant le procédé d’entrainement a la vapeur a été développé afin de minimiser les
transformations hydroliques (particuliérement les esters), car dans ce cas 1a, I’'eau n’est pas en
contact direct avec la plante. LL’hydrodistillation par micro-ondes sous vide produit un extrait
encore plus fidéle a celui contenu dans la plante en raison de I'absence d’eau et de la rapidité

de 'extraction [1, 4, 46, 47, 45].

1.1.2.2.4 Extraction par solvant

Ce procédé permet d’obtenir des extraits appelés essences concrétes ou absolues et non
plus huile essentielle. Des composés plus lourds sont extraits en paralléle des produits les plus
volatiles. Une triple extraction a I’éther de pétrole est effectuée. Le solvant est ensuite évaporé
pour obtenir une essence concréte. Si I'on reprend le liquide obtenu a I’alcool éthylique rectifié,
I’extrait est alors appelé essence absolue. On opére a une évaporation sous vide pour enfin
obtenir un liquide foncé a I'odeur puissante. Ce procédé est utilisé notamment pour la rose ou
le jasmin.

Il existe également des améliorations a ce type de procédé. L'hydrodistillation-extraction
simultanée et I'extraction par Soxhlet en sont les principales. L’hydrodistillation-extraction si-
multanée (SDE) a été décrite en 1964 pour la premiére fois par Lickens et Nickerson. Cette
technique consiste en la rencontre de la vapeur d’eau chargée de molécules aromatiques pro-
venants de I’hydrodistillation et des vapeurs de solvant, entrainant I’extraction des composés
aromatiques de la phase aqueuse vers la phase organique. Le refroidissement de ces de phases,
dans le réfrigérant, va permettre la condensation et la séparation des deux phases. La SDE est
une technique actuellement trés utilisée dans 'extraction de molécules aromatiques d’origines
végétales Plus récemment, la SDE a été réalisée sous pression réduite, ce qui permet de réduire
les phénomeénes d’artéfact.

En paralléle, 'extraction par 'appareil de Soxhlet des molécules aromatiques d’origine vé-
gétale s’est également développée. Cette technique consiste a faire passer a travers la matiére
a traiter contenue dans une cartouche de cellulose, un flux descendant de solvant toujours neuf
puisque distillé & chaque cycle. Elle a également été récemment combinée aux micro-ondes et
aux ultra-sons |1, 4, 44, 45].
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1.1.2.2.4.1 L’extraction par CO5 supercritique
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FIGURE 1.13: Schéma d’un extracteur a fluide supercritique [48]

Le point critique d’'un corps pur est le point de pression, de température et de masse vo-
lumique tel que le corps est a I'état liquide et a 1'état gazeux. Un corps réunissant ces trois
conditions « critiques » de température, de pression, et de masse volumique est dit en « état
critique ». Toute élévation supplémentaire de température ou de pression au-dela de sa valeur
critique conduit a I'état qualifié de « supercritique » dans lequel le corps ne peut donc physi-
quement étre ni liquide ni gazeux. Le fluide a alors la densité d’un liquide et la viscosité d’un
gaz lui conférant une importante diffusibilité dans les solides et un pouvoir solvant intéressant.
L’utilisation du CO5 & de nombreux atouts : ¢’est un produit naturel, inerte, peu cotiteux, ai-
sément disponible, non toxique, sélectif. En effet en modifiant la pression et la température, la
viscosité du fluide varie ainsi que sa sélectivité. Il est ainsi possible d’extraire et de fractionner

simultanément.
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FIGURE 1.14: Diagramme de phase d’un corps purs
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Ces fluides ont des propriétés trés intéressantes pour I’extraction des huiles essentielles. Cette
extraction est similaire a I'extraction par solvant, la principale différence est la température et
la pression d’exécution de I'extraction. A la fin de 'extraction la pression est réduite et le CO 4
est & nouveau gazeux et l'extrait est récupéré sous forme liquide. I.’extraction a lieu a haute
pression (73,8 bars) et a faible température (31,1°C). L’absence d’eau et la faible température
permet de respecter I'extrait autant que possible, le laissant proche de ce que produit le végétal
[1-4, 44, 47].

1.1.2.2.5 Procédé d’élimination des furocoumarines

Il existe deux procédés d’extraction des furocoumarines. La premiére méthode consiste a
mélanger 1'huile pure et une solution de soude a 4 % massique puis de laisser réagir pendant
quelques heures. Il se forme une espéce ionique, soluble dans la phase aqueuse résultant de
I’hydrolyse basique. Le mélange obtenu est centrifugé et I'huile sans bergapténe est lavée deux
a trois fois avec de I’eau afin d’éliminer ’excés de soude. Par contre une perte en masse de 10
% d’huile est observée lors de la centrifugation.

La deuxiéme méthode est basée sur la distillation de I'huile. En effet les furocoumarines sont
des composés peu volatils et sont éliminées en vaporisant les constituants les plus volatils col-
lectés apres réfrigération. Les furocoumarines restent quant a elles dans le contenant d’origine.
Aprés cette étape de défurocoumarinisation, on obtient une huile essentielle de citrus incolore
[49].

1.2 Deégradation et oxydation des huiles essentielles

Une huile essentielle est une matrice complexe contenant un grand nombre de molécules
pouvant réagir au contact avec l'air en présence de lumiére [44, 49-51]. Ces réactions photoca-
talysées peuvent étre limitées par de bonnes conditions de stockage. Cela consiste & conserver
I’échantillon au frais, a I'abri de la lumiére et dans un flacon adapté dont 'air de surface est
remplacé par un gaz inerte. Ces conditions de stockage ne sont pas toujours aisées a respec-
ter surtout dans le cadre d’une étude ou les échantillons sont fréquemment manipulés. Dans
la littérature, des études de dégradation accélérée sont relatées afin d’avoir une connaissance
approfondie des matrices étudiées et d’éviter les confusions entre dégradation et adultération.
Le limonéne est une molécule pouvant subir de fréquentes dégradations. De plus en raison de
sa forte teneur dans les huiles essentielles de citrus, de nombreux produits résultants de son
oxydation ont été observés tels que I’a-terpinéol, la carvone et ses dérivés (dihydrocarvone. . .),
les isoméres de carvéol, les oxydes de limonéne, de p-mentha-1,8-dien-4-ol, de p-mentha-1(7),8-

dien-2-ol ainsi que p-mentha-2.8-dien-1-ol.
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La photo-oxydation du limonéne produit du p-cyméne et 8(9)-p-menthadiéne selon la réac-

tion suivante [53] :
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FIGURE 1.15: Réactions de photo-ozydation du limonéne

Le y-terpinéne peut subir le méme type de dégradation et lui aussi produire du p-cymeéne.
[44].

Le myrcéne est une autre molécule trés réactive. En effet ses trois doubles liaisons en font un
candidat de choix a I'oxydation, menant par réaction en chaine au linalol, nérol, géraniol puis
citral. De plus ses trois doubles liaisons le rendent trés réactifs et une réaction de Diels-alder
entrainera une polymérisation de cette molécule. Des composés tels que les aldéhydes légers et
cétones sont aussi sensibles a I'oxydation, une diminution de leur teneur peut donc étre observée
au cours du vieillissement d’une huile essentielle. Certains sesquiterpénes tel le Germacréne sont
sensibles a la chaleur et peuvent se réaranger, menant ainsi a une baisse de sa concentration
initiale en cas d’exposition a la chaleur [50-52|.

De nombreuses autres réactions d’oxydations se produisent mais ne sont pas détaillées ici.
Une huile essentielle est un produit fragile qu’il convient de respecter en maitrisant les pa-
ramétres de conservation et en tenant compte de son instabilité si les bonnes conditions de

conservation n’ont pu étre respectées.

1.3 Les citrus

Les citrus regroupent les plantes des pays chauds de la famille des rutacées, dont plusieurs
espéces sont cultivées pour leurs fruits aussi appelés agrumes. Ces agrumes sont appréciés pour
leurs chairs juteuses, acides et parfois sucrées. La peau épaisse relargue 1’huile essentielle, si elle
est pliée ou pincée. La période de production commence en octobre pour ’ensemble des citrus
et s’étale tout au long de 'année suivant la variété.

Les huiles essentielles d’agrumes, obtenues par expression a froid, possédent un grand
nombre de composants en commun, mais se distinguent souvent par des variations quantitatives.

Ces variations quand elles ont lieu au niveau des composés a fort pouvoir olfactif expliquent
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en partie les différentes caractéristiques de chaque huile essentielle de citrus. Aussi il existe des
molécules spécifiques pour chaque agrume lui conférant sa spécificité.

Pour chaque huile essentielle de citrus il existe plusieurs chémotypes, normés ou non par
PAFNOR. De plus des variations saisonniéres peuvent exister en raison des cultivars produits

a chaque époque de I'année, de la maturité du fruit et du climat [44, 54].

1.3.1 L’Orange
1.3.1.1 Le fruit

Nom botanique : Citrus Sinensis L.

FIGURE 1.16: Citrus sinensis L.

[orange est I'un des fruits les plus consommés a travers le monde. Son origine est incer-
taine : pour certains elle serait une variété de 'orange amére, pour d’autres elle serait issue
d’un croisement d’agrumes. Elle est supposée originaire du sud de la Chine, du nord-est de
I'Inde ou peut-étre de 1’Asie du sud-est. On ne sait pas exactement comment elle est arrivée en
Europe mais ce fut probablement grace a des marchands italiens ou navigateurs portugais dans
les années 1450-1500. Elle fut trés vite valorisée pour ses propriétés médicinales. Elle fut ensuite
introduite sur le continent américain par les espagnols et les francais. [.’orange est principa-
lement cultivée en Asie du sud-est, Afrique du sud, Australie, dans le bassin Méditerranéen,
ainsi que dans les zones subtropicales des Etats-Unis et des Caraibes. Elle est produite en trés
grande quantité car trés demandée pour la qualité de son jus. De ce fait c’est une huile essen-
tielle vendue a bas prix en comparaison aux autres agrumes ce qui en fait un candidat de choix
comme adultérant [54-56].

Aujourd’hui son huile essentielle est reconnue par 'aromathérapie pour ses propriétés anti-

septique, légérement calmante et sédative. Cependant elle est aussi photosensibilisante [1].

1.3.1.2 Caractéristiques de I’huile essentielle

L’huile essentielle d’orange se différencie des autres agrumes par la présence d’aldéhydes
aliphatiques en plus forte quantité, ainsi que la présence de valencéne et de 6-3-caréne. Sa teneur

en limonéne varie entre 94-97 % ce qui en fait le constituant majeur [60] (norme AFNOR NF
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T75-203 (sept2006)). Il existe de nombreuses variétés et d’origines géographiques, cependant la
norme AFNOR ne fait pas de différence entre les chémotypes. Il existe pourtant des chémotypes,
bien que peu marqués, telle que I'huile essentielle d’orange de type Valencia renfermant des

teneurs plus importantes en valencéne [60].

1.3.2 La Bergamote
1.3.2.1 Le fruit

Nom Botanique : Citrus aurantium L. SSP. Bergamia.

FIGURE 1.17: Citrus aurantium L. SSP. Bergamia

La bergamote est considérée comme une variété de I’'orange ameére et est originaire de Calabre
en Italie ot 80% de la production se situe encore aujourd’hui. Le reste de la production est
situé en France (Corse) et Cote d’Ivoire. Elle est trés reconnue en aromathérapie pour ses
qualités anti-infectieuse, antibactérienne, antiseptique, antispasmodique, calmante et sédative

mais aussi photosensibilisante [1, 55].

1.3.2.2 Caractéristiques de I’huile essentielle

L’huile essentielle de bergamote est produite de novembre a janvier. Elle est principalement
extraite par les machines dites «pélatricesy. Cette huile se caractérise par une quantité réduite
d’hydrocarbures terpéniques en comparaison aux autres citrus et donc une faible teneur en
limonéne (25-45%). Les teneurs en y-terpinéne (8-11%) et B-pinéne (6-12%) sont semblables
a celles des huiles essentielles de citron. Par contre, elle présente de fortes teneurs en linalol
(3-15%) et acétate de linalyle (20-30%) ce qui la différencie des autres citrus . Les teneurs en
linalol et acétate de linalyle sont les plus variables selon la zone de production. En cours de
saison le linalol tend & diminuer tandis que 'acétate de linalyle augmente. La norme différencie
deux chémotypes, les types Italie et Cote d’ivoire. En effet I'origine Cote d’ivoire (a I'instar du
type Corse qui n’est pas normé) posséde des teneurs en linalol et acétate de linalyle en moyenne
plus importantes que celles de I’huile essentielle de type Italie. (AFNOR NF ISO 3520 (février
1999), [44, 54, 57, 60, 61]).
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1.3.3 Le Citron
1.3.3.1 Le fruit

Nom botanique : Citrus limon L.

FIGURE 1.18: Citrus limon L.

L’origine du citron n’est pas connue avec certitude. Certains auteurs le pensent originaire
du nord-ouest de I'Inde. Il aurait été introduit dans le sud de I'ltalie en 200 ap. JC et aurait
été cultivé en Iraq et Egypte a partir de 700. Il aurait ensuite atteint la Sicile et la Chine. Les
arabes sont a l'origine de sa dispersion dans le bassin méditerranéen tandis que les espagnols
I’auraient exporté vers le continent américain. Son huile essentielle est reconnue aujourd’hui
pour ses qualités anti-infectieuse, antibactérienne, antiseptique ; son effet légérement calmant ;

elle est aussi photosensibilisante et dermoagressive [1, 55|.

1.3.3.2 Caractéristiques de I’huile essentielle

Le citron est cultivé tout au long de 'année et la composition de son huile essentielle varie
légérement au cours des saisons, principalement en raison de 'existence de cultivars spécifiques
a chaque saison. Il est extrait avec des machines «Pélarice», «Sfumatrices», «Torchi» et «<FMCy.

Cette huile essentielle contient une quantité d’hydrocarbures terpéniques similaire a celle de
'orange. Il se distingue cependant de celle-ci par une teneur en limonéne plus faible (60-68%),
mais des teneurs en y-terpinéne (8-12%) et B-pinéne (10-16,5%) dans des gammes comparable a
'huile essentielle de bergamote . La présence de citronnellal et de citral (Z-citral — néral et E-
citral = géranial, 2-4%) donnent & I'huile essentielle ses caractéristiques olfactives particuliéres.
Le prix de I'huile essentielle est indexé sur le « total carbonyle compounds » (citral), expli-
quant la forte proportion d’adultération de cette huile essentielle par ajout de citral d’origine
synthétique. La somme des hydrocarbures terpéniques est stable, par contre I'huile essentielle
produite en été présente une teneur en limoneéne plus basse impliquant des teneurs en [3-pinéne
et sabinéne plus élevées. Cette huile essentielle d’été, est aussi riche en alcools et esters mais
donc pauvre en citral. C’est donc une huile essentielle de moindre qualité que celle obtenus
a d’autre période de 'année. La norme AFNOR différencie les chémotypes d’origine Argen-

tine, désertique, cotier, Italie, Espagne et Cote d’Ivoire. En effet, un citron provenant de Cote
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d’Ivoire, Brésil et surtout “désertique” peut avoir des teneurs en limonéne plus haute que ceux
des autres origines. En contre partie les teneurs en [-pinéne et y-terpinéne sont plus faibles.
Il en est de méme pour l'a-terpinéol, 3-bisaboléne, les acétates de néryle et géranyle . Le né-
ral et géranial sont plus bas pour le désertique a 'image du citron d’été. En rechanche pour
Cote d’Ivoire et Brésil la gamme de naturalité est plus étendue que celle d’Italie. La différence
majeure entre les échantillons d’Espagne et d’Italie sont les teneurs du citral pouvant étre plus
basses pour l'origine Espagne (AFNOR NF ISO 855 (mai 2004), [44, 54, 57, 60, 62, 63]).

1.3.4 La Mandarine
1.3.4.1 Le fruit

Nom botanique : Citrus reticulata blanco var.Mandarine

FIGURE 1.19: Citrus reticultata blanco var. Mandarine

La mandarine est considérée comme originaire de I’ Asie du sud-est. C’est un agrume originel,
il n’est pas issu d’hybridation. Elle est arrivée en occident par étapes. Deux variétés de Canton
ont été introduites en Angleterre en 1805 et ensuite cultivées dans le sud de I’'Europe dans les
années 1850. Elle est aujourd’hui principalement cultivée en Europe. Elle fut ensuite importée
aux Etats-Unis par un consul italien. Il existe aujourd’hui un grand nombre de variété de
mandarines, d’origines géographiques différentes, leur conférant leurs caractéristiques propres.
Il existe aussi de nombreux hybrides a partir de la mandarine, inventés a des fins commerciales
[56, 65-67, 70].

Aujourd’hui son huile essentielle est reconnue par I'aromathérapie pour ses propriétés lége-
rement antiseptique, relaxante, sédative ainsi que légérement antispasmodique. Aussi comme

tous les agrumes elle est photosensibilisante [1, 55].

1.3.4.2 Caractéristiques de I’huile essentielle

La période de production s’étale d’octobre a mars. Les mandarines sont classifiées selon la
période de récolte, les mandarines vertes pour celles de début de saison, les mandarines jaunes

en milieu de saison et les mandarines rouges en fin de saison. Elle est obtenue pas «Pélatrice»,
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«Torchi» et «<FMCy» [54]. Cette huile essentielle contient une quantité d’hydrocarbures terpé-
niques similaire a celle de 'orange. Elle se distingue cependant de celle-ci par une teneur en
limonéne plus faible (65-75%) et des teneurs en B-pinéne (1,2-2 %) et y-terpinéne (16-22%) plus
élevées. La mandarine se différencie des autres citrus par la présence d’a-sinensal, de N-méthyl-
anthranilate de méthyl et de thymol qui lui donne son caractére particulier [69].

La teneur en limonéne augmente en cours de saison induisant une baisse des taux en o-
pinéne, J-pinéne et y-terpinéne. Il est de méme avec les alcools, N-méthyl anthranilate de
méthyl et o-sinensal dont la teneur diminue en cours de saison. Bien que les huiles essentielles
de mandarine soient divisées en trois catégories selon la période de récolte, la norme AFNOR ne
considére que le type Italie sans distinction de maturité de fruit (verte, jaune, rouge) (AFNOR
NF ISO 3528 (nov1997)) |25, 44, 53, 59, 64, 63-70] .

Les types Argentine, Brésil et Espagne ne sont quant & eux pas normés. Cependant d’aprés
Dugo et al., par rapport a celle provenant d’italie, la mandarine d’Espagne a des taux plus bas
en y-terpinéne, N-méthyl-anthranilate de méthyle (NMAM), thymol et a-sinensal, mais plus
haut au niveau du limonéne. Les mandarines du Brésil ont un taux de limonéne similaire aux
mandarines rouges mais un taux de y-terpinéne plus bas. Des taux de NMAM et thymol plus
élevés sont aussi observeés. Les huiles provenant d’Argentine ont un taux de limonéne plus haut

que le type Ttalie, mais un taux plus faible de NMAM et y-terpinéne [54, 60, 71].

1.3.5 Le Pamplemousse
1.3.5.1 Le fruit

Nom botanique : Citrus paradisii Macf

FIGURE 1.20: Citrus paradisii Macf

I a été décrit pour la premiére fois en 1750 par G. Hughes qui le dénomma le «fruit
défendu» de Barbade. Il serait le fruit de I’hybridation accidentelle entre le pamplemousse
vrai (ou pummelo pour les américains) Citrus grandis ou maxima probablement originaire
d’Asie du sud-est et I'orange (citrus sinensis). L’orange étant parente du pamplemousse, il est

alors logique de trouver de grandes similitudes dans la composition chimique de leurs huiles
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essentielles. Le nom correct, mais encore peu utilisé en francais, pour cette espéce est pomélo
et non pamplemousse, et entraine des confusions avec le pummelo.

Ce fruit pousse dans les régions de climat subtropical. Il est principalement cultivé au sud
des Etats-Unis, en Amérique centrale et aussi en Amérique du sud. Son huile essentielle est

reconnue pour ses propriétés antiseptique et photosensibilisante [1, 55]|.

1.3.5.2 Caractéristiques de I’huile essentielle

Sa composition est trés proche de celle de I'huile essentielle d’orange. Elle se différencie par
sa forte teneur en nootkatone, produit d’oxydation du valencéne, principal acteur de son odeur
caractéristique. La présence de 0-3-caréne est parfois rapportée bien que ce constituant soit
principalement caractéristique de 1’essence d’orange [44, 60, 65, 72, 73|.

La norme AFNOR ne différencie pas les chémotypes. Cependant de nombreuses publications
font état de cultivars de pamplemousse avec des faibles taux de nootkatone, voir une absence
de ce composé [44, 72, 74, 75|. Par ailleurs la norme propose une gamme de naturalité trés

étendue pour les teneurs naturelles en nootkatone.
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1.4 Les lamiacées

Les lamiacées représentent principalement des plantes herbacées, des arbustes largement
répandus autour du monde et dans tout type de milieux. La forme de la fleur et la présence
d’huiles essentielles, ainsi que fréquemment la section carrée de la tige et les feuilles opposées,
sont caractéristique de cette famille. De nombreuses espéces de cette famille sont des plantes
melliféres, fréquentées par les abeilles.

Les huiles essentielles de lavande fine ou clonal ainsi que de divers lavandin (super, abrial,
grosso) sont des huiles souvent rencontrées en 'aromathérapie, parfumerie ou la cosmétique,

principalement obtenus pas distillation des somités fleuries [76].

1.4.1 Lavande fine
1.4.1.1 La plante

Nom botanique : Lavandula angustifolia Mill.ssp. angustifolia

FIGURE 1.21: Lavande fine

Elle pousse de fagon spontanée en Provence mais est aussi cultivée dans des régions plus
septentrionales. Il existe d’autres variétés de lavandes originaires du sud de I’'Europe et dans le
bassin méditerranéen. Tout comme les agrumes, il en existe de nombreux cultivars chacun avec
leurs caractéristiques propres, lui apportant une meilleure résistance au diverses contraintes
extérieures (parasites, maladies).

Elle est fortement appréciée depuis des centaines d’années pour ses notes fraiches et herbales
avec des nuances balsamiques, florales, boisées et grasses [77].

Elle est reconnue de facons ancestrales pour ses propriétés, antispasmodique, calmante,
sédative, décontractante musculaire, hypotensive, anti-inflammatoire, antalgique et cicatrisante

1, 76, 78] .

1.4.1.2 Caractéristiques de I’huile essentielle

Son huile essentielle est caractérisée par de fortes teneurs en linalol et acétate de linalyle

mais aussi par des teneurs notables en acétate de lavandulyle, terpinéne-4-ol, lavandulol et Z
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et E-B-ociménes. Sa variabilité naturelle est due notamment aux nombreux cultivars et aux

conditions de distillation [60].
La norme AFNOR NF ISO 3515 (déc 2004) différencie par ailleurs les chémotypes de la

lavande spontanée d’origine France avec différent clones ainsi que différentes origines géogra-

phiques telles que Russie, Bulgarie ou Australie.

1.4.2 Lavandin Super

Nom botanique : Lavandula angustifolia P.Miller x lavandula latifolia (linnaeus fils) Medikus

FIGURE 1.22: Lavandin

Le lavandin super a une composition trés semblable a la lavande mais posséde une teneur
en camphre et 1,8 cinéole significativement plus importante que la lavande, ce qui lui confére
une odeur caractéristique moins agréable que celle de la lavande fine. Son huile essentielle
est aussi reconnue en aromathérapie pour ses qualités antispasmodique, calmante, sédative,

décontractante musculaire, hypotensive, anti-inflammatoire, antalgique, cicatrisante |1, 76, 78|



Chapitre 2

Techniques analytiques-Etat de 'art

2.1 La chromatographie en phase gazeuse

Dans les années 40 A.J.P Martin et A.T. James, mettent au point cette technique pour la
premiére fois. Ils eurent le prix Nobel en 1952 pour cette découverte. Les progrés qui suivirent,
ont permis notamment avec 'invention des colonnes capillaires, une séparation plus fine qu’avec
les colonnes remplies. Aujourd’hui le choix important de colonnes capillaires offre de nombreuses
possibilités pour optimisation de la séparation. Les progres informatiques ont été déterminants
dans le développement de cette technologie.

Cette technique s’applique aux mélanges composés de molécules susceptibles de se vaporiser
a des températures jusqu’a 250-300°C (voire plus avec des colonnes résistant aux hautes tempé-
ratures) sans étre dégradées. I’échantillon injecté est vaporisé dans I'injecteur puis entrainé par
un gaz vecteur (Hélium ou Hy par exemple) dans la colonne chauffée selon une programmation
en température adaptée pour séparer les différents constituants du mélange. Le gaz vecteur le
plus souvent utilisé est I’hélium pour des raisons de sécurité. Cependant I’hydrogéne a une plus
grande vélocité, les pics obtenus sont donc plus fins. Les principaux détecteurs sont le détecteur

a ionisation de flamme (FID) ou la spectrométrie de masse (MS) [78-80].

Chromatogrammme

3T

FIGURE 2.1: Schéma d’un chromatographe

20
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2.1.1 L’injection

[’échantillon injecté a l'aide d'une seringue a travers le septum, arrive dans l'insert en
verre (inerte ou non). La température d’injection est relativement élevée afin de s’assurer d’une
vaporisation homogéne de I’échantillon. Elle pourra étre augmentée si I’on souhaite éluer les
composeés les plus lourds. Le gaz vecteur est introduit au niveau de I'injecteur (voir figure 2.1) a
débit, constant ou pression constante. Le débit est choisi par 'utilisateur, habituellement entre
1 et 2 mL/min pour des diamétres de colonne de 0,25 et 0,32 microns. La constance du débit

est assurée par un régulateur électronique qui compense la pression selon la température.
Il existe deux modes principaux d’injection : split et splitless

Split : la totalité de I’échantillon n’est pas injectée. L’échantillon vaporisé est mélangé au
gaz vecteur, ensuite une partie de ce mélange gazeux est introduite dans la colonne, tandis que
le reste est évacué. Cela permet de ne pas nécessairement utiliser un solvant de dilution. Le
taux de split est déterminé par l'utilisateur. Il existe des inserts (liner) spécifiques a ce type
d’injection avec de la laine de verre, favorisant I’lhomogénéité de la vaporisation. Il est important
de le changer réguliérement, car les substances lourdes (non vaporisées) peuvent perturber les

analyses suivantes.

Splitless : La totalité de I’échantillon est injectée. La géométrie de l'insert est légérement
différente. Il n’y a pas de laine de verre, mais un resserrement en fin de liner permet de concen-

trer I'échantillon a l'entrée de la colonne [82].

Il existe d’autres types d’injection, tel que le mode on column, consistant a I'injection directe
de I’échantillon dans la colonne sans vaporisation préalable, ce qui permet notamment d’éviter
la dégradation des composés thermolabiles.

Des couplages sont également possible avec par exemple un systéme “headspace”.

2.1.2 Les colonnes capillaires classiques

La figure 2.2 représente une coupe de colonne capillaire. Celle-ci est constituée d’'un tube de
silice fondue dont la paroi interne est couverte d’un polymeére appelé phase stationnaire. La paroi
externe est gainée d'un revétement en polyimide grace auquel la colonne est souple et robuste
a la fois. En regle générale, la phase stationnaire est caractérisée par les fonctions chimiques
greffées sur la silice, assurant ainsi la stabilité du systéme. Des greffages de polarités variables
sont possibles afin d’obtenir différents pouvoirs séparateurs adaptables aux problématiques. Les

phases usuellement rencontrées sont constituées d’alcanes, phényles, polyéthylénes glycols, ou
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encore polysiloxanes. Si la phase est polaire, alors les constituants d’'un mélange sont séparés
principalement en fonction de leur polarité, en revanche si la phase stationnaire est apolaire, leur
volatilité sera déterminante. Les composés évolueront au sein de la colonne en fonction de leurs
affinités avec la phase stationnaire aux températures données. Plus un composé a des affinités
avec la phase stationnaire plus son temps d’élution sera important. Aussi une augmentation de
la température diminue les interactions des molécules avec la phase stationnaire, et les composés
sont élués plus rapidement. Le but étant de trouver la bonne programmation en température

pour avoir une séparation satisfaisante et des délais d’analyse raisonnables.

Phase stationnaire

Revétement polyimide
Silice fondue

F1GURE 2.2: Représentation schématique d'une colonne capillaire.

Les temps de rétention permettent I'identification des molécules. Ils correspondent au temps
nécessaire a une molécule pour parcourir la distance entre la téte de colonne et le détecteur.
Or ce temps de rétention varie en fonction de I'état de la colonne (nombre de sites actifs) et
de la longueur de colonne. Les indices de rétention sont calculés selon le principe mis au point
par Kovats pour I'obtention d’une valeur relativement indépendant des fluctuations possibles
au cours du temps. Chaque molécule a un indice de rétention correspondant a une colonne en
particulier, les facteurs de rétention étant dépendant de la phase stationnaire et de la géométrie
de la colonne. Ces indices sont calculés & partir d’'un mélange de paraffines (C5-C30) selon le

la formule suivante suivant dans le cas d’une programmation en température linéaire :

{0 - (1)

=100 | n+
taltH1) - el

n : nombre d’atomes de carbone de la paraffine éluée avant le produit inconnu x
trx) @ temps de rétention du produit inconnu x
tr(n) : temps de rétention de la paraffine a n atomes de carbone éluée avant le produit x

trR(n+1) : temps de rétention de la paraffine a n+1 atomes de carbone éluée apres le produit x.



CHAPITRE 2. TECHNIQUES ANALYTIQUES-ETAT DE L’ART 03

En plus des natures différentes des phases stationnaires, les colonnes capillaires ont des
géomeétries différentes : la longueur (de 10 & 100 m), le diamétre interne (de 0,1 a 0,5 mm),
I'épaisseur de la phase stationnaire (de 0,1 & 5 ym) ; chacun exercant une influence déterminante
sur la qualité de la séparation. L’objectif est triple : obtenir des pics chromatographiques les
plus fins (grande efficacité), les mieux séparés (bonne résolution, voir figure 2.3), en un temps
d’analyse minimum. La résolution peut étre augmentée en allongeant la colonne, au détriment
du temps d’analyse et de l'efficacité. Le débit du gaz vecteur est aussi un paramétre a opti-
miser pour obtenir la meilleure des séparations. Une colonne de 15 métres suffit & séparer des
mélanges simples, tandis que 'analyse d’échantillons complexes nécessite une colonne de lon-
gueur supérieure a 30 m. Plus I'épaisseur de la phase stationnaire est importante, plus il existe
d’interactions entre celle-ci et les solutés, ce qui améliore la séparation chromatographique mais
augmente la durée de I’élution. Une épaisseur de film importante pourra étre choisie lorsque
I’on souhaite séparer des composés trés volatils. [’augmentation du diamétre interne permet
une injection plus importante d’échantillon, mais entraine une diminution de Iefficacité (réduc-
tion du nombre de plateaux théoriques) et un temps d’analyse plus important (AFNOR NF T
75-401(mai 1985))[78-80].

Deux composés sont, séparés si la résolution est supérieure a 1,5. Pour une résolution égale
a 1 la séparation est incompléte (cf. figure 2.3)(AFNOR NF T 75-401(mai 1985)).
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FIGURE 2.3: Notion de résolution chromatographique
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2.1.3 Les colonnes de séparation chirale

Les cyclodextrines sont des produits issus de la dégradation enzymatique de ’amidon, qui
produit, des sucres cycliques. Les trois tailles de cyclodextrines les plus couramment utilisées
sont des cycles a 6 unités de D-glucose, appelées les o-cyclodextrines, des cycles a 7 unités,

appelées, les B-cyclodextrines et a 8 unités, les y-cyclodextrines.
OH | ;“/z;,o: o

[T .
HO  OH v

FIGURE 2.4: A gauche une cyclodextrine, a droite un motif élémentaire d’une cyclodextrine

C’est en 1978 que Harada et al. [83] présentent pour la premiére fois les cyclodextrines
comme agent de séparation chirale. La plupart des cyclodextrines sont solides & température
ambiante, et nécessite une dilution dans un polysiloxane afin de couvrir une plus grande four-
chette de température. La résistance de ces colonnes est moindre que celles des colonnes greffées.
Les mécanismes de fonctionnement sont encore peu connus, ce qui rend difficile les prévisions
des séparations chirales. Aujourd’hui il n’existe pas de colonne universelle capable de séparer
n'importe quels énantioméres. Pour augmenter 'efficacité de la séparation et la solubilité, les
cyclodextrines sont dérivées. Ainsi des greffages sont effectués sur les groupements OH réactifs,

le plus souvent des groupements alkyles |82-85].

2.1.4 Deétecteur FID

Le détecteur a ionisation de flamme est constitué d’une flamme formée a partir de flux
d’hydrogéne et d’air comprimé a haute température (entre 250-280°C), dans lesquels circule
un courant électrique. En sortie de colonne les composés sont conduits jusqu’au détecteur
ou ils sont brilés (cf. figure 2.5). La combustion produit des ions collectés par une électrode
entourant la flamme créant ainsi un courant, ensuite amplifié afin que la tension ainsi créee
puisse étre mesurée. Ce détecteur est trés sensible (réagit a environ 2 pg de produit) et linéaire.
En revanche, il est discriminant car sa réponse varie suivant les produits injectés, ce qui impose
un étalonnage dans le cadre d’une analyse quantitative. Il détecte la majorité des produits
organiques. Le détecteur a ionisation de flamme ne donne aucune réponse avec les composés

inorganiques et des corps trés simples comme H,O, NH; , H,C=0 ....[80]
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FIGURE 2.5: Schéma d’un détecteur FID

2.1.5 Détecteur MS

Le spectrométre de masse est de plus en plus utilisé comme détecteur en sortie de colonne,
car il permet d’identifier les molécules analysées, grace a 'exploitation du spectre de masse.
L’ionisation électronique est le mode d’ionisation la plus utilisée. Un filament parcouru par
un courant électrique (70eV) produit des électrons ensuite attirés par une anode. Ce faisceau
d’électrons ionise I’échantillon. Suivant la molécule, plus ou moins de fragments sont produits,
dont le rapport masse sur charge mesuré. Ceci permet I'identification des molécules. Il est assez
rare de rencontrer des ions de charge supérieure a 1 avec ce type de source. Les ions sont ensuite
envoyés vers un analyseur quadripolaire constitué de deux anodes et deux cathodes. Chaque
cathode est électriquement reliée & 'anode qui est face a elle (cf. figure 2.6).

Plagues de u Flaques de post-
focalisation / +Veosut accelération

Quadtipdle

—l (+) Y ‘

Source (—]_( / :I
lonique

— |l %% =3

Détecteur

- U - Veoswt

FIGURE 2.6: Schéma de principe d’un analyseur quadripolaire

Un champ électrique continu, additionné d’un champ électrique alternatif, sont appliqués
entre les électrodes. La valeur de ces tensions permet de sélectionner les ions selon leur rapport
masse sur charge. Cet analyseur est compact et peu couteux mais de faible résolution (1 uma).
Le détecteur MS peut s’utiliser selon deux modes, en SCAN, c’est-a-dire que toutes les masses
dans la gamme précisée par 'utilisateur sont mesurées, ou en SIM (Selected Ion Monitoring)

ou seuls les ions sélectionnés sont mesurés dans des fenétres de temps adaptées [87].
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2.2 La spectrométrie de masse dédiée a la mesure
isotopique

La mesure des variations isotopiques des composés naturels a commencé avec Nier et Gul-
bransen en 1939 [88] sur les isotopes du carbone. En 1950, Mc Kinney et al. améliorent la
précision du spectromeétre de Nier et introduisent la notion de déviation isotopique notée 0.
Pour la plupart des éléments chimiques, il existe différents isotopes stables, possédant un nu-
méro atomique identique (méme nombre de protons dans le noyau et donc d’électrons gravitant
autour), mais un nombre de neutrons différent. Cela se traduit par des masses distinctes pour

les isotopes du dit élément. L’isotope dit lourd est le moins abondant et est souvent rare [85, 88].

Elément Isotopes stables 7 A Abondance naturelle
moyenne (%)
'H 1 1 99,0844
Hydrogéne
’H 1 2 0,0156
120 6 12 98,891
Carbone
13C 6 13 1,108
160) 8 16 99,759
Oxygéne 170 8 17 0,037
180 8 18 0,204
14N 7 14 99,635
Azote e
N 7 15 0,365

TABLE 2.1: Abondances isotopiques des principaur atomes analysés en IRMS

Les molécules existantes avec les différents isotopes sont appelées des isotopoméres. Le calcul
des rapports isotopiques porte sur la mesure des différents taux en isotopoméres. [.’occurrence
d’un isotopomére contenant deux isoméres minoritaires est considérée comme trop improbable

et n’est donc pas prise en compte |27].

2.2.1 Le rapport isotopique

Ces isotopes lourds sont présents dans les molécules constituant les huiles essentielles a
différents taux. Ce taux est lié a I'origine botanique et a 'origine géographique. Ainsi le rapport
isotopique peut permettre de détecter 'ajout de produits synthétiques, ou de discriminer les

différentes origines de produits naturels.
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Le rapport isotopique (R) est le rapport de l'isotopomére minoritaire sur le majoritaire.
Pour faciliter la comparaison entre les différentes mesures, la déviation isotopique a été intro-

duite afin de comparer les valeurs mesurées 4 un standard universel :
0 13C:1000 X (Réch - RSTD)/ RSTD

Ce rapport est exprimé en « unités pour mille » (%c) pour avoir des valeurs plus faciles a
manier |27, 85, 88, 89|.

2.2.1.1 Le cas du carbone 13

Le rapport isotopique dans le cas du carbone 13 est R = 3C/'2C et est noté 3'*Cppg.
Un calcaire de Caroline du Sud (Pee Dee Belemnite ou PDB) CaCO 3 a été décrit par Craig en
1957 comme standard international. Il a la particularité de dégager du CO, par attaque acide.
Aujourd’hui ce standard n’existe plus, de nouvelles matiéres de références (polymeére) préparées
par le National Bureau of Standard (NIST) sont utilisées. Les valeurs mesurées sont converties
en échelle PDB avec la formule suivante [27, 85, 89] :

S B Ceen/ppB= 0 Coch/ret + 0 Crerpnr + (0 P Cocnyrer * 8 P Crepnn) /1000

Avec :
8 "3Ceen/ppp : la déviation isotopique de I'échantillon par rapport au standard PDB
8 B Coenret 1 1a déviation isotopique de 'échantillon par rapport a la matiére de référence

0 13Cref/pDB : la déviation isotopique de la matiére de référence par rapport au standard PDB

Elément | Molécule Désignation Origine A* (ppm) R** (ppm)
de
référence
Carbone CaCOs3 PDB (Pee Dee Calcaire de la 11123,3 11237,2 (£2,9)
Belemnite) Caroline du Sud
(USA)

TABLE 2.2: Références internationales utilisées pour l'analyse isotopique du 1°C

* . abondance isotopique en ppm.

** . rapport isotopique en ppm.



CHAPITRE 2. TECHNIQUES ANALYTIQUES-ETAT DE L’ART o8

2.2.1.2 Le cas du deutérium

Le rapport isotopique dans le cas de I'hydrogéne est R — *H/'H et est noté 5*Hy_smow-
Le tableau 2.3 donne la référence internationale utilisée en analyse isotopique pour ’élément

hydrogéne. Le principe de mesure est identique a celui du carbone |27, 89].

Elément Molécule Désignation Origine A* (ppm) R** (ppm)
de
référence
Hydrogéne H20 V.SMOW Mélange d’eaux 155,74 155,76 (£0,05)
(Vienna océaniques
Standard Mean
Ocean Water)

TABLE 2.3: Références internationales utilisées pour l'analyse isotopique du 2D

* . abondance isotopique en ppm.

** . rapport isotopique en ppm.

2.2.1.3 Le cas de ’azote

Le rapport isotopique dans le cas de 'hydrogéne est R = PN/MN et est noté 55N,
Le tableau 2.4 donne la référence internationale utilisée en analyse isotopique pour I'élément

azote. Le principe de mesure est identique a celui du carbone [27, 85, 89).

Eléement || Molécule Désignation Origine A* (ppm) R** (ppm)
de
référence
Azote N Gaz azote Azote 3663 3676,5 (£8,1)
atmosphérique

TABLE 2.4: Références internationales utilisées pour ’analyse isotopique du "N

* . abondance isotopique en ppm

** : rapport isotopique en ppm.

2.2.2 Appareillage
2.2.2.1 L’analyse du carbone 13

L’appareil est constitué d'un spectrométre de masse entiérement dédié a la mesure isoto-

pique, couplé a un four permettant la transformation du carbone organique en CO,, et un
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chromatographe en phase gazeuse permettant la séparation préalable des molécules. Ce cou-
plage permet de cibler les molécules dont on souhaite connaitre le rapport isotopique.

L’analyse des rapports isotopiques nécessite que 1’échantillon soit transformé en gaz de
pyrolyse ou de combustion tout en conservant son empreinte isotopique. L.a comparaison avec
du dioxyde de carbone dont la valeur isotopique est connue, utilisée comme référence, permet
I’obtention du rapport isotopique de I’échantillon.

Les déviations isotopiques des standards sont mesurées avec un analyseur avec lequel la
totalité de I’échantillon est brilée, puis le CO5 dégagé est entrainé dans le spectre de masse

pour la mesure des masses 45, 44 et 46 :

masse 44 de 12C160Q60
masse 45 de BC1010 et 12CI7O0
masse 46 de ?C'"0%0 ou "*C'"0O'O (improbable)

L’appareil mesure le rapport masse 45/44. Deux isotopomeéres possédent la masse 45, dont
un ne contenant pas de *C. Il est donc nécessaire de corriger le rapport 44/45 afin d’obtenir
la valeur du rapport *C/2C. Celle-ci est effectuée en utilisant la mesure de la masse 46 qui
permet d’obtenir la quantité d’ '#0. La relation entre les teneurs en 'O et 80 est connue ainsi
le taux de I'isotopomeére C7O0 est calculer. Ainsi la masse 45 obtenue est corrigée pour

n’avoir plus que le taux de 3C*Q6Q0.

Les formules de corrections utilisées sont les formules démontrées par Craig [89, 90| :

5 3C — 1.067* & (% masse 45 / % masse 44) -0.0338 5 80
et 5 O = 1.0010* & (% masse 46 / % masse 44) -0.00021 § 3C

Ce type d’analyseur est intéressant lorsqu’une seule molécule est analysée ou que la déviation
isotopique totale de I’échantillon est recherchée. Dans le cadre de la recherche de I'adultération
d’une huile essentielle, ce sont les déviations isotopiques de composés cibles (caractéristiques
olfactives de I'huile) qui sont recherchées, afin d’affiner la discrimination entre échantillons na-
turels et fraudés. Ainsi 'analyseur IRMS est couplé a la chromatographie en phase gazeuse.
Cette méthode met en ceuvre le couplage d'un passeur d’échantillons 7683 Agilent technologie,
d’un chromatographe en phase gazeuse 6890N Agilent technologie, d'une interface de com-
bustion ou de et d'un spectrométre de masse des rapports isotopiques IRMS ISOPRIME GV

instrument-Elementar (Manchester, UK- Hanau, Allemagne). Il se présente ainsi :
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FIGURE 2.7: Schéma de l’appareillage d’analyse isotopique '2C/"?C d’Isoprime

Avant d’étre brulée puis analysée par le spectrométre de masse, chaque molécule constituant
I’échantillon est séparée grace a la chromatographie gazeuse. La colonne choisie est adaptée
pour avoir la meilleure séparation. La résolution entre deux molécules doit impérativement
étre supérieure a 1,5, car une coélution peut considérablement fausser un résultat. La méthode
est développée afin que les pics soient situés sur un plateau de température et les paramétres
(débit, rampe) sont optimisés. De cette maniére les pics obtenus sont le plus gaussien possible
afin d’obtenir des résultats, exacts, justes et reproductibles.

[’échantillon, une fois injecté dans la colonne est soit dirigé vers le détecteur FID, soit vers
le détecteur IRMS, grace a la vanne heartsplit. Seule la partie d’intérét est envoyée vers ce
second détecteur. Cette fraction subit d’abord une combustion dans un four a 850°C constitué

d’un tube en quartz rempli d’oxyde de cuivre, les entités suivantes sont ainsi générées : C, O
et H en CO4y et HyO.

22cm

U IRMS

!

1 om Ag

GC (\

Tsem CuQ
Hem —_

FIGURE 2.8: Schéma d’un tube a combustion

Apreés le remplissage d’oxyde cuivre, dans la seconde partie du tube a combustion, se trouve

de la laine d’argent (Ag) afin de piéger le soufre (S) et les halogénes (X,). L’argent est oxydé
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en oxyde d’argent (I) avant de réagir avec les halogénes et le soufre. La réaction chimique mise

en ceuvre avec les halogénes est :

S’il y a du soufre présent dans I’échantillon, il est alors transformé lors de la combustion aprés
passage sur l'oxyde de cuivre en SOj ensuite piégé sur de la laine d’argent oxydée suivant la

réaction chimique :

L’eau créée par la réaction d’oxydation doit étre éliminée avant ’entrée dans la source d’ion car
elle se combine avec le CO5 et produit du HCO?" (réaction de protonisation). L'ion HCO?*" a
une masse m/z de 45 et interfére donc avec I'analyse isotopique de masse 45 de C0,. Pour
ce faire un tube de NafionTM est utilisé pour enlever ’eau issue de la combustion. L’eau est
ainsi captée par la membrane tandis que le CO5 poursuit sa route vers le détecteur.
L’intégration des pics sur les chromatogrammes des masses 44, 45, 46 permet d’obtenir la

valeur isotopique en carbone 13 (5 '*C) des molécules ciblées [89, 91, 92].

2.2.2.2 L’analyse du deutérium

La configuration de I’appareillage est similaire a celle utilisée pour la mesure isotopique du
13C, mais dans ce cas, 'analyseur est équipé d'un tube a pyrolyse permettant la transformation
de I'hydrogéne organique en Hs.

Les molécules désirées sont ainsi minéralisées a 1050 °C dans un tube garni de chrome trans-
formant I’hydrogéne des molécules en gaz H,. Elles sont ensuite introduites dans le spectrométre
isotopique pour la mesure des rapports *H2D/'H'H de masse 3/2. L’appareillage est identique
a celui décrit dans la section 2.2.2.1 avec un tube a pyrolyse GC5MK1 GV instrument.
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FIGURE 2.9: Schéma de lappareillage d’analyse isotopique D/H d’Isoprime

Les composés apres élution chromatographique sont entrainés vers le tube a pyrolyse par
le biais du gaz vecteur hélium. Puis, I'hydrogéne contenu dans les composés a analyser est
transformé en Hy et HD dans le tube de pyrolyse a 1050°C rempli par un catalyseur, le chrome
(Cr). Le tube est en quartz et mesure 60 cm avec un diamétre externe de 6 mm et un diameétre
interne de 0.9 mm+/- 0.2 mm.

Le tube de chrome est constitué de la maniére suivante :

Jiem D+l Cheme o

FIGURE 2.10: Schéma d’un tube a pyrolyse
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La réaction mise en jeu est la suivante :

o R L AN
P el 2 2 2 2

L’oxygeéne formé réagit avec le chrome pour donner I'oxyde de chrome (IIT) Cr50; :

3
2C0r + S0, —1050°C oo,

Le chrome est choisi comme catalyseur pour la conversion du composé en hydrogéne dans
le tube de pyrolyse car il n’est pas sensible aux effets de mémoire et piége directement d’autres
éléments pouvant perturber I'analyse, tels que les halogénes, le soufre, le silicium, le bore, le
carbone, I'azote et I'oxygéne.

Des ions H*" sont générés lors de Panalyse, leur masse est identique a celle de HD *. Un fac-
teur de correction est alors nécessaire. Les ions H*" sont générés par impact entre les ions H? "
et les molécules de Hy. La probabilité d’impact est proportionnelle a la pression partielle d’hy-
drogéne. La vitesse de génération des H3" est proportionnelle au carré de la pression partielle
d’hydrogéne et la vitesse de génération des ions Ho™ et HD™ formés par impact électronique,
est directement proportionnelle & la pression partielle d’hydrogéne. Le rapport i3 /iy des cou-
rants ioniques ainsi créés, pour les nombres de masse 3 et 2 respectivement, est par conséquent

composé de deux termes :

iHD)

Le premier terme :-
Z(Hz)

qui est indépendant de la pression

)
i(H2)

— le second terme : qui est proportionnel a la pression

Pour le rapport des courants ioniques la relation suivante est appliquée :

i) _ laptTisn D Ty i

i(2) U(Hy) U(Hy) i(Hy)

+ fH;r + *i(H2)
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Le facteur fys+(ppm) est déterminé expérimentalement & partir de la dépendance a la
pression du rapport iz /is.
Il faut optimiser tous les paramétres de 'appareillage pour que le soit inférieur a 10 ppm

pour un signal entre 2 nA et 14 nA [89].

2.2.2.3 L’analyse de l’azote

L’appareillage est dans un premier temps identique a celui utilisé pour la mesure du carbone
13. A la suite du tube a combustion a été ajouté un tube a réduction permettant de transformer

les atomes d’azote présents dans les molécules analysées en diazote a 600 °C.

r::-T-:
Source |
N Piége cryogénique | \
1 I—'ZF ﬂ—ﬁ?éduction Cu }—q—kombustion [ol%n] I_* VWKL
Fvacuation CO,
H;o
My
Livpmicle

FIGURE 2.11: Schéma de l’appareillage d’analyse isotopique >N/ N adapté sur l’appareil isoprime

[’analyseur de I'appareil mesure les masses 28, 29 et 30 correspondant a NN et 1NN
ainsi que 2C!0. Le tube a combustion est identique a celui décrit dans la section 2.2.2.1. Aprés
passage dans le tube a combustion, le mélange gazeux est dirigé vers le tube a réduction ou le

NO; est réduit en Ny détectable par 'appareil.
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FIGURE 2.12: Schéma d’un tube & réduction

Le cryo-piége bloque I" HyO et le CO5 issu de la combustion. Ils sont ensuite évacués sous
flux d’hélium a température élevée, source fermée. La température relativement faible de 600 °C
du tube a réduction permet d’éviter la réduction du CO4 en CO de masse 28, ce qui perturberait
I’analyse.

Lorsque le taux d’azote 15 est faible, 'analyse peux étre perturbée par la présence de NO
de masse 30. Deux formules de calcul ont alors été développées, I'une pour les molécules a fort
taux d’azote 15 [89] :

— N Atome % = ((Rag+ 2R30) / 2(1+Ra9+R30))*100
et lautre pour les faibles taux d’azote 15 (moins de 5%)
— N Atome % = (Rag/(2+Ra9))*100
— Avec R29 — % masse 29 / % masse 28 et R30 — % masse 30 / % masse 28
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2.2.2.4 Montages

Contre-halarage
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—
Capillaire d'enirée

FIGURE 2.13: Montage pour l'analyse du '>C (tube G combustion), lorsque les composés sont envoyés

vers le détecteur FID

Quand le solvant est totalement élué, la vanne est fermée (second temps), permettant aux
composés volatils d’étre entrainés vers le tube de pyrolyse. Les débits d’hélium s’ajoutent et

permettent a ces composés de traverser le tube de pyrolyse.

Vanne de i Feart split »

FIGURE 2.14: Montage pour l’analyse du '>C (tube & combustion), lorsque les composés sont envoyés

vers le détecteur de masse

Pour cela, le systéme utilise une vanne « heartsplit » (backflush) controlée par ordinateur.

Dans un premier temps (fleches bleues sur schéma 2), a 'injection, la vanne « heartsplit »
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est ouverte, permettant ainsi ’évacuation du solvant vers le détecteur a ionisation de flamme
(FID), le débit de contre-balayage (4 a4 5 ml/mn) permet pendant ce temps d’alimenter le tube

a pyrolyse et d’empécher Parrivée de gaz dans le tube [89].

2.2.2.5 La détection

Les molécules gazeuses Hy provenant du four a pyrolyse ou combustion sont introduites
dans la chambre d’ionisation (source) de 'IRMS qui est sous vide secondaire. Les molécules
sont alors ionisées positivement par impact électronique. Les ions ainsi formés, de masse M et
de charge Z, sont ensuite accélérés par un courant de haute tension V puis soumises a un champ
électromagnétique uniforme. Dans ces conditions, les ions sont déviés et leur trajectoire peut-
étre décrite par I’équation mathématique d’'une orbite circulaire de rayon R selon la formule

suivante :

D\penalty \@M :/Aude/Mes documents/comm-loreal/thése/images/R.bmp

En IRMS, B et V sont constants durant ’analyse. Par conséquent, les rayons de courbure
caractéristiques M /Z resteront inchangés. A chaque gaz analysé correspond une valeur de champ
magnétique. Cette déviation permet la séparation des ions en faisceaux correspondant aux
masses des gaz mesurées. Ces faisceaux sont collectés par des cages de Faraday (cf. figure
2.15) donnant un signal électrique qui est ensuite amplifié. L’intensité du courant amplifié
est proportionnelle a la quantité d’ions. Les 3 cages de faraday ont des largeurs différentes
afin de pouvoir collecter les différents faisceaux (ex : CO5 et Nj), donc avec une déviation
différente, dans les méme collecteurs. La cage axiale collectant le faisceau mineur 1 permet une
meilleure résolution car les faisceaux observent des déviations plus proches selon la masse (non

pas coincidents comme représenté sur la figure 2.15), en raison de sa position axiale.
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FIGURE 2.15: Collecteur universel et la collecte des espéces isotopiques coincidentes

[’analyse de I'hydrogéne nécessite une cage de faraday supplémentaire pour ’analyse des
ions de masse 2, les ions de masse 3 étant collectés dans le mineur 2. Le gaz vecteur He posséde
un isotope stable mineur de masse 4 qui peut étre ionisé en *He™. La résolution entre ces deux
faisceaux n’est pas optimale si I'analyse est effectuée en flux continu. En raison de la faible
énergie de cet ion, un filtre électrostatique permet de rejeter les ions *He™ qui ont perdu leur
énergie par collision avant d’arriver au collecteur (queue du faisceau). Cette filtration permet

d’obtenir des faisceaux résolus et une analyse sans interférence [89).
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2.3 Analyse thermogravimétrique

C’est une méthode qui appartient a I’ensemble des analyses thermiques définies par Mac-
kensie en 1979 comme étant « un ensemble de techniques dans lesquelles une propriété physique
d’une substance est mesurée en fonction de la température lorsque cette substance est soumise
a un programme controlé en température » [93|. L’analyse thermogravimétrique consiste & me-
surer la masse d’un échantillon en fonction de la température. Ainsi il est possible de connaitre
son comportement face aux variations de température. L’analyse peut étre effectuée sous air, si
des interactions avec 1’oxygéne sont observées ou alors sous atmosphére inerte afin de n’étudier
que la perte de masse due au chauffage [93, 94|. Une méthode spécialement dédiée a I'analyse

des huiles essentielles a été mises au point dans le laboratoire d’analyse thermique au SCA.
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2.4 Spectrométrie de réflexion dans le proche infrarouge

C’est une méthode tres utilisée dans I'industrie agroalimentaire car extrémement rapide et
facile & mettre en ceuvre. Cette méthode s’appuie sur la théorie quantique qui montre qu’'une
molécule est capable d’absorber de I'énergie lumineuse. L’appareil envoie un rayon lumineux po-
lychromatique dans le proche infrarouge et le rayon lumineux réfléchi est d’intensité moindre du
fait de I’absorption des molécules présentes dans I’échantillon. L’absorption est différente selon
la longueur d’onde, car chaque molécule absorbe I'intensité lumineuse a des longueurs d’onde
spécifiques selon la théorie quantique. L.’énergie du rayon transmis est ensuite transformée en
courant électrique puis mesurée et un spectre infrarouge est obtenu.

Cette technique présente cependant plusieurs désavantages. L’interprétation des spectres est
difficilement poussée, car un mélange de composés a de nombreuses bandes d’absorption qui se
superposent. On obtient donc une « empreinte » de I’échantillon, mais aucune interprétation au
niveau moléculaire n’est possible, bien que dans certain cas ’analyse quantitative de molécule
soit réalisable. Aussi des échantillons semblables (ex : semoules de blé durs d’origines variées)
donnent des spectres dont les différences ne sont pas forcément visibles a 1'ceil nu. Les résultats

doivent étre exploités par analyse statistique des spectres [95].

2.5 Les technologies émergentes

Les progres techniques incessants permettent I’amélioration continue des technologies pré-
existantes. Nous n’avons testé ces méthodes lors de cette étude, mais il nous apparait important

d’en décrire rapidement un certain nombre .

2.5.1 Le nouvelles phases stationnaires

Les colonnes polaires et apolaires utilisées pour I'analyse des huiles essentielles ont montré
A maintes reprises leurs limites. En effet, en raison du nombre important de composés présents
dans ce type d’extrait, de nombreuses coélutions subsistent. Le développement de phases sation-
naires constituées de liquides ioniques a permis une amélioration de la résolutions dans certains
cas. Ces phase sont généralement des cations organiques contenant N~ ou P, contrebalancés
par un anion organique ou inorganique. Ce type de phase a une polarité similaire au polyéthy-
léne glycol, mais avec une meilleure résistance thermique. Des composés tels le limonéne et 1,8

cinéole sont résolus sur colonne a liquide ionique [96].
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2.5.2 “Fast” and “very fast” chromatographie gazeuse

Le développement de ces techiques a permis de réduire considérablement les temps d’analyse.
En effet, les colonnes microbores, de diamétres interne et d’épaisseur de film réduits (de 10 mm
x 10 mm a 0,1 mm x 0,1 mm), ont une efficacité augmentée (nombre de plateaux théoriques
augmenté). Ainsi, le débit du gaz vecteur et la rampe de température peuvent étre augmentées
sans affecter la séparation. L'hydrogéne est privilégié comme gaz vecteur en raison de sa grande
vélocité.

Ces techniques permettent l'injection de moindre quantité d’échantillon et d’obtenir des
résultats similaires & la GC conventionnelle, 30 fois plus vite. La légére perte en sensibilité est
largement compensée par les avantages résultants de 'analyse “fast” et “very fast” GC.

[’adaptation possible de spectrométres de masse hautes résolutions en fin de colonnes mi-

crobores en fait un outil puissant dans le controle qualité des huiles essentielles [96].

2.5.3 Chromatographie gazeuse-olfactométrie

Cette technique est basée sur la chromatographie gazeuse conventionnelle, mais utilisant
le nez humain comme détecteur. Cela permet notamment d’évaluer I'impact aromatique d’une
molécule. Son utilisation est également reconnue pour contribuer a 1’évaluation de la qualité
d’une huile essentielle, le nez humain étant généralement plus sensible que les détecteurs conven-

tionnels.

2.5.4 Chromatographie gazeuse multidimensionnelle

Le couplage de deux colonnes chromatographiques de sélectivité différentes, insérées dans des
fours distincts, permet d’augmenter la capicité de pic en comparaison a la GC unidimensionnelle.
Ainsi le nombre de coélution est minimisé et un maximum de composés peuvent étre identifiés.
Cette technique est actuellement limitée par le manque de banque de données en 2 dimensions.
Cependant le couplage avec un spectrométre de masse peut permettre de palier ce défaut.

Il existe deux types d’analyse en GC multidimensionnelle, La premiére est I"heart cutting”
consistant a injecter une fraction donnée afin d’en améliorer la résolution. Cette technique
est également utilisée en analyse chirale, la premiére colonne effectuant le fractionnement, la
deuxiéeme, I'analyse chirale. Le risque de coélution est ainsi trés limité. La deuxiéme appelée
“comprehensive”, ou I’ensemble des composés est envoyé sur une seconde colonne, améliorant

ainsi la séparation |96].
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2.5.5 La chromatographie planaire haute performance

La chromatographie sur couche mince n’est pas une technique récente, cependant elle a
connu de nombreuses évolutions technologiques, laissant penser aujourd’hui que cette tech-
nique a un avenir dans le controle de la naturalité des huiles essentielles. En effet les phases
stationnaires ont une granulométrie plus fine (de 5 a 6 um environ), ce qui a permis une nette
amélioration de la performance analytique. De plus de nombreux types de phases stationnaires
ont été développées, ainsi que des automates pour la déposition d’échantillons et la détection
des composés aprés séparation. Il existe également des phases stationnaires chirales, permettant
la séparation rapide d’énantiomeéres.

De la méme maniére, 'automatisation a permis de développer 'HPTLC multidimension-
nelle, permettant d’appliquer des phases mobiles de différentes polarités, afin d’améliorer la
séparation.

Des évolutions plus récentes des phases sationnaires a particules sphériques, ainsi que
d’autres de porosité et d’épaisseur de phase plus faibles permettent une dispersion réduite
des solutés et une amélioration de la résolution.

Enfin le développement de couplage avec la spectrométrie de masse, IR ou encore RAMAN,
augmente significativement l'intérét de cette technique.

Actuellement 'HPTLC est notamment utilisée pour la détection d’huile végétale dans les

huiles essentielles [97].

2.6 L’outil statistique et d’aide a la décision

2.6.1 Analyse de Clusters (classification)

Cette méthode a pour but de créer un certain nombre de classes regroupant les individus les
plus proches. A chaque étape, on recherche les deux classes les plus proches pour n’en faire plus
qu'une et ainsi de suite jusqu’a n’obtenir qu’une grande classe regroupant tous les individus.

Le dendrogramme ci-dessous détaille ce processus.
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FIGURE 2.16: Dendrogramme

Le nombre de classes souhaitées comportant les individus les plus proches est choisi (exemple
3 classes : a, be et def), selon des critéres connus sur les individus (provenance, type, ages...).
Il existe différents algorithmes de calcul des distances entre les échantillons pour déterminer
les classes. On peut considérer, comme en ACP, que chaque critére a la méme importance. Dans

ce cas, la distance utilisée est la distance euclidienne :

dX,Y) =

D’autres algorithmes, basés sur des distances autres que la distance euclidienne, permettent
de calculer la similarité entre deux individus et peuvent étre mieux adaptés a la probléma-
tique étudiée. Leur utilisation peut conduire a des classes différentes de celles observées sur la

représentation graphique de ’ACP [95-97].

2.6.2 Analyse automatique de classement non hiérarchique : analyse

discriminante

A Tinverse de la technique précédente, les groupes sont prédéterminés en fonction des
connaissances sur les échantillons. Un modéle est construit de telle facon que chaque échantillon
soit plus proche du centre de gravité de son groupe que de celui des groupes voisins. Ce modéle
permet d’affecter chaque échantillon a un groupe sur la base de distances. Si chaque échantillon
est bien classé, le modéle peut alors étre validé. Dans ce cas, le modéle pourra étre utilisé pour
prédire 'appartenance d’un échantillon inconnu a un groupe a partir du calcul de sa distance a

chacun des groupes. Plus celle-ci sera faible, plus I’échantillon aura de probabilité d’appartenir
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a une classe donnée. Différents algorithmes permettent de calculer la distance. Dans cette étude
la distance euclidienne sera utilisée.

Ce type d’analyse est trés intéressant. Cependant il ne s’agit plus d’analyse statistique
descriptive car les groupes sont prédéfinis par I'opérateur. C’est pourquoi, pour construire un
modéle robuste, il est nécessaire d’avoir des informations de départ fiables, au risque d’arriver

a des conclusions erronées [95-97].

2.6.3 Analyse de données multidimensionnelles

L’objectif de I'analyse multivariée est d’étudier les inter-relations entre plusieurs variables
figurant dans une base de données et, si possible, d’en généraliser les conclusions a I'aide d’in-
formations statistiques. L’analyse multivariée réunit un grand nombre de méthodes, souvent
complexes qui tentent de donner une image simplifiée des multiples relations entre les variables.
On distingue deux grands goupes d’outils d’analyse de données : les méthodes descriptives qui
permettent de représenter I'information entre les individus (similarité, dissimilarité...) comme
I’Analyse en Composantes Principales ou la classification, et les méthodes explicatives qui
cherchent & construire un modéle pour expliquer une ou plusieurs réponses (propriétés) a par-
tir de variables explicatives comme la régression linéaire multiple et les méthodes PLS. Ces
derniéres sont tres utilisées en sciences analytiques pour I'étalonnage de méthodes spectrosco-

piques.

2.6.3.1 Analyse en composante principale

[’analyse en composante principale (ACP) est une analyse statistique descriptive qui a pour
but de réduire en dimension un tableau de données. Elle propose a partir d’'un nombre important
de paramétres initiaux de réaliser une projection des individus (points, échantillons, expériences,
spectres, ...) dans un espace réduit a 2 ou 3 dimensions appelées composantes principales.
[’ACP permet ainsi d’obtenir une représentation graphique interprétable des relations entre
individus : similitudes entre échantillons, échantillons atypiques, description des corrélations
entre les différents parameétres ainsi représentés.

En pratique I’ACP consiste en la transformation de m variables quantitatives plus ou moins
corrélées entre elles, en m nouvelles variables quantitatives non corrélées nommées composantes
principales. Le but est ensuite de ne conserver qu’'un nombre minimum pertinent k de ces com-

posantes exprimant le maximum de variations a l'intérieur de la population étudiée.

La matrice de données X est la suivante :
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FIGURE 2.17: Matrice de données s © n

Afin de pouvoir traiter des données possédant des ordres de grandeur trés différents selon
leur origine, les éléments de la matrice initiale peuvent étre transformés en variables centrées

réduites :

— Le centrage consiste a remplacer les valeurs d’une colonne (représentant un facteur donné)
par leur écart a la moyenne
La réduction consiste a diviser par ’écart-type de la colonne les valeurs obtenues pré-
cédemment. Ce type de traitement permet d’obtenir une matrice en variables centrées

réduites

A partir de la matrice X de départ (les données centrées-réduites), on construit la matrice M

de corrélation :
M = 1/n (X’/X) avec X’ transposée de X.

La matrice M est ensuite diagonalisée pour obtenir la matrice diagonale D des valeurs

propres et la matrice P des vecteurs propres avec D = Pt M P (cf. figure 2.18).
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FIGURE 2.18: Calcul matriciel de I’ACP
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Les vecteurs colonnes de la matrice P contiennent les coefficients des combinaisons linéaires
des variables de départ qui conduisent aux nouvelles variables appelées axes factoriels ou com-
posantes principales. L’information contenue sur un axe factoriel i est fonction de la valeur
propre A;; on définit le % de variance ou inertie apportée par cet axe par : X;/ > A;. Selon le
pourcentage d’information désirée, on ne retiendra que k axes principaux. Une représentation
graphique est alors réalisable dans un espace a k dimensions tout en connaissant le pourcentage
de I'information conservée sur chaque axe. Par exemple 60 % des variations sont expliquées par
'axe 1 et 30 % par laxe 2, soit 90 % pour le plan axel-axe2, le pourcentage restant (10 %)
décrit ainsi les variations non visibles sur le graphe qui sont en quelque sorte de 'information
perdue.

Lorsque la valeur propre est proche de zéro, la composante associée ne présente plus d’intérét
car ne présente plus de variance. L’information étudiée risque alors d’étre redondante et I'analyse
polluée par un bruit de fond trop important. Dans cette étude, nous nous limiterons souvent a

trois composantes qui seront suffisantes pour étudier la discrimination de la fraude.

2.6.3.2 La régression des moindres carrés partiels (Partial Least Square

regression PLS)

La régression linéaire multiple relie plusieurs paramétres (descripteurs) regroupés dans la
matrice X a leurs réponses analytiques constituant la matrice Y et dépendant de plusieurs de
ces parameétres simultanément. L’équation associée s’écrit Y = XA + B ol A est la matrice des
coefficients de régression reliant X a Y et B la matrice de bruit aléatoire.

Si les variables le permettent on peut utiliser directement la Régression Linéaire Multiple

(RLM) avec la méthode des moindres carrés. Par contre, lorsque le nombre de variables est im-
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portant et que ces variables sont plus ou moins corrélées entre elles, ou bien lorsque le nombre
d’échantillons est inférieur au nombre de descripteurs, on peut utiliser la méthode des moindres

carrés partiels (PLS) pour effectuer la régression entre réponse(s) et descripteurs.

L’algorithme de cette régression dérive en partie de celui de ’ACP, dans la mesure ou pour
schématiser, il s’agit de réaliser une double décomposition en composantes principales sur X

(matrice des descripteurs) et sur Y (matrice des réponses) [95-97].

2.6.3.3 Partial Least square — Discriminante Analysis (PLS-DA)

Le méme algorithme est utilisé, cependant la matrice Y est a deux modalités (voire plus),
c’est-a-dire que les observations de la matrice Y appartiennent au moins a deux catégories dif-
férentes déterminées au préalable (ex : échantillons fraudés et échantillons de référence). En cas
de Y bimodale, la matrice sera entiérement constituée de 1 et de 0 identifiant chaque groupe.
Cette méthode permet ainsi de déterminer 'importance des variables dans la séparation statis-
tique des deux groupes de la matrice Y en calculant un coefficient d’importance pour chaque
variable. Ceci permet de sélectionner les variables les plus pertinentes dans la construction d’'un

modéle statistique discriminant entre au moins deux groupes d’observations [95-97|.



Chapitre 3

Contexte et stratégie analytique

3.1 Les méthodologies de contrdle des huiles essentielles

Le controle qualité des huiles essentielles est indispensable et est donc normé par les pharma-
copées. Il existe différents tests physiques tels que les mesures de I'indice de réfraction (molécules
chirales), la densité relative, ainsi que des tests chimiques comme I'évaluation de la miscibilité
a I’éthanol, la détermination d’indices d’acides, d’esters et de carbonyles, la recherche d’huile
grasse quand cela est pertinent et la détermination du résidu d’évaporation (NF ISO 875 (nov.
1999) , NF ISO 1242 (déc. 1999), NF ISO 709 (fév. 2002)NF ISO 279 (mars 1999), NF ISO 280
(mars 1999), NF ISO 592 (mars 1999), NF T75-117 (avril 1976), NF T75-125 (février 1984))
1, 4].

Afin d’obtenir des informations plus complétes, une analyse chromatographique est requise.
En routine, la chromatographie en couche mince (HPTLC) peut étre utilisée pour le controle
qualité des huiles essentielles (détection d’huiles végétales), cependant malgré les progrés ré-
cents dans ce domaine, elle reste généralement moins performante que la chromatographie en
phase gazeuse. En effet, cette derniére est la plus adaptée, en raison de la volatilité des consti-
tuants des huiles essentielles, de sa facilité de mise en ceuvre, de la fiabilité des résultats et de
lautomatisation des systémes d’analyses. Cette technologie permet I'identification d’un pro-
fil moléculaire semi-quantitatif, caractéristique d’un type d’huile essentielle. Chaque essence
présente des composés représentatifs, a des teneurs statistiquement identiques dans tous les
échantillons (ex : limonéne dans 'essence d’orange) et des composés caractéristiques qui lui
conférent sa spécificité (ex : nootkatone dans le pamplemousse). Ces profils moléculaires sont
normés par 'AFNOR permettant une homogénéisation des huiles essentielles et un controle de
leur qualité (provenance géographique, dégradation)(NF T75-401 (mai 1985)) |1, 4, 79|.

La GC peut étre utilisée dans des conditions différentes afin d’effectuer des analyses chiros-

pécifiques. Ces analyses sont trés importantes dans le controle qualité en raison de I'influence de

78
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I'excés énantiomérique sur 'odeur et sur l'activité thérapeutique. De plus, 'excés énantiomé-
rique est lié a 1'origine botanique, ce qui en fait un parameétre non négligeable lors du controle
des huiles essentielles. La détection d’ajout d’huile essentielle d’origines botaniques différentes
ou de produits synthétiques racémiques est alors possible. Les développements récents de la
GC multidimensionnelle permettent 1’analyse d’huiles essentielles assez complexes, sans pré-
fractionnement. Ainsi la premiére colonne effectue le fractionnement en ligne et chaque fraction
est dirigée sur la deuxiéme colonne qui peut étre classique ou chirospécifique [79, 80, 85].

Aussi, le développement de couplages avec la spectrométrie de masses des rapports isoto-
piques (IRMS) a permis la détection d’ajout de nombreux composés d’origine synthétique ou
d’huiles essentielles d’origines botaniques différentes ainsi que de molécules naturelles qui en
seraient extraites. Si cette méthode est trés élaborée, elle est parfois limitée en ce qui concerne
'ajout de composés extraits [85].

La chromatographie liquide se révele aussi intéressante pour les préfractionnements, ou
I'analyse de la fraction lourde des citrus |1, 4].

L’analyse thermogravimétrique (ATG) évalue la teneur de la fraction lourde (résidu) d’une
huile essentielle. Ainsi 'ajout d’une huile grasse pourra étre identifié. En effet, ce procédé
d’adultération existe pour des huiles trés sesquiterpéniques telle que 'huile essentielle de vétiver.
La solubilité a I’éthanol pourra aussi le mettre en évidence (NF T75-117 (avril 1976))[1, 4] .

L’utilisation de I’analyse proche infrarouge est investiguée dans le controle qualité des huiles
essentielles. Cette technologie comporte de nombreux avantages tels qu'un matériel facilement
transportable et des temps d’analyse réduits. De plus, elle permet I'analyse globale de I’échan-
tillon (fractions volatile et lourde). Par contre cette méthode ne permet pas d’identification
moléculaire car elle identifie les fonctions, ce qui limite sa sensibilité. En effet, de nombreuses

bandes d’absorption se superposent [95].

3.2 Adultération et stratégie analytique

Une adultération réguliérement rencontrée consiste a ajouter une huile essentielle de com-
position proche mais moins onéreuse. L’ajout de molécules synthétiques peut permettre de
compenser les modifications engendrées par une premiére adultération afin de satisfaire aux
normes et spécifications et ainsi de masquer la fraude. Aussi cet ajout peut simplement per-
mettre & un lot d’étre conforme aux normes et spécifications. Les techniques d’adultération
sont spécifiques a chaque huile essentielle et les méthodes de détection de la fraude devront étre
adaptées au cas par cas [56].

En raison des nombreux types de fraudes existants, de multiples analyses sont nécessaires a
leur mise en évidence. De plus, de nombreux paramétres intrinséques au végétal et environne-

mentaux influencent la composition d’une huile essentielle. La corrélation de différents résultats
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d’analyse permet de réduire le risque de mauvaise interprétation ou de conclusions hatives. En
effet, les origines botaniques et géographiques sont des paramétres extrémement importants
pour l'interprétation des résultats, or ils sont souvent méconnus pour un échantillon donné,

ceci pouvant mener a des conclusions erronées.

3.2.1 Les Citrus

Une des adultérations classiques des huiles essentielles d’agrumes est 1'ajout de terpénes
d’orange douce (citrus sinensis), ainsi que d’huile d’orange douce distillée ou issue de 1'ex-
pression |55-58|. L’huile essentielle d’orange est constituée de 94 & 97 % de limonéne, ce qui
constitue, tout comme pour I’huile essentielle de pamplemousse, la teneur la plus importante
chez les citrus. Les huiles essentielles de bergamote, mandarine, et citron sont en revanche moins
riches en ce composé. En raison de cette forte présence en limonéne, I'huile essentielle d’orange
est constituée de relativement peu de molécules, ce qui tend a faciliter son utilisation en tant
qu’adultérant. Néanmoins, le 5-3-caréne parait relativement spécifique a cette huile essentielle
et sa présence constitue un premier indice pour identifier une coupe a I'orange. Ce n’est pour-
tant pas une preuve absolue, car il n’est pas systématiquement présent en teneur significative
dans I'huile essentielle d’orange. De plus, il a été démontré que certaines variétés de citron, de
mandarine ou de pamplemousse par exemple en contiennent de faibles teneurs a I’état naturel
[25, 44, 54, 60, 65, 72, 73, 101].

[’ajout d’huile essentielle d’orange ou seulement de terpénes est accompagné d’une variation
du profil moléculaire, mais qui n’est pas nécessairement évidente. Néanmoins, une baisse de la
teneur en [>-pinéne, y-terpinéne et une augmentation de la teneur en limoneéne et en aldéhydes
aliphatiques constituent un premier indice d’une coupe éventuelle par de I'huile essentielle
d’orange douce.

L’ajout d’huile essentielle distillée a partir des résidus d’écorces pressées est également par-
fois observé |56|. De la méme maniére, la variation de composition moléculaire engendrée permet
déja de suspecter la fraude. En effet, cette huile est trés différente de ’huile essentielle obtenue
par pression a froid . La période de stockage des écorces résiduelles et la distillation elle-méme,
entrainant des réactions chimiques dans des milieux acides aqueux et/ou chauffés, sont a I’ori-
gine de ces différences. Ces huiles possédent une fraction volatile plus importante. De fagon
générale, les esters, les sesquiterpénes et le citronnellal sont des composés mineurs dans ces
huiles, au contraire de certains alcools comme le linalol, le terpinen-4-ol et 1’ a-terpinéol qui eux
sont plus concentrés [57]. L’é¢tude des ratios terpinen-4-ol/citronnellal terpinen-4-ol/décanal
pourra indiquer la présence d’une coupe avec de I'huile distillée [57].

Les variations de composition moléculaire induites par ’adultération ne sont pas évidentes

a observer sans l'intervention d’un traitement statistique.
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Ainsi une étude statistique du profil moléculaire sera envisagée lors de cette étude, afin de
simplifier et fiabiliser la détection de la fraude.

Le développement d’analyses plus spécifiques permettra une détection affinée de la fraude
ainsi qu’'une meilleure compréhension de celle-ci.

D’aprés la littérature [99-102|, 'analyse chirale des terpénes, o-pinéne et sabinéne, permettra
d’identifier I’ajout d’une huile essentielle d’orange.

Malheureusement cette méthode ne s’adapte pas a 'huile essentielle de pamplemousse qui
posséde une chiralité trop proche de celle de 'orange. Ainsi d’autres analyses seront nécessaires.
La chiralité de 'a-terpinéol et du linalol a été étudiée chez certains agrumes par Dugo et al
[102], la méthode sera donc testée sur les agrumes étudiés ici. Aussi, il été a démontré par H.
Casabianca et Tran Thi [122|, que la chiralité du citronnellal différe dans les huiles essentielles
d’orange et de citron. L’étude sera donc étendue a tous les agrumes sauf a la bergamote dont
la teneur en citronnellal est plus faible.

[’étude énantiomérique du linalol pourrait permettre la détection d’ajout d’huile essentielle
distillée. H. Casabianca et J.B Graff démontrent la fragilité du linalol se racémisant dans les
huiles essentielles & pH acide et a température ambiante [106]. Cependant Dugo et Al. rap-
portent que la chiralité du linalol est trés peu affectée par la distillation dans les citrus [102].

Dans certains cas ’addition de produits naturels ou synthétiques est nécessaire a la pré-
servation de la qualité olfactive de I’huile essentielle et aussi a sa conformité a la norme. Ces
ajouts peuvent également avoir lieu pour compenser une premiére adultération. La détection
de ces ajouts ne sera pas nécessairement aisée car il peut s’agir de faible quantité. Pour ce type
de fraude, I'analyse chirale ou isotopique des composés a fort pouvoir olfactif sera importante.
Ainsi le développement des analyses isotopiques des aldéhydes, du N-méthyl anthranilate de
méthyle, du linalol et de l'acétate de linalyle ainsi que du citral, des acétates de néryle et
géranyle sera envisagé.

Dans le but de démontrer ’ajout d’orange dans le pamplemousse, 'intérét de I'analyse iso-

topique des terpénes a été étudié et étendu a tous les citrus.

[analyse des polymethoxyflavones (PMF) a été envisagée, bien que la littérature expose
principalement 'ajout d’huiles distillées ou de terpénes d’orange [56]. Dans ces cas 1a, le profil
des PMF reste inchangé mais une détection de la dilution de la fraction lourde par ATG ou
plus précisément la dilution spécifique des PMF (GC-FID) pourra étre détectée. En cas d’ajout
d’huile essentielle d’orange non défurocoumarinée alors le profil des PMF de I’huile essentielle
de citrus sera modifié. Aussi les teneurs relatives pour chaque PMF sont différentes selon la
variété du citrus, donc I'établissement du profil des PMF pourrait permettre de faire la distinc-

tion entre les différentes variétés de fruit (ex : orange valencia et orange sanguine) |1, 4-21].
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La technologie proche infrarouge a connu une croissante utilisation dans le domaine de
I’agroalimentaire. Cette technique est aussi utilisée pour I'étude de certaines huiles essentielles.
Ainsi différentes espéces de menthe, de basillic, de citrus ou encore de lamiacées ont été dis-
criminées & 'aide de cette technique. D’aprés l'auteur, cette technique pourrait remplacer la
chromatographie gazeuse pour le controle qualité des huiles essentielles car moins onéreuse et
plus rapide. Le plus souvent cette technique est utilisée comme une méthode quantitative de
certains composés comme le limonéne, le myrcéne et aldéhydes. LLe méme auteur rapporte que
dans le cas des citrus, la spectroscopie en moyen infra-rouge serait plus performante. En effet les
signaux des composés caractéristiques sont mieux résolus car il s’agit des bandes d’absorption
fondamentales et non harmoniques [107].

D’aprés Hubert Joe et al [108] la détection et la quantification de 1'adultération du san-
talum album par I'huile de castor est rendue possible par cette technique. Cependant aucune
publication n’est connue sur 'utilisation de cette technique pour la détection de la fraude des
citrus. En ce qui concerne, les lavandes et lavandins super, des travaux internes au laboratoire
montrent que cette technique est intéressante pour la détection rapide de la fraude chez les

lamiacées.

3.2.1.1 Huile essentielle de bergamote

Il existe plusieurs types d’adultération de I'huile de bergamote, a savoir 'ajout :

— d’huile essentielle d’orange douce ou terpénes d’orange (citrus sinensis)

— d’huile essentielle de citron

— de composés caractéristiques de 'huile pour compenser la dilution (ex : linalol et acétate
de linalyle)

— de linalol provenant d’huile essentielle de ho wood/shiuh (cinnamomum spp.)

— d’huile essentielle de ho wood acétylée

d’huile essentielle d’orange amére (citrus aurantium)

En complément des analyses citées dans la section 3.2.1, I'étude de la chiralité du linalol et
acétate de linalyle permet de vérifier qu’il n’y a pas eu d’ajout de molécules de synthése, mais
ne permet pas de détecter I'ajout de ho wood. Pour I'analyse du profil GC-FID, il existe des
molécules spécifiques du ho wood telles que le gaiacol, le Z-rose-oxyde, le plinol A, le plinol
C, le méthyl chavicol (estragol), cependant leur concentration (0,2% pour les plinol A et C
pour les plus concentrées), sont probablement trop faibles pour détecter une coupe. Une étude
isotopique serait sans doute nécessaire.

Egalement, en cas d’ajout d’huile essentielle de bergamote reconstituée, d’huile essentielle

d’orange douce ou de terpénes d’orange, une dilution des linalol et acétate de linalyle est
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observée. Dans ce cas I'huile essentielle perd de sa qualité olfactive et surtout elle peut ne
plus correspondre a la norme. L’ajout de linalol et acétate de linalyle s’impose alors. Le profil
en GC-FID pourra éventuellement permettre la détection de produits secondaires issus de la
synthése du linalol (dihydrolinalol et dehydrolinalol), mais cela se révéle parfois impossible,
alors I'analyse chirale est indispensable [109, 110].

L’huile essentielle d’orange amére est quant a elle onéreuse, donc a priori son utilisation
présente peu d’intérét pour la fraude. De plus, les teneurs relatives de ces composés sont rela-
tivement différentes, ce qui rendrait la coupe peu discréte [55, 60, 99-103, 106, 108-114].

3.2.1.2 Huile essentielle de citron

Les adultérations possibles du citron sont notamment les ajouts de :

terpénes d’orange

— huile essentielle de citron distillée a partir des déchets de péricarpe pouvant étre accom-
pagné d’ajout d’huile de lime ou pamplemousse pour augmenter I"absorbance UV.
huile essentielle reconstituée a partir d’huile d’orange douce distillée et de composés syn-

thétiques olfactivement importants (citral, citronnellal)

[’analyse GC-MS de la fraction lourde pourra permettre la détection de traces d’aurapténe,
furocoumarine spécifique au pamplemousse, ce qui est d’aprés la D. Mchale et J.B sheridan,
S.H. Vannier and W.L. Stanley [22, 123|, significatif d'une coupe a 'huile essentielle distillée. En
effet, une essence de citron distillée mélangée a celle de citron réduit ’absorbance UV de cette
huile et I'ajout de faible quantité d’huile essentielle de pamplemousse pourrait compenser cela.
Cependant cette méthode n’est pas adaptée aux huiles essentielles de citron défurocoumarinées
[55, 62, 63, 99-103, 115-121].

3.2.1.3 Huile essentielle de mandarine

Il existe de nombreux cultivars et hybrides de mandarines de part le monde. Le chémotype
de ces différentes variétés est nécessairement proche de celui de la mandarine car elles sont

biologiquement liées [11, 69, 125].
Les fraudes possibles sont des ajouts de :

— terpénes d’orange
— mandarine distillée a partir des déchets de péricarpe
huile reconstituée a partir d’huile d’orange distillée et de produits synthétiques olfactive-

ment importants.
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— N-méthyl anthranilate de méthyle provenant du mandarinier petit-grain, qui contient
environ 50% de cette molécule.

— tangerine (Citrus reticulata ‘Tangerina’) mélangée a du y-terpinéne, N-méthyl anthrani-
late de méthyl, a-sinensal et perillaldéhyde

— utilisation d’hybrides différents

La tangerine et la mandarine proviennent toutes les deux du citrus reticulata blanco mais
sont des huiles essentielles de compositions différentes car elles proviennent de deux cultivars et
d’origines géographiques bien distincts. La tangerine est plus cireuse que la mandarine, I’analyse
ATG, ainsi que I'analyse des PMF pourront étre révélatrices d'une huile de tangerine modifiée,
ou de I'utilisation d’un hybride différent (clémentine). Cependant la concentration en limonéne
de la tangerine et de la clémentine paraissent bien supérieure a celui de la mandarine [124, 126].

[’ajout d’a-sinensal est peu probable tant il est difficile de se procurer ce standard. De plus
son cott limite son intérét pour la fraude [43, 55, 65, 68, 99, 100, 103, 115, 121, 123-128|.

3.2.1.4 Huile essentielle de pamplemousse

En ce qui concerne le pamplemousse, il n’y a que trés peu de publications sur son adultération
car il est aujourd’hui impossible de la détecter. La composition de 'huile essentielle d’orange
et de pamplemousse sont tellement proches qu’il est impossible d’observer une quelconque
variation de composition moléculaire. Aussi la détection de la fraude est complexe du fait de la
variabilité naturelle du pamplemousse, et de l’existence de nombreux hybrides [64, 71-73, 121].

Les méthodes développées en début de ce chapitre seront appliquées aux échantillons d’huile

essentielle de pamplemousse afin d’évaluer leur pertinence.

3.2.2 Les Lamiacées
3.2.2.1 Huile essentielle de lavande fine

La lavande fine produit une huile essentielle onéreuse, il existe donc aussi de nombreuses
fraudes [55, 103, 108, 112, 129-132], comme l'ajout de :

— huile essentielle de lavandin moins chére (ex : lavandin super)
huile essentielle de « spike lavander » (lavandula latifolia)
— huile essentielle de ho wood modifiée ou acétylée

— linalol et acétate de linalyle synthétiques

Pour détecter la fraude, 'analyse chirale du linalol, acétate de linalyle et acétate de lavandulyle

est importante. Par contre, la chiralité du linalol et du ho wood est trop proche de celle du
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linalol pour pouvoir les différencier. L’analyse isotopique est alors nécessaire pour compléter
I’étude.

En présence de distillation prolongée (2h), Iacétate de linalyle est en partie dégradé, puis les
produits de dégradation sont oxydés et forment entre autres du linalol racémique. On dit que
le linalol se racémise car le ratio énantiomérique peut baisser jusqu’a 85/15. C’est aussi le cas
en milieu acide et a température ambiante [106]. L’ajout de produit synthétique ne pourra étre
certifié qu’en cas d’un excés énantiomérique inférieur a 85 % de 'isomére majoritaire [133]. Le
profil en GC-FID pourra éventuellement permettre la détection de produits secondaires issus de
la synthése du linalol (dihydrolinalol et dehydrolinalol), mais cela se révéle parfois impossible,

alors I'analyse chirale est indispensable [109, 110].
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3.3 Synthése
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TABLE 3.1: Tableau de syntése de la stratégie analytique




Chapitre 4

Matériels et méthodes

4.1 Echantillonnage

Les échantillons proviennent fournisseurs ou producteurs trés différents. Les huiles essen-
tielles extraites au laboratoire sont issues de fruits provenant de commerce tels que Monoprix,
Carrefour, Biocoop, La vie claire. un lot de citrons et de mandarines et deux lots de bergamotes
ont été obtenus de producteurs d’huile essentielle. Enfin, 'INRA de Corse nous a fait parvenir
des huiles essentielles de citrus issues de leurs propres cultures et obtenues par centrifugation

des zestes.

A partir de cet échantillonnage, nous avons identifié des échantillons authentiques appelés
références. Ces échantillons proviennent, la plupart du temps, directemment de producteurs, car
ce sont les sources plus siires. De plus, pour les huiles essentielles de lavandes, une collaboration
avec un producteur a été mis en place, afin de fiabiliser les approvisionnement. De la méme
maniére, dans le cadre de I'étude des huiles essentielles de citrus, des fournisseurs ont collaboré
dans le but d’obtenir un échantillonage fiable.

Ces échantillons ont été produits a des périodes de récolte variées de 2009 a 2012, de ma-
niére a ce qu’ils constituent un échantillonnage représentatif. Ils correspondent en tout point
a la norme AFNOR (sauf exception) et ils ne doivent pas présenter de résultats suspects pour
les analyses chirales ou isotopiques. Les autres échantillons sont désignés comme échantillons

commerciaux.
Afin de créer des modéles statistiques et d’interpréter les résultats des échantillons com-
merciaux, des échantillons ont été adultérés au laboratoire. Ainsi, quand cela est pertinent, des

additions de 5-10-20 % ont été effectuées sur des huiles essentielles de citrus :

— huile essentielle d’orange issue de 'expression ou de I'hydro-distillation. L’ajout de ter-

87
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pénes d’orange a été calculé théoriquement dans des huiles essentielles de mandarine et
citron.

— huile essentielle d’agrume hydro-distillée, d’huile essentielle de citron, de lime

Aux échantillons de bergamote et lavande, 5 ou 8 % d’huile essentielle de ho wood ont été
ajouteés.

[’ajout d’huile essentielle de ho wood acétylée a été calculé théoriquement par ajout de 5
% de linalol et 8 % d’acétate de linalyle.

Ensuite en complément, des ajouts de diverses teneurs (Annexe 1) de linalol, d’acétate de
linalyle, de citral, d’acétate de géranyle ainsi que de NMAM ont été effectués sur des échantillons
authentiques d’origine Italie mais aussi Espagne ou Cote d’Ivoire dans le cas de I'huile essentielle
de citron. Enfin, selon la publication de E.M. Gaydou, J.P Bianchini, and R.P Randriamiharisoa
[7], des coupes théoriques ont été calculées a partir d'un profil d’huile essentielle d’orange
contenant 1300 ppm de PMF, afin de pouvoir comparer ces résultats & ceux des échantillons
commerciaux. En effet, I’échantillonnage d’huile essentielle d’orange dont nous disposions ne
contenait que des huiles essentielles plus riches en PMF.

La codification suivante des échantillons a été mise en place :
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Codes échantillons d’orange

REF Origine Remarques
DEB1 Bresil
oBZ Bresil
OB3 Bresil
CB4 Brésil
DBS brésil
DJCHER Costa Rica
DOCRY Costa Rica
CEWE Espagne Walence)
CEWY valencia
oo italie
o111 s-df italie sanguine/défurocoumaring
0l12d ltalie douce
OI13s italie sanguine
O 4 s-df Mexigue sanguine/défurocoumaring
i1 5-df inconnue
i1k Inconnue
oin? inconnue
Ci18-df Inconnue Bio
Ji19 incanhue
0i20 inconnue terpeéne extrait 019
o1 Inconnue
022 inconnuUe
i3t inconnue deterpénee
Di24-hd Inconnue hydro-distillée
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Codes échantillons de bergamote
REF Origine Remarques
Bl1-R [talie Référence
BI2-R ltalie Référence
Bl3-R ltalie Référence
Bl4-F Eguateur |type lalie Référence
BI5-R ltalig Référence
Bls-R ltalie Référence
BlY-R [talie Référence
Bl ltalig Référence
Bl ltalie
BlI10 ltalie
Bl11 ltalig
Bl12 ltalie hin
Bl13 [talie
BI14-df ltalig défurocournaringe a froid
Bl15 ltalie
Bl1h [talie
BI17 ltalie défurocournaringe & froid
B4 ltalie défurocournaringe a froid
Bl19 ltalie défurocoumarinée a froid
BI20-df [talie défurocoumarinége a froid
Bl21 ltalie
BI22-df [talie basse teneur en furocoumarines
BlI23 ltalie
Bl24 ltalie
Bl25 ltalie
BI2R ltalie
BIZ7-df ltalie
BI23-df ltalie défurocournaringe a froid
BI29-df ltalie
BI30-df ltalie
BI31-df ltalie défurocournaringe a froid
BI32-df [talie incolore
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BIC33-5 ltaliz  |&chantillon 1 +5 % d'HE orange
BIC34-10 ltalie  |échantillon 1 +10 % dHE orange
BIC35-20 ltalie  |échantillon 1 +20 % dHE orange
BIC3E-10+1std ltalie  |échantillon 1 +10 % d'HE orange + 3% linalol + 3% acétate de linalyle
BIC37-10+2std ltalie  |échantillon 1 +10 % d'HE orange +7 % linalol +12 % acétate de linalyle
BIC35-5 ltalie  |&chantillon 3 +5 % d'HE orange
BIC33-10 ltalie  |échantillon 3 +10 % dHE orange
BlC40-20 talie  |Echantillon 3 +20 % d'HE orange
BIC41-10+1std ltalie  |échantillon 3 +10 % d'HE orange + 3% linalol + 3% acétate de linalyle
BICA2-10+1 std ltalie  |échantillon 3 + 10 % d'HE orange + 7% linalol +12% acétate de linalyle
BIC43-5 ltalie  |&chantillon 2 +5 % d'HE orange
BlC44-10 talie  |&chantillon 2 +10 % d'HE orange
BIC45-20 ltalie  |&chantillon 2 +20 % dHE orange
BICAE-10+1std ltalie  |échantillon 2 + 10 % d'HE orange + 3% linalal + 3% acétate de linalyle
BIC47-10+2std ltalie  |échantillon 2 +10 % d'HE orange+7 % linalol +12% acétate de linalyle
BICcd3-5 ltalie  |échantillon 3+ 5 % d'HE citran
BICcd3-10 ltalie  |échantillon 3+ 10 % d'HE citron
BICca0-20 ltalie  |échantillon 3+ 20 % d'HE citran
BICcH1-10+1std ltalie  |échantillon 3+ 10 % d'HE citron + 3% linalol + 3% acétate de linalyle
BlCca2-10+2std ltalie  |échantillon 3+ 10 % d'HE citron +7 % linalal +12 % acetate de linalyle
BICcA3-5 ltalie  |échantillon 2 +5 % d'HE citron
BlCca4-10 ltalie  |échantillon 2 +10 % d'HE citron
BICcA5-20 talie  |Echantillon 2 +20 % d'HE citron
ElCcaE-10+1std ltalie  |échantillon 2 + 10 % dHE citron + 3% linalal + 3% acetate de linalyle
BICcS7-10+2std ltalie  |échantillon 2 +10 % d'HE citron + 7 % linalol +12% acétate de linalyle
BICAE-10-HYW1 ltalie  |échantillon 3 +10 % d'HE orange + 5% ho wood
BICAY-10-BHWW ac|  Italie  |&chantillon 3 +10 % d'HE orange + 8% hoac
BICED-10-HYW1 ltalie  |échantillon 2 +10 % d'HE orange + 5% ho wood
BICET-10-BHWWac|  Italie  |&chantillon 2 +10 % d'HE orange + 8% hoac
BICE2-10-HYW1 ltalie  |échantillon 3 + 10 % dHE cit + 5% ho wood
BICE3-10-BHWW7ac|  Italie  |&chantillon 3 +10 % d'HE cit + 8% hoac
BICE4-10-HYW1 ltalie  |échantillon 2 +10 % dHE cit + 5% ho wood
BICES-10-BHYW7ac|  Italie  |&chantillon 2 +10 % d'HE cit + 8% hoac
BlI5Gdt ltalie  |déterpénee
BILEY ltalie  |extrait au labaratoire
BILES-F ltalie  |extrait au labaratoire Feférence
BCRY ltalie  |extrait INEA Corse
BCI70 Chte d'lvaoire
BAY Argenting
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Codes échantillons de citron

REF Origine Remarques
Cldf-R ltalie Défurocoumaringe Reférence
Cl2a-R ltalie Citran d'autamne Référence
C13h-R Italie Citron d'hiver Refarance
Cldp-R ltalie Citron de Printemps Référence
Clae-R ltalie Citron d'éte Reférence
Cleh-R ltalie Citran d'hiver Défurocoumarninge Héférence
CI7-R Italie Bio Reférence
Cla3-R ltalie REférence
CI9-F ltalie Référence
CIO-R ltalie Héférence
CI1-R ltalie REférence
CH2-R ltalie Reférence
CH3-R ltalie Référence
CH4-R Italie Reférence
CI5-df ltalie Défurocournaringe

CIG ltalie Défurocoumarings
CIT7-df ltalie Défurocoumnarngée
CI18-df ltalie Défurocoumaringe

C19 ltalie
CI20-df ltalie Défurocoumaringe
CI21-df Italie Défurocourmaringe
Cl22-df ltalie Défurocournaringe

Cl23 Italie

Cl24 Italie

CI25 Italie
CI26-df ltalie Défurocoumaringe

CI27 Italie

Cl2a Italie
CI29-df ltalie Défurocournaringe
CI30-df ltalie Défurocoumaringe

C[31 Italie

C[32 italie

Cl33m meéditerranee

CIL34 Italie
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CIC36-1 ltalie echantillon 2 +1 % dHE arange

CIC37-5 ltalie echantillon 2 +5 % dHE arange

CIC38-10 ltalie echantillon 2 + 10 % d'HE orange

CIC39-20 ltalie echantillon 2 +20 % d'HE orange

CIC40-5 ltalie echantillon 2 +5 % dHE arange hydrodistillée

CIC41-10 ltalie echantillon 2 + 10 % d'HE orange hydrodistillée

CIC42-20 ltalie echantillon 2 +20 % d'HE orange hydrodistillée

CIC43-5 ltalie echantillon 2 +5 % d'HE lime expression

CIC44-10 ltalie echantillon 2 + 10 % d'HE lime expression

CIC45-20 ltalie echantillon 2 +20 % d'HE lime expression

CIC4B-5 ltalie echantillon 2 + 5 % d'HE citron hydrodistillée

CIC47-10 ltalie echantillon 2 + 10 % d'HE citron hydrodistillée

CIC48-20 ltalie echantillon 2 +20 % d'HE citron hydrodistillée

CIC43-1 ltalie echantillon 2 + 1 % d'HE terpénes d'orange

CICE0-5 ltalie echantillon 2 +5 % dHE terpénes d'orange

CIC51-10 ltalie echantillon 2 + 10 % d'HE terpénes d'orange

CICA2-20 ltalie echantillon 2 + 20 % d'HE terpenes d'orange

CICE3-5 ltalie echantillon 10 +5 % d'HE citron hydrodistillée

CIC54-10 ltalie echantillon 10 + 10 % d'HE citron hydrodistillée

CICE5-20 ltalie echantillon 10 + 20 % d'HE citron hydrodistillée

CICEE-5 ltalie echantillon 10 +5 % d'HE orange

CICE7-10 ltalie echantillon 10 +10 % d'HE orange

CICAE-20 ltalie echantillon 10 + 20 % d'HE orange

CICES-5 ltalie echantillon 10 +5 % d'HE orange hydrodistillée

CICED-10 ltalie echantillon 10 + 10 % d'HE orange hydrodistillée

CICH1-20 ltalie echantillon 10 + 20 % d'HE orange hydrodistillée

CICE2-5 ltalie echantillon 5 +5 % dHE citron hydradistillée

CICE3-10 ltalie echantillon 5 + 10 % d'HE citron hydrodistillée

CICE4-20 ltalie echantillon 5 +20 % d'HE citron hydrodistillée

CICES-5 ltalie echantillon 5 +5 % dHE arange

CICEE-10 ltalie echantillon 5 + 10 % d'HE orange

CICEY-20 ltalie echantillon & + 20 % d'HE orange

CICEE-5 ltalie echantillon 5 +5 % dHE arange hydrodistillée

CICE9-10 ltalie echantillon 5 + 10 % d'HE orange hydrodistillée

CICY0-20 ltalie echantillon & + 20 % d'HE orange hydrodistillée

CICT1-20+H0 Astd [talie echantillon 10 + 20 % d'HE orange +0 5% citral
CICT2-20+1std+H] 2gac ltalie echantillon 10 + 20 % d'HE orange + 1% citral
CICY3-20+1 std ltalie echantillon 10 + 20 % d'HE orange hydrodistillée + 1% citral

CIC74-20+1 std+H] 2oac [talie échantillon 2 +20 % d'HE orange + 1% citral
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CIC75-20+1std ltalie échantillon 2 + 20 % d'HE orange hydrodistillée + 1% citral
CICYE-204H) Astd [talie échantillon 2 + 20 % d'HE orange + 05 ul citral
CICT7-20+1std+) 2gac ltalie échantillon 2 + 20 % d'HE citron hydrodistillée + 1% citral +0,2% acétate de géranyle
CICTE-20+1std+) 2gac ltalie échantillon 2 + 20 % dHE lime expression + 1% citral +0 2% acétate de géranyle
CIC79+1 std ltalie échantillon 5 + 1% citral
CICE0+1 std+) 2gac ltalie échantillon 5 + 1%citral +0,2% acétate de géranyle
CAST Argentine
CAZ-df Argentine  |Défurocoumaringe
CAS3 Argentine
CAZ4 Argentine
CAZS Argentine  [Non Bia
CClg6 Cote d'ivoire
CCIg?-df inconnu_ |Défurocaumarinée
CClE3+1std+) 2gac | Cote d'ivoire
CIg5-df Bresil  |Bio
Clis0 inconny
Chid inconnu
clig2 inconny
CE93 Espagne
CES4 Espagne
CE%5 Espagne
CE%R Espagne
CER-A Espagne  |échantillon 85 +5 % d'HE orange
CESE-10 Espagne  |échantillon 95 + 10 % d'HE orange
CES3-20 Espagne  |échantillon 86+ 20 % dHE orange
CE100+1 stdH] 2gac Espagne  |échantillon 34 + 1% citral + 0 2% acétate de geranyle
CELID Espagne  |extraite au laboratoire
CELIDZ Espagne  |extraite au laboratoire
CEL1DZ-D Espagne  |extraite au laboratoire et laisse & la lumiére et I'air 4 30-40°C pendant quelgues semaines
CELI03 Espagne  |extraite au laboratoire
CEL104 Espagne  |extraite au laboratoire
CEL1DS Espagne  |extraite au laboratoire
CEL10B-hd Espagne  |distillée au laboratoire
ccio? corgse  |extrait INRA-Corse
CC10s corse extrait INRA-Corse
ClN0Sdt ltalie déterpénée
CI10dt ltalie déterpénée
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Codes échantillons de mandarine
REF Origine Remarques
IR ltalie  |rouge Féférence
WI2J-R ltalie  [jaune Féférence
kI3-F ltalie  |rouge Référence
flldv-R ltalie  [verte Féférence
ISR ltalie  [jaune Féférence
WIGj-F ltalie  [jaune Féférance
M7 ltalie  |verte Reference
MlIBv-F ltalie  [verte Féférence
WIZj-R ltalie  [jaune Féférence
WI10}-R ltalie  [jaune Féférance
k1R ltalie  |rouge
MIZ) ltalie  [jaune
M3 ltaliefbrésil
tl14-df Italie
hl15-df Italie
MI1E] ltalie  [jaune
AT j-df ltalie  [jaune
Ml By-if [talie  |verte
hI13 Italie
W20 Italie
M2 1-df Italie
W22 ltalie  [jaune
hAI23-df Italie
MICm24-5 ltalie  [achantillon 2 +5 % d'HE mandarnine hydrodistillée
MICm25-10 ltalie  [échantillon 2 + 10 % d'HE mandarine hydrodistillée
MICm2E-20 ltalie  [achantillon 2 +20 % d'HE mandarine hydrodistillée
MICm27-5 ltalie  |échantillon B +5 % d'HE mandarine hydrodistillée
MICm28-10 ltalie  [achantillon & + 10 % d'HE mandarine hydrodistillée
MICm23-20 ltalie  [échantillon B + 20 % d'HE mandarine hydrodistillée
MICm30-5 ltalie  [achantillon 5 +5 % d'HE mandarine hydrodistillée
WICm31-10 ltalie  [échantillon & + 10 % d'HE mandarine hydrodistillée
MICm32-20 ltalie  [achantillon & + 20 % d'HE mandarine hydrodistillée
MIC33-5 ltalie  |échantillon 2 +5 % dHE orange
MIC34-10 ltalie  [achantillon 2 + 10 % d'HE orange
WIC35-20 [talie  [échantillon 2 +20 % d'HE orange
MICHEE-5 ltalie  |échantillon 2 +5 % d'HE feuille de mandarinier extrait au labaratoire
MICo37-5 ltalie  [achantillon 2 +5 % d'HE orange hydrodistillée
MICo38-10 ltalie  [achantillon 2 + 10 % d'HE orange hydrodistillée
WICo35-20 ltalie  [achantillon 2 + 20 % d'HE orange hydrodistillée
MICtod0-5 ltalie  |achantillon 2 +5 % d'HE terpénes d'orange
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MICtod1-10 ltalie  |échantillon 2 +10 % d'HE terpénes d'orange
MlCtod2-20 ltalie  |achantillon 2 + 20 % d'HE terpénes d'orange
MWICtod3-5 ltalie  |achantillon B +5 % d'HE terpénes d'orange
MICtod4-10 ltalie  |achantillan B + 10 % d'HE terpénes d'orange
MICtod5-20 ltalie  |échantillon B +20 % d'HE terpénes d'orange
MICtod5-5 ltalie  |échantillon 5 +5 % d'HE terpénes d'orange
MICtad7-10 ltalie  |achantillan & + 10 % d'HE terpanes d'orange
MICtod5-20 ltalie  |achantillan 5 + 20 % d'HE terpenes d'orange
MIC45-5 ltalie  |échantillon 6 +5 % dHE orange
MICS0-10 ltalie  |échantillon & +10 % d'HE orange
MICS1-20 ltalie  [&chantillon B +20 % d'HE orange
MICa52-5 ltalie  |échantillon & +5 % d'HE orange hydrodistillée
MIC 05310 ltalie  |achantillan B + 10 % d'HE orange hydradistillge
MIC 054-20 ltalie  |achantillan B + 20 % d'HE orange hydradistillge
MICES-5 ltalie  |échantillon 5 +5 % dHE orange
MICSE-10 ltalie  [&chantillon 5 +10 % d'HE orange
MICS?-20 ltalie  [Echantillon 5 +20 % d'HE orange
MIC 0585 ltalie  |achantillon & +5 % d'HE arange hydrodistillae
MIC059-10 ltalie  |achantillan s + 10 % d'HE orange hydradistillge
MIC o020 ltalie  |achantillan 5 + 20 % d'HE orange hydradistillge
MWICET-10+H). 4std ltalie  |échantillon 2 +10 % d'HE orange +0.4% NMAM
MIE2+. 4 std ltalie  |échantillon 2 +0.4% NhAM
MILE3-hd ltalie |distillée au laboratoire
MIE4-hd ltalie  [distillée
MILES ltalie  |extraite au laborataire
Ml AbE-df Argentine
AR | Argenting |jaune
MARD Argenting
Ml ABS Argantine
BT Oy Brasil  |verte
MET 1y Bresil  |verte
MBT 2y Brésil |verte
MET 3w Brésil  |verte
MBY 4 Brésil
MB7S Brésil
MCETB-10 echantillon 75 + 10 % d'HE arange
ML Corse  [échantillon extrait par I1NRA corse
MFCY8 Corse  |feuille
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Codes échantillons de pamplemousse
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REF Origine Remarques
A Argentine
PAZ Argentine
PAS Argentine
PA4 Argentine
PCA Cuba
PFE Floride
PF? Floride
PUSA USA
PLS9-df LSA Défurncaurmatinée
PUSI0 USA
PUS11 USA
PP12-df Paraguay  |Défurocoumatinge
PP13-df Paraguay  |Bio/Défurocoumaringe
P14 Izrael
P15 Izrael
PASTE Aftigque du Sud
PASTY Aftigque du Sud
Fi15
Fi1s
Pi20-df Defuracoumarinée
Pi21
PiZd
PiZ3 Bio
PiC24-5
PiC25-10
PiC26-20
PIiC27-5
PiC25-10
PiC23-20
PUSL30 Floride Extrait au laboratoire
PUSL3 USA Extrait au laboratoire
PC32 Carse INRA-Carse
PC33 Carse INRA-Carse
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Codes échantillons de lavande
REF Origine Remarques
LF1-R France Référence
LFZ-R France Référence
LF3-R France Référence
LF4-R France Référence
LF5-R France Référence
LFE-R France Référence
LF7-R France Référence
LF5-R France Référence
LFS France
LF10 France
LF11 France
LF12 France
LF13 France
LF14 France
LF15 France
LF1B France
LF17 France
LF15 France [bio
LF18 France
LFC20-5 France |échantillon 2+5% d'HE Lavandin super
LFC21-10 France [Echantillon 2+10% d'HE Lavandin super
LFC22-20 France [échantillon 2+20% d'HE Lavandin super
LFC23-5-55td | France |&chantillon 2 + 5% d'HE Lavandin super +5% linalal + acétate de linalyle
LFC24-5-Bstd | France |&chantillon 2 + 5% d'HE Lavandin super + 8% linalal + acétate de linalyle
LFC25-10-55td | France [échantillon 2 +10% d'HE Lavandin super + 5% linalal + acétate de linalyle
LFC26-10-85td | France |échantillon 2 +10% d'HE Lavandin super + 8% linalol + acétate de linalyle
LFC27-20-55td | France |échantillon 2 +20% d'HE Lavandin super +5% linalal + acétate de linalyle
LFC28-20-85td | France |é&chantillon 2 +20% d'HE Lavandin super + 8% linalal + acétate de linalyle
LFC29-5std France |échantillon 2 +5% linalol + acétate de linalyle
LFC30-3std France |échantillon 2 + 8% linalol + acétate de linalyle
LFC31-5lin
LFC32-8linac
LFC33-5 échantillon 3+5% d'HE Lavandin super
LFC34-10 échantillon 3+10% d'HE Lavandin super
LFC35-20 échantillon 3+20% d'HE Lavandin super
LFC36-5-55td échantillon 3 + 5% d'HE Lavandin super + 5% linalol + acetate de linalyle
LFC37-5-Bstd échantillon 3 + 5% d'HE Lavandin super + 8% linalal + acétate de linalyle
LFC38-10-5std échantillon 3 +10% d'HE Lavandin super + 5% linalal + acétate de linalyle
LFC35-10-8std échantillon 3 +10% d'HE Lavandin super + 8% linalal + acétate de linalyle
LFC40-20-55td échantillon 3 + 20% d'HE Lavandin super + 5% linalol + acétate de linalyle
LFC41-20-8std échantillon 3 + 20% d'HE Lavandin super + 8% linalol + acétate de linalyle
LFC42-55td
LFC43-3std
LFC44-5lin
LFC45-Glinac
LF4R France [Clone C1550
LB47 Bulgarie
LFASy échantillon b laissé 3 la lumiére et 'air 4 30-40°C pendant quelques semaines
LF49-6shiu échantillon 6+ B%shiu
LF50-12shiu échantillon 6+ 12%shiu
LF51-1Bshiu échantillon B+ 16%shiu
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Codes échantillons de lavandin super

REF Origine Remarques
L5F1 France
LZF2 France
L=F3 France
L=F4 France
LSFS France
LSFGE France
LSFY France
L=F3 France
L=F9 France
L=F10 France
LSF11 France
LSF12 France
LS5F13 France
LSF14 France
LSF15 France
L=F1R France
LSF17 France
LSF18 France
LSF19 France
LSF20 France
LSF21 France
L=F22 France
LSF23 France
LSF24 France
LSF25 France
LSF2E France
LSFZY France
L5F28 France
LSF29 France
LSF30 France
LSF31 France
LSF32 France
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Codes échantillons de ho wood
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REF Origine Remarques
H\'1 Japon
HYW2 Japan
Hy3 Chine
Hid Chine
Hvww5 Chine  |échantillon B + 20% de linalol
HvwG Chine
Hw\7-20std Chine  |échantillon B acétylé
échantillon B + 20% de linalal- acétyle
Hiach Chine
HvWac2-20std Chine

Les fruits ont été extraits des maniéres suivantes

Extraction par solvants :

Les zestes de fruit sont placés dans un bécher de 500 mL avec 300 mL d’un mélange pentane/éther

80/20. Le mélange est ensuite placé sous agitation magnétique puis filtré et ensuite évaporé a

60°C a pression atmosphérique. L’opération est répétée trois fois afin d’obtenir un meilleur

rendement.

Hydro-distillation :

Les zestes de fruits ont été placés dans un ballon rempli d’eau portée a ébullition. La vapeur

d’eau entraine les molécules volatiles qui sont condensées dans le réfrigérant a eau, puis collec-

tées dans une ampoule & décanter. La distillation des zestes est maintenue pendant minimum
1h apreés le début de I’ébullition.
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Phase organique : huile essentielle

Eau + zestes FPhase agqueuse

FIGURE 4.1: Schéma du matériel expérimental pour la distillation des zestes d’agrumes

4.2 Préparation d’échantillons

Un fractionnement sur gel de silice est nécessaire pour purifier ou concentrer certains échan-
tillons. Ainsi les analyses énantiomériques des terpénes, du citronnellal, du linalol et de I’a-
terpinéol des citrus nécessitent une purification préalable, afin de réduire le risque de coélution
et d’éliminer les composés lourds pouvant endommager les colonnes chirales, qui ne sont pas
des colonnes greffées. Ce n’est pas le cas pour les analyses du linalol et acétate de linalyle dont
I'importante concentration dans les échantillons permet 1’analyse sans purification préalable.

L’énantiomére S de I'acétate de lavandulyle est masqué par la présence de terpinéne-4-ol.

Le fractionnement sur silice est donc requis.
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Fractionnement sur silice : chromatographie flash
Les solvants sont adaptés selon ’huile essentielle étudiée et le type de fractionnement souhaité.

Mode opératoire :

¢— Flux d"Azote

Ampoule &
décanter 30 mL

Galvant
Echantillon

#—— Gel de silice

|

FIGURE 4.2: Schéma d’une ampoule a décanter utilisée comme colonne de séparation de chromatogra-

phie flash

Le solvant, suivant sa polarité, élue plus ou moins les molécules. Il est donc adapté a la
séparation voulue. Il convient aussi d’ajuster la quantité de solvant au fractionnement désiré et
a la quantité d’échantillon de départ a purifier. Le fractionnement est effectué sur gel de silice
(chroma gel 200 — 400 Mesh) placé dans une ampoule a décanter en verre. La méthodologie est
développée avec un volume de silice et de solvant fixe.

Ce fractionnement n’influence pas 'excés énantiomérique, mais peut en revanche entrainer
un fractionnement isotopique. En effet si la totalité de la molécule n’est pas extraite, le rapport
isotopique est modifié car I'élution de l'isotope lourd est privilégiée.

Les différents éluants utilisés sont, purs (distillés au laboratoire) ou en mélange, par ordre
de polarité, le pentane, le dichlorométhane, I’éther, et le méthanol. Le choix de ces éluants

permet d’obtenir avec une relative précision, quatre fractions différentes :

apolaire (terpénes, sesquiterpénes. . .)
— moyennement polaire (aldéhydes, esters)
— polaire (alcools)

trés polaire (polyols, PMF)

Dans le tableau suivant sont synthétisées les conditions expérimentales pour obtenir le frac-

tionnement souhaité.
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Prise d essal

HE Molémles (uL Fractiom 1 FracthonZ Fracthon3
. . 100mL
Citms Terpéres 100 pentane
it sanf Citronrellal 100 W00l ) 000D pentane fther 595
bergamote pentans
Citms saf . - 100mL . .
b exzamote Linalol, e-terpirécl 100 pentane 100mL pentane fether 5125 100mL éther
Orange
Mandannre FMF 100 200ml dichloromeétans S0mL meéthanol
Pample mousse
WMAM 500 130mL 1 0000, pentane féther 9515
pehtane
Lamiacs B cdtate de 100 100mL 100mL 100mL
AMUALEES lavandulyle pentane | pentane dichlovométhane 85715 | dichlorométhane

TABLE 4.1: Conditions expérimentales utilisées lors des différentes purifications

Les fractions sont collectées dans des ballons de volume adapté, puis évaporées a pression
atmosphérique a 60°C, a I'exception du méthanol (PMF) qui nécessite le vide (trompe a eau).
Le résidu est repris avec 1 mL d’hexane ou d’acétone pour les PMF. Concernant le NMAM, le
but est d’obtenir un extrait concentré. L’évaporation de la totalité du solvant s’effectue donc
successivement dans des ballons de taille de plus en plus réduite afin de limiter la perte de

résidu et la quantité de solvant nécessaire a la récupération de la fraction.

4.3 L’analyse en GC-FID

La chromatographie en phase gazeuse associée a un détecteur a ionisation de flamme (GC-
FID) est I'outil utilisé pour I'identification des composés volatils constituant I’huile essentielle.

Les molécules sont identifiées par indices de rétention (cf chp 2.1).

Les appareils utilisés sont deux GC-FID 6890N de marque Agilent technologies (Santa Clara,
Etats-Unis) équipé d’une colonne apolaire et d’une colonne polaire. Pour I’analyse de la dégra-
dation des échantillons, le recours a la chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur
de masse (GC-MS 5975, Agilent technologies (Santa Clara, Etats-Unis)) a été nécessaire. Les
colonnes utilisées sont de phases identiques mais de dimensions différentes. Les programmations

ont alors di étre adaptées. Le gaz vecteur est I’hélium et la température d’injection est de 250 °C.

Sur colonne apolaire : HP1, 50m x 320pym x 0,25 ym (agilent technologies) la méthode chroma-
tographique est la suivante (Norme AFNOR NF T75-400).
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Méthode chromatographique :

Volume d’injection : 1 uL. d’huile essentielle pure
Injection split 120 :1

Pression constante : 13 psi

Programmation en température :

Echantillon : Huile essentielle pure

104

Sur colonne polaire : innowax 60m x 320um x 0,25 ym (agilent technologies) la méthode
chromatographique est la suivante (Norme AFNOR NF T75-400).

Méthode chromatographique :

Volume d’injection : 1 uL
Injection Split 100 :1
Débit constant : 1,3 mL/min

Programmation en température :

27Cimin

35 min

2 mit
2450

60°

Echantillon : Huile essentielle pure
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4.4 L’analyse chirale en GC-FID

Parameétres communs aux analyses chirales :

Appareillage :
GC-FID modéle 6890N (Agilent technologies (Santa Clara, United states))

Méthode chromatographique :
T° injecteur : 250°C
Volume d’injection : 1 uL

Gaz vecteur : Hy

4.4.1 Application a ’analyse chirale des terpénes o-pinéne et

sabinéne des citrus
4.4.1.1 Application a Panalyse de I’ a-pinéne

Colonne chirale : beta-Dex 325 (2,3-di-O-methyl-6-O-TBDMS-B-cyclodextrin) (25% dilué dans
poly(20% phenyl/80% dimethylsiloxane)) 30m x 250um x 0,25um (Supelco, Sigma-aldrich, St-
Louis, USA)

Méthode chromatographique :

Injection split 80 :1
Débit constant : 1,2 mL/min

Programmation en température :

175G

1*C/min 3 i
80 fmin

73
a0°C 10 min

Echantillon : purification préalable (cf. section 4.2)
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4.4.1.2 Application a analyse du sabinéne

Colonne chirale : Cyclosil B (hepatkis (2,3-di-O-methyl-6-O-t-butyl dimethylsilyl)-k-cyclodextrin)
30m x 250um x 0,25um (agilent technologies)

Méthode chromatographique :

Injection split 100 :1
Débit constant : 1,2 mL/min

Programmation en température :

- /ij .

2°C fmin

B0°C
400 50 min

Echantillon : purification préalable (cf. section 4.2)

4.4.2 Application a ’analyse chirale du citronnellal dans les citrus

Colonne chirale : HYDRODEX B-6TBDM ( heptakis-(2,3-di-O-methyl-6-O-t-butyldimethyl-
silyl)-B-cyclodextrin) (dilué dans du polysiloxane), 50m x 250pym x 0,25 pm (Macherey-Nagel,

Diiren, Allemagne)

Méthode chromatographique :
Injection split 50 :1 — 20 :1
Débit constant : 1,3 mL/min

Programmation en température :

120°C
67 i

120°C

63°C 10 it

Echantillon : purification préalable (cf. section 4.2)
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4.4.3 Application a ’analyse chirale du linalol dans les citrus

Colonne chirale : Cyclosil B (hepatkis (2,3-di-O-methyl-6-O-t-butyl dimethylsilyl)-k-cyclodextrin) (30%
dilué dans DB-1701) 30m x 250pm x 0,25um (agilent technologie)

Méthode chromatographique :

Injection split 60 :1
Débit constant : 1,2 mL/min

Programmation en température :

175°C
e Smn
6°C fmin

ElI A

G0ec 15 min

Echantillon : purification préalable (cf. section 4.2)

4.4.4 Application a I’analyse chirale de I’a-terpinéol dans les citrus

Colonne chirale : Cyclosil B (hepatkis (2,3-di-O-methyl-6-O-t-butyl dimethylsilyl)-k-cyclodextrin) (30%
dilué DB-1701) 30m x 250pm x 0,25um (agilent technologie)

Méthode chromatographique :

Injection split 60 :1
Débit constant : 1,2 mL/min

Programmation en température :

175%C
6°C fmin

130°C

63°C 10 tin

Echantillon : purification préalable (cf. section 4.2)
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4.4.5 Application a ’analyse chirale du linalol, acétates de linalyle

et lavandulyle dans la bergamote et les lamiacées

Colonne chirale : Sur colonne 6-tertiobutyl dimethylsilyl, 2x3 diethyl-B-cyclodextrine (50% di-
lué PS086) 25m x 250um x 0,25um (Méga, Legano, Italie)

Méthode chromatographique :

Injection split 100 : 1

Débit constant : 1,3 mL/min (programme a débit constant)

Programmation en température :

1752
loc.llmj_n /5 mm
67 it

1n0ec

63°0C 15 min

Echantillon : 0,5 uL. d’échantillon est dilué dans 1,5 mL d’éthanol pour I'analyse du linalol
et de 'acétate de linalyle. Par contre I'analyse de 'acétate de lavandulyle nécessite une purifi-

cation préalable (cf. section 4.2)

4.5 L’analyse en GC-MS

L’analyse GC-MS des huiles essentielles a été dans un premier temps utile a I'identification
des composés de dégradation. Ensuite les limites de I’analyse chirale unidimensionnelle ont été
partiellement palliées par I'utilisation de la GC-MS équipée d’une colonne chirale. L’analyse
des PMF a aussi été effectuée en GC-MS.

Parameétres communs aux analyses :

Appareillage : GC 6890N et 7890N couplé a un spectrométre masse 5975 quadripolaire en

mode d’ionisation par impact électronique 70eV (Agilent technologies)

Réglage de la source : Les températures de la source et du quadripdle sont respectivement

de 150°C et 230°C. Le gaz vecteur est & une pression de 36 psi. L’ionisation par impact électro-
nique 70eV. Deux modes sont utilisés au cours de I’étude : Total Ion Current (TIC) qui réalise
un scan de chaque molécule et Selected Ton Monitoring (SIM) focalisant les ions sélectionnés sur

une fenétre de temps donnée. Le mode scan est réglé tel que les masses de 35 a 500 uma soient
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balayées a une vitesse de 7,76 scan/s. Les banques de données utilisées pour 'identification
de molécules a partir de spectres de masses sont les bases NIST, WILEY et celle interne au

laboratoire.

Méthode chromatographique :
T° injecteur : 250°C
Ligne de transfert : 300°C

Gaz vecteur : He

4.5.1 Meéthode chromatographique GC-MS appliquée a I’analyse de
la fraction volatile des huiles essentielles sur colonne HP1
(apolaire)

Méthode chromatographique :

Volume d’injection : 0,2 uL
Injection split 100 :1
Débit constant : 1,3 mL/min

Programmation en température :

10 mmin
F"Cimin

280°C:
60°

Echantillon : Huile essentielle sans prétraitement
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4.5.2 Méthode chromatographique GC-MS appliquée a 1’analyse de
la fraction volatile des huiles essentielles sur colonne Innowax

(polaire)

Méthode chromatographique :

Volume d’injection : 0,2 uL
Injection Split 100 :1
Débit constant : 1,3 mL/min

Programmation en température :

35 min
3 Cimin

245°C

a0°c

Echantillon : Huile essentielle sans prétraitement

4.5.3 Méthode chromatographique GC-MS appliquée i 1’analyse des
PMF

Colonne moyennement polaire : DBXLB, 30m x 250uym x 0,25um Agilent Technologies

Méthode chromatographique :
T° injecteur : 320°C
Volume d’injection : 0,2 uL

Injection splitless pulsée

Débit constant : 1 mL/min

Programmation en température :

35T
15°C /min 5 min
: 153°C Fmin

00°C 12min
e 1 tuity
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Méthode SIM appliquée a I'analyse des PMF d’huiles essentielles de bergamote, mandarine,

pamplemousse et orange :

Voici les ions sélectionnés pour mettre la méthode SIM en place. Chaque groupe correspond a

une fenétre de temps disctinctes, afin de cibler chacunes des PMF et d’abaisser le bruit de fond.

Groupes | Masses ions (uma) 1 | Masses ions (uma) 2 | Masses ions (uma) 3
Groupe 1 371 387 402
Groupe 2 314 357 372
Groupe 3 284 327 342
Groupe 4 401 417 432
Groupe 5 371 387 402
Groupe 6 371 387 402
Groupe 7 313 357 372

TABLE 4.2: Ions sélectionnés pour la méthode SIM

Chaque groupe d’ions est analysé sur une fenétre de temps réduite car ces ions ne sont pas
parfaitement spécifiques des PMF. Les fenétres de temps doivent étre établies selon I'état de la

colonne.
Echantillon : huiles essentielles purifiées (cf section 4.2) pour les huiles essentielles de manda-
rine, pamplemousse et orange. Huiles essentielles sans prétraitement pour celles de bergamote

et citron.

Methode par extraction d’ion appliquée a I’huile essentielle de citron :

Une extraction des ions 327, 357, 387 et 417 est effectuée. Cette méthode d’exploitation a
permis d’abaisser la limite de détection et d’éliminer les coélutions présentes lors de la méthode
SCAN. Pour cet agrume, le mode SIM n’a pas été utilisés. En effet les teneurs variables en
PMF n’ont pas permis de sélectionner une fenétre de temps pour chaque molécule, adaptée a

tous les échantillons.

4.5.4 Méthode chromatographique GC-MS appliquée a ’analyse

chirale

Les méthodes chromatographiques sur colonnes chirales sont identiques a celles employées

en GC-FID. Seul le gaz vecteur est différent car le dihydrogéne, utilisé en GC-FID réagirait
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avec les ions issus de la fragmentation.

4.6 L’analyse isotopique

Appareillage : C/py-IRMS modéle isoprime de la société GV instrument (Manchester, United

Kingdom).

La source est réglée afin d’obtenir un compromis entre répétabilité et intensité du signal.
Pour I'analyse du carbone la stabilité du signal est privilégiée au dépend de I'intensité, pour
I’hydrogéne la source est paramétrée pour un maximum d’intensité avec une stabilité acceptable.
Toutes les dix analyses des « pics center » automatiques sont réalisés afin de refocaliser le
faisceau d’ions en adaptant le voltage (accelerating voltage) de la source (cf. figure 4.3). Ceci
permet de conserver une bonne répétabilité de mesure au cours d’une longue série d’analyse.

L’analyse isotopique n’est pas aussi robuste que peuvent étre celles en GC-FID ou en GC-
MS. Afin de vérifier le bon fonctionnement, avant chaque série d’analyse, la stabilité et la
linéarité de 'TRMS sont vérifiées. Il s’agit d’injecter consécutivement 10 fois la méme concen-
tration (stabilité) ou des concentrations différentes (linéarité) d’un gaz référence dont les valeurs
isotopiques sont connues. L’appareil est prét a 'emploi, s’il remplit les conditions données par le
constructeur, ¢’est-a-dire si la stabilité et la linéarité donne un écart type inférieur a 0,3 %o pour
les rapports isotopiques du carbone et inférieur a 4 %o pour les rapports isotopiques de 1'hydro-
géne. En effet I'analyse du deutérium est moins répétable car il est 100 fois moins abondant
que le carbone 13. L’appareil est certifié linéaire entre 1 nA et 10 nA (données constructeur).
En pratique, pour la plupart des molécules les résultats sont linéaires jusqu’a 15 nA, tandis que
pour des intensités inférieures & 1nA, la linéarité de la mesure devra étre démontrée au cas par
cas. Ensuite un mélange de 4 ou 5 paraffines avec une méthode adaptée a la colonne utilisée, est
analysé afin de vérifier I'injection, la colonne et, la combustion ou la pyrolyse. Chaque appareil
de mesure isotopique que ce soit en AE-IRMS ou GC-C/py-IRMS posséde un biais qui lui est
propre suivant la molécule analysée. [’utilisation de standards certifiés par 'TAEA permet de
mesurer le biais de I'appareil afin de s’en affranchir, les valeurs obtenues sont ensuite corrigées.

N’ayant pas de molécule standard validée par 'TAEA, nous devons donc analyser les molé-
cules d'intérét sur ’AE-IRMS pour obtenir des valeurs dans le référentiel international que 1'on
utilisera en mélange comme standard en GC-C/Py-IRMS et qui permettront la correction. Au
début de chaque série d’analyse ces mélanges de standards sont injectés deux fois, puis injectés
une fois toutes les dix analyses.

Aussi les tubes & combustion et pyrolyse ont une durée de vie limitée. Dans le cas du carbone,
le tube doit étre ré-oxydé régulierement par passage d’oxygene gazeux. En ce qui concerne le

tube & pyrolyse, celui-ci ne pouvant étre régénéré (pas de montage sur ISOPRIME pour la
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régénération et hydrogéne dangereux a haute température), sa durée de vie sera plus courte.
Travailler avec un tube dégradé, entraine une combustion ou pyrolyse incompléte des molécules

d’ott des valeurs isotopiques erronées.

4.6.1 Conditions expérimentales en GC- C-IRMS 3C

La vérification de facteur 80 permet d’évaluer la nécessité de régénérer le tube a combus-
tion. Ce facteur est utilisé comme correction pour obtenir la valeur finale. Cette valeur doit donc
étre rigoureusement controlée. En effet lorsque le tube manque de CuO réducteur, la valeur de
1I''80 sature autour de -50 & '80. Pour travailler dans de bonnes conditions I'expérience montre
qu’il faut travailler entre -5 et -40 8 '"*O. Un flux d’oxygéne balaye le tube pendant toute une
nuit afin de le régénérer. Aprés ré-oxydation du tube & combustion, il est nécessaire de laisser
un flux d’hélium pendant quelques minutes avant analyse afin d’éliminer 1’oxygéne restant dans

le tube. Les mesures sont corrigées uniquement si I'écart est supérieur a 0,6 % entre la valeur

en AE-IRMS et celle en GC-C-IRMS.

Les paramétres de la source utilisés sont les suivants :

Source Parameters

Lwccelerating Yolkage [V ) [m‘ | - | JI 7
Ewtraction Waltage [ %44 | 79.25 « j >;
Half Plate: Differential [V ] TEGE j : 5
Z Plates Yoltaga [V ) m o —— ,;1 =
Trap Cument [ ud, | ]m | — } >
Electron Valks [ eV ] ITDJ ? : i ' i - j ‘;

lon Repeller Yaltage [V -3.47 « ; }:
Magnet Curert (m& ) [ 2000.00 _,: - - ' i j _;
Cocle Magnet I = ’ : ’ : =]

FIGURE 4.3: Paramétres de la source établie avec le logiciel d’exploitation Isoprime, pour l’analyse

isotopique du 13C

[’accelerating voltage est réajusté toutes les 10 analyses suivant 1’état de la source.
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Paramétres communs aux analyses isotopiques du carbone 13 :

Séparation GC
GC-FID : Agilent 6890N Technologies (Santa Clara, United States)

Méthode isotopique :

Standard externe en bouteille de gaz CO, de valeur isotopique connue, mesurée sur autre ap-
pareil IRMS.

Méthode chromatographique :
T° injecteur : 260° C
Volume d’injection : 1 uL

4.6.1.1 Application a analyse de terpénes des citrus

Méthode isotopique :

Analyse FID jusqu’a 5 minutes pour éliminer le solvant
Ensuite analyse IRMS de I'a-pinéne, sabinéne et myrcéne

Analyse FID a partir de 16 minutes

Méthode chromatographique :

Colonne polaire : Innowax, 60m x 250um x 0,25um Agilent Technologies (Santa Clara, United
States)

Split 100 :1-120 :1

Débit constant : 1,5 mL/min

Programmation en température : isotherme a 90°C pendant 16 min
Echantillon : Huile essentielle sans prétraitement.

Méthode chromatographique appliquée a I'analyse isotopique de l'a-pinéne, le sabinéne et le

myrcéne de la bergamote, citron et mandarine :

L’analyse est un peu différente car ces huiles contiennent plus de B-pinéne et cela affecte la

résolution de ce composé avec le sabinéne.

Injection split 120 :1
Débit constant : 1,5 mL/min

Programmation en température : isotherme de 70°C pendant 16 minutes.
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Echantillon : Huile essentielle sans prétraitement.

Méthode chromatographique :

Colonne polaire : Innowax, 60m x 250pm x 0,25um Agilent Technologies (Santa Clara, United
States)

Split 100 :1

Débit constant : 1,5 mL/min

Programmation en température : isotherme a 90°C pendant 20 min
Echantillon : Huile essentielle & une dilution de 100 :1

4.6.1.2 Application a Panalyse du linalol et acétate de linalyle de la bergamote

et des lamiacées

Méthode isotopique :

Analyse FID jusqu’a 15 minutes
Ensuite analyse IRMS du linalol et acétate de linalyle
Analyse FID a partir de 42 minutes

Méthode chromatographique :

Colonne polaire : Innowax, 60m x 250um x 0,25um Agilent Technologies (Santa Clara, United
States)

Split 80 :1

Débit constant : 1,5 mL/min

Programmation en température :

24570
PG imm Jmin
30°C fmin

120°C 30mi
g0°C 2 min i

Echantillon : Huile essentielle diluée 5 fois.
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4.6.1.3 Application a ’analyse du citral

Méthode isotopique

Analyse FID jusqu’a 4 minutes
Ensuite analyse IRMS du linalol et acétate de linalyle
Analyse FID a partir de 12 minutes

Méthode chromatographique

Colonne DBXLB 30m x 250um x 0,25um Agilent Technologies (Santa Clara, United States)
Injection split 30 :1

Débit constant : 1,2 mL/min

Programmation en température

245°C 5 min

o= f
10° 2 min 30°C nin
/ 2 mitn

b1 Ll 1 min

La méthodologie a été adaptée aux échantillons dégradés.

Echantillon : Huile essentielle sans prétraitement.

4.6.2 Conditions expérimentales en GC-py-IRMS *H

Le suivi de I’évolution du tube a pyrolyse est moins aisé en analyse du deutérium. L’injection
réguliére de paraffines permet de vérifier que ’écart ne varie pas de maniére significative entre
les valeurs obtenues au cours de la série d’analyse. Le procédé de correction est différent de celui
appliqué pour l'analyse du carbone. En effet I'incertitude de ’AE-IRMS est trop importante
pour que la valeur obtenue soit utilisée comme correction. Par contre cette valeur permet
d’évaluer le biais de I'appareillage et de pouvoir comparer nos résultats a la littérature. Les
valeurs sont donc corrigées par rapport a la premiére mesure du rapport isotopique des standards
des molécules analysées, afin que les valeurs obtenues ne soient pas dépendantes du remplissage
du tube et de son évolution.

[’analyse en deutérium comporte un risque de pyrolyse incompléte d’une molécule, en-
trainant ainsi une importante erreur sur la valeur isotopique obtenue. I.’ajout d’un standard
synthétique, élué sur le méme isotherme que les molécules cibles, permet de vérifier le bon dé-
roulement de analyse (décanal, citronnellal). En effet le standard doit avoir une valeur stable

au cours des analyses. De cette maniére nous nous assurons qu’un rapport isotopique anormal
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est effectif et ne reléve pas d’une erreur analytique. En cas de valeurs anormales du standard
ajouté 'analyse sera répétée. Ce standard est en large excés car la molécule peut exister dans
I’échantillon. Il est donc nécessaire que la valeur isotopique intrinséque ne modifie pas celle du

standard.

Les paramétres d’analyses utilisés sont les suivant :

Paramétre de la source

Source Paramekers EI

Accelsrsting Yoltage (VY] | 45365.57 ¢ —m o )—

Eztraction Yolkage [ S ] o0. 72 ? ——— Ji

Half Plate Differential [\ ] Tz.o0 ¢ — )' '
Z Plates voltage (V] an.as < }

Trap Current [ ub ) 595.3 ? : : : )l
Election “olts [ et ] 100 .00 ? : : : : : J

lom Flepeller Waltage (4] Z1.56 < —)_

Fd agricet Current [ mé ] 590,52 ? — J—

Cycle Magnet | -

IS S I I I I N

FIGURE 4.4: Paramétres de la source établis avec le logiciel d’exploitation Isoprime, pour l’analyse

isotopique de °H

[’accelerating voltage est réajusté toutes les 10 analyses suivant 1'état de la source.

Séparation GC
GC-FID : Agilent 6890N Technologies (Santa Clara, United States) Colonne polaire : Innowax,
60m x 250um x 0,25um Agilent Technologies (Santa Clara, United States)

Paramétres communs aux analyses isotopiques du 2H :

Méthode isotopique : Standard externe en bouteille de gaz *H de valeur isotopique connue,

mesurée sur autre appareil IRMS.
Les conditions chromatographiques sont identiques a celles développées pour I'analyse du car-

bone (cf. chp. 4.6.1) quand elles existent, seule la quantité injectée varie.
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4.6.2.1 Application a analyse du linalol et acétate de linalyle de la bergamote

et des lamiacées

Méthodes chromatographique et IRMS en section 4.6.1.2

Echantillon : Huiles essentielles diluées 4 fois, plus un ajout de 5 uL. de décanal.
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4.6.2.2 Application a ’analyse du citral

Méthodes chromatographique et IRMS en section 4.6.1.3
Split : 20 :1

Echantillon : Huiles essentielles sans prétraitement, plus un ajout de 5 uL de citronellal.

4.6.2.3 Application a analyse de N-méthyle anthranilate de méthyle en

deutérium

Méthode chromatographique :
Split 5:1 -2 :1
Débit constant : 1,5 mL/min

Programmation en température :

245=C 5 min

2. /
155 min 30°C miry

120°C 2 min

Methode isotopique :

Analyse FID jusqu’a 12 minutes
Ensuite analyse IRMS du N-méthyle anthranilate de méthyle

Puis analyse FID apres 20 minutes

Echantillon : Huiles essentielles sans prétraitement

4.6.2.4 Conditions expérimentales en AE-IRMS 5N
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Ces analyses ont été réalisées par I’équipe « analyse organique et isotopique » du SCA. Tout

comme en GC-C/py-IRMS l'appareil est en fonction aprés le controle de la stabilité et de la

linéarité de la source.

Le standard international USGS-40 (I-glutamic acid) est utilisé pour calibrer 1'appareillage.

Appareillage :

L’appareillage est un analyseur élémentaire Flash EA 1112 couplé a un spectrométre de masse

des rapports isotopiques Thermo Delta V plus (Waltham, United States).
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La combustion a lieu dans tube a combustion plongé dans un four a 900°C sous courant
d’hélium (débit de 90ml/min) additionné, lors de l'introduction de I’échantillon, d’un débit

d’oxygéne de 180 ml/min pendant 5 secondes.

4.7 Calculs d’'incertitudes et valeurs limites

[’ensemble des données obtenues a été considéré comme suivant la loi normale des probabi-
lités. L’écart-type associé qui décrit les variations de la distribution autour de la moyenne est
calculé tel que :

Z(ac—:c)2

(n—1)

(@)=

4.7.1 Intervalles de confiance

L’intervalle de confiance sur n répétion de mesures de moyenne y et d’écart-type o, permet
de déterminer l'incertitude sur un résultat. Il constitue l'intervalle autour du résultat a l'in-
térieur duquel il y a une forte probabilité que la « vraie » valeur se situe. Cette probabilité

est appelée le degré de confiance du résultat. L’encadrement est calculé par la formule suivante :

avec t coefficient de Student correspondant a un niveau de confiance choisi.
La valeur du résultat est alors comprise entre : u +/- 1
Voici un extrait de la table donnant la valeur du coefficient & des probabilités o de 67, 95,

99, 99,9 % a différents degrés de liberté n (degré de liberté égale au nombre de mesures moins
1).
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n/a | 0,67 | 0,95 | 0,99 | 0,999
1 | 1,73 | 12,7 63,7 | 637
2 | 1,26 | 4,30 | 9,92 | 31,6
3 | 1,15 | 3,18 | 584 | 12,9
4 | 1,10 | 2,78 | 4,60 | 8,61
5 | 1,07 | 2,57 | 4,03 | 6,87
10 | 1,02 | 223 | 3,17 | 4,59
100 | 0,972 | 1,98 | 2,63 | 3,39
1000 | 0,968 | 1,96 | 2,58 | 3,30
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FIGURE 4.5: Table des coefficients de Student en fonction du degré de liberté et du degré de confiance

Ce calcul sera utilisé au cours de 1'étude pour le calcul d’incertitude expérimentale d'une

mesure & un degré de confiance de 99 %[98].

L’intervalle de confiance pour une mesure individuelle m, est 'intervalle admis sur un ré-

sultat d’aprés une série de mesures, de moyenne y et d’écart-type o, d’'un méme parameétre sur

des échantillons différents. Dans notre étude cela sera utile pour déterminer les valeurs limites

d’un résultat, intervalle a I'intérieur duquel une mesure sera considérée comme normale [98].

Le calcul est le suivant : I = t*o

Les bornes supérieures ou inférieures sont alors calculées de la maniére suivante : y +/- 1
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4.8 Meéthodologie pour le controle de la naturalité

4.8.1 Choix des analyses et molécules cibles

Le chapitre stratégie analytique fait le point, grace a la littérature, sur les différentes analyses
intéressantes a effectuer en vue de la détermination de la fraude. Toutes ne se sont pas révélées
pertinentes. Seules les analyses discriminant les échantillons de référence et les échantillons
fraudés volontairement sont conservées. L’analyse doit-étre fiable tant au niveau de son résultat
que de son interprétation. Quand cela est pertinent, les analyses sont ensuite corrélées les unes
aux autres, afin d’affiner la discrimination. Ceci permettra aussi de mesurer la fiabilité des

interprétations des résultats.

4.8.2 Analyse statistique

Le but de cette étude est d’identifier des échantillons fraudés en utilisant le moins d’analyses
possibles afin de mettre en place une méthodologie rapide et efficace. Dans la littérature, I'in-
terprétation du profil de la fraction volatile obtenue par GC-FID est & mon sens sous-exploitée.
Si en 1992 Dugo et al.[57], mettent en évidence quelques rapports entre certains pourcentages
relatifs d’intérét (cf. section3.2.1). La piste d’une étude statistique approfondie n’a pas été
suivie. Or la détermination d’échantillons fraudés a ’aide d’une méthodologie statistique pré-
sente un intérét certain par rapport a une norme classique type AFNOR. En effet, une norme
est basée sur une dizaine de molécules alors qu’un modéle statistique considére 'ensemble des
composés étudiés. Méme si un nombre réduit de teneurs relatives est conservé, ces teneurs sont
représentatives de la composition compléte de 'huile essentielle car le modéle tient compte des
corrélations entre teneurs relatives. Ceci n’est pas le cas pour une norme classique, qui n’in-
dique que des fourchettes a respecter, sans corrélation spécifique entre les différentes teneurs
mesurées. Par exemple, pour une mandarine : on peut mesurer des teneurs en limonéne et en
y-terpinéne acceptables selon la norme alors que leurs proportions relatives montre que 1’échan-
tillon n’est pas « naturel ». Dans ce cas 'analyse statistique est plus riche en ce sens qu’elle
n’est pas restrictive dans la composition des groupes et permet de faire apparaitre des individus

atypiques ou intermédiaires par rapport a la norme.

Notre base d’échantillons contient un certain nombre d’échantillons oxydés et dégradés.
Les teneurs relatives modifiées lors de I'oxydation et de la dégradation des échantillons sont
connues et ne sont pas prises en compte individuellement, lors de I'étude statistique. En effet
le y-terpinéne et I'a-terpinéne se dégradent en p-cymeéne et le limonéne s’oxyde. Ainsi pour ne

pas confondre dégradation et adultération, les paramétres suivant sont sommés :
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— o-terpinéne, p-cymeéne et y-terpinéne

limonéne et ses oxydes
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Pour construire la base de données et pouvoir établir des relations entre teneurs analytiques et

fraudes, nous avons adultéré au laboratoire des échantillons référents (dits sirs) conformément

aux fraudes connues de 'huile essentielle des citrus et des lamiacées (cf. section 3.2).

Les paramétres explicatifs ont été sélectionnés via l'analyse en PLS-DA (cf. section 2.6.2)

effectuée sur I'ensemble des molécules présentes dans les huiles essentielles étudiées, ainsi qu’un

important nombre de rapports de teneurs relatives, de valeurs stables pour des huiles essen-

tielles authentiques. De cette maniére, la discrimination est maximisée et la subjectivité de

I’analyse minimisée. Les paramétres suivants, mis en évidence comme les plus discriminants

sont sélectionnés :

Bergamote Citron MMandarine Lavande

octéne-1-ol t-thréne t-thyréne TUTECARE

trytC e t-pinéne t-pinéne -3-caréne

§-3-caréne camphéne f-pinéne I-moprcéne + o-terpinéne
E-[-ocitéte sabitiéne octanal P-cyméne

tonanal fi-pinéne §-3-caréne limoriéte

t-terpinéol t-phellandréne v-terpinéne + a-terpinéne + P-cyméne |Z--ociméne

décanal §-3-caréne limonéne + oxydes E-f-ociméne

octyl-acétate limonéne + oxydes f-phellandréne y-terpinéne

géramiol f-phellandréne E-[-ocithée camphte

gérarial Z-f-ociméne terpinoléne terpinéne-4-ol

acétate de bornyle E-f-ociméne nonanal aterpinéol

undécanal E-thuyanal-4 t-terpinéol butyrate dhexyle

acétate de gératiyle litnalol citronnellol + nérol géraniol

fi-élémene Z-thwyanol-4 E-2-décénal acétate de linalyle + géramal
dodécanal Citronrellal thrmaol E-f-caryophylléne + f-santaléne
E-f-farhéséne terpinéte-4-ol N-méthyl anthranilate de méthyle linalolfacétate de linalyle
fi-santaléne t-terpinéol E-f-catyophylléne linalolfacétate de lavandulyle
f-bisgboléne nérol germacténe D acétate de linalvle/acétate de lavandulyle
spathulénol géraniol t-sélinéne propionate dhexyle/camplhre
f-pinénelsabinéne petillaldéhyde tétradécanal E-[-ocitménelcample
t-pinénelimonéne phéllandral y-terpinéne/limonéne

f-pinénelimonéne acétate de néryle NIJAMA-terpinéne

v-terpinéne/limonéne acétate de géranyle t-sitensal

acétate de géraryle/géranial géramol/géranial t-pinéne (-]

f-pinénelinalol nérol/néral Sabinéne (1)

v-terpinéne/linalol terpinéne-4 olicitronellal terpinérie-4 olit-thuyanol 4

sabiténe (+) fi-pinénelimonéne terpinéne-4-olfcitronnellal

néral/géranial sabitiéne/f-pinéne terpinéte-4- olidecanal

sabinéne/y-terpinéne

sabiténe (+)

TABLE 4.3: Molécules et rapport de molécules dont les teneurs ont été sélectionnées pour la réalisation

de I’ACP

Nous avons choisi de faire une premiére ACP utilisant au départ les pourcentages relatifs

de toutes les molécules de la fraction volatile et la chiralité des monoterpénes. Ces résultats
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sont tous obtenus par GC-FID et nous donnent une information plus compléte donc plus dis-
criminante que si I'on analyse chacune des techniques séparément. Afin de ne pas créer une
discrimination erronée des échantillons défurocoumarinés des huiles essentielles de citron, les
teneurs relatives en sesquiterpénes n’ont pas été prises en compte, car sont trés souvent eux

aussi éliminés lors du procédé de purification.

Dans un premier temps, les huiles essentielles dites de référence ainsi que d’autres fraudées
au laboratoire, sont utilisées afin de déterminer statistiquement les paramétres permettant leur
discrimination : sur les 80 a 150 variables de départ, seules 20 a 30 sont ainsi conservées. Dans
une deuxiéme étape, ’ACP est réalisée sur les variables retenues. En n’utilisant que trois ou
quatre composantes principales, on conserve plus de 60% de I'information initiale. Ceci est du
au fait que les teneurs relatives sont pour la majeure partie corrélées entre elles. Il a été choisi
de représenter les graphiques sur 2 ou 3 plans plutdt qu'en 3 dimensions, car la visualisation

graphique y est plus aisée.
L’ACP est utile en plusieurs points :

— Premiérement, elle permet de représenter graphiquement en 2 ou 3 dimensions le ta-
bleau multi paramétrique de départ. Ainsi sur les plans choisis (PC1-PC2, PC1-PC3 et
PC2-PC3), il est possible d’observer les points géométriquement proches et éloignés donc
d’identifier les échantillons fraudés des échantillons conformes a l'attente. L’ellipse de
densité (ou de tolérance), tracée par le logiciel selon I’écart type de la série de données
des échantillons de référence, établie les limites de naturalité. Un échantillon extérieur a

I’ellipse est considéré comme non conforme.

— Deuxiémement, elle permet de mettre en valeur les corrélations entre les variables de
départ (corrélation, anti-corrélation ou indépendance entre les variables). Ceci permet
d’établir les relations entre les différentes analyses et de fiabiliser I'interprétation des
résultats. Ces corrélations sont visibles sur le cercle des corrélations de rayon 1; si un
vecteur (représentant la projection d’'une variable de départ) est voisin de 1, il est bien
projeté sur le plan considéré et donc la variable associée interprétable. Si deux vecteurs
bien représentés sont proches, cela indique une forte corrélation entre les variables; si ces
deux vecteurs sont opposés, les variables sont anti-corrélées, enfin, s’ils sont orthogonaux,

les deux variables sont indépendantes.

Une fois 'ACP réalisée, des échantillons inconnus sont projetés. Les échantillons proches des

échantillons adultérés au laboratoire sont suspects et ceux proches des échantillons de référence
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ne le sont pas. D’aprés 'ACP et toutes les analyses effectuées, certains échantillons commer-

ciaux correspondent aux références et d’autres aux échantillons adultérés.

Les échantillons considérés comme insuffisamment discriminés sont quant a eux testés via
I’analyse discriminante élaborée en utilisant les paramétres de 'ACP en intégrant les échan-
tillons supplémentaires bien identifiés dans chacun des groupes.

Les références sont classées dans le groupe 1, les coupes orange et dérivés dans le groupe 2,
les coupes avec des huiles hydro-distillées dans le groupe 3 pour la bergamote et la mandarine,

le groupe 4 pour le mélange d’huile essentielle de mandarine et de feuilles.

[’analyse discriminante permet de savoir a quel groupe appartient 1’échantillon inconnu
testé. Les résultats sont exprimés en distance entre ’échantillon et le centre de gravité de
chaque groupe. Plus la distance est courte plus I’échantillon a des probabilités d’appartenir a
ce groupe. Cependant dans certains cas les distances calculées entre 1’échantillon et le centre
de gravité de chaque groupe sont trés importantes et ’échantillon a de fortes probabilités de

n’appartenir a aucun des deux groupes car il s’agirait d’une adultération non envisagée.

Les analyses complémentaires comme la chiralité ou l'isotopie servent ensuite a confirmer
ou infirmer ces résultats. Certains résultats de ces analyses sont aussi représentés via une ACP,

afin de discriminer graphiquement les échantillons adultérés. On prend en compte :

— les abondances isotopiques en deutérium et en carbone 13 du linalol et de I'acétate de
linalyle, ainsi que leurs différences, en ce qui concerne les huiles essentielles de bergamote
et lavande.

— l'analyse chirale du sabinéne, la teneur en 0-3-caréne et la teneur totale en PMF en ce
qui concerne I’huile essentielle de citron
Les abondances isotopiques en deutérium et en carbone 13 du géranial, du néral et de

I’acétate de géranyle pour I'huile essentielle de citron

Ces résultats complémentaires ont été comparés a ceux obtenus par I'analyse statistique pré-
sentée ci-dessus.

Nous ne présentons pas ici une analyse globale avec I’ensemble des descripteurs; en effet si
on conserve le grand nombre de variables du GC-FID l'influence des paramétres des analyses
complémentaires n’est pas pertinente.

D’autre part le but de cette étude étant de réduire au maximum le nombre d’analyses indis-
pensables & la détermination de la fraude il n’est pas nécessaire de rajouter des analyses selon

le protocole que I'on cherche & proposer.
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Ces analyses complémentaires pourraient étre utiles pour des cas de fraudes plus complexes

ou pour une compréhension poussée de la fraude, mais pas toujours indispensables.



Chapitre 5

Résultats et discussions

5.1 Caractérisation des huiles essentielles et dégradation

Les profils GC-FID obtenus sur les deux colonnes sont étudiés afin d’obtenir le pourcentage
relatif de chaque molécule présente. Le profil moléculaire qualitatif et semi-quantitatif de ’huile
essentielle est ainsi établi.

La colonne polaire est utilisée pour vérifier les pourcentages et élucider les coélutions éven-
tuelles. Il y a en effet trop de molécules présentes a des volatilités similaires pour que la résolu-
tion des pics chromatographiques soit suffisante sur le chromatogramme de la colonne apolaire.
Ensuite les résultats sont comparés aux normes AFNOR correspondantes, s’il en existe pour
lorigine de I’échantillon. Afin d’avoir un résultat complet, 'incertitude sur la mesure doit étre
connue et prise en compte lors de la comparaison a la norme. La répétabilité de I'injection et de
I’analyse en GC-FID ont déja été étudiées au sein du laboratoire. L’écart de confiance relatif,
sur une répétition de 6 injections d’'une méme huile essentielle, a été calculé en fonction de

I'ordre de grandeur des teneurs relatives, comme l'indique le tableau 5.1.

Teneur % | Incertitude injection %
<0,5 3
<1 2
<H 1
<10 1
—20 0,6
<45 0.3
>45 0,15

TABLE 5.1: Ecarts de confiance relatifs auz différentes teneurs

Nous avons porté une attention toute particuliére aux échantillons les plus anciens, afin

127



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSIONS 128

d’observer les effets de la photo-oxydation et de I'oxydation sur la composition moléculaire des
échantillons. Certains ont été étudiés en GC-MS en vue d’identifier les molécules générées lors

de la dégradation de I’huile.

La comparaison a la norme a donné des résultats variables selon 1’huile essentielle étudiée.
Cependant aucun des échantillons extraits au laboratoire n’est conforme a la norme. En effet,
les normes sont établies pour des huiles essentielle issues de I'expression a froid et non de

I’extraction par solvant.

5.1.1 Dégradation

[’étude de la dégradation des huiles essentielles utilisées est indispensable car il est essentiel
de ne pas confondre fraude et dégradation. Pour chaque huile essentielle de citrus, une étude
comparative a été effectuée entre une huile fraiche et une huile conservée depuis plusieurs mois
au laboratoire a température ambiante. Il a été remarqué que la majorité des dégradations sont
identiques pour cette famille d’huiles essentielles car les compositions moléculaires sont peu
différentes.

L’étude a en partie été complétée par GC-MS sur une huile essentielle de pamplemousse
particuliéerement dégradée, représentative des dégradations multiples existant pour I’ensemble
des citrus. Il s’est avéré que la plupart des molécules identifiées étaient déja préexistantes en
trés faible quantité dans des huiles essentielles fraiches. Les profils ont alors été complétés. La
majorité des composés a été identifiée lors de ’analyse de I'huile essentielle de pamplemousse

suivante (cf. figures 5.1 et 5.2) :
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FIGURE 5.1: Profil GC/MS d’une huile de pamplemousse ozydée sur colonne apolaire
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—Molécules trés polaires issues de la dégradation et non-identifiées (non visibles sur colonne polaire)

—Molécules issues de la dégradation non-identifiées

FIGURE 5.2: Profil GC/MS de l’huile essentielle de pamplemousse ozydée sur colonne polaire
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Concernant la lavande, il n’a pas été nécessaire d’avoir recours a la GC-MS, car nous n’avons
pas observé 'apparition de pics inconnus.
Cette étude rapide des dégradations et la comparaison avec des études effectuées précédem-

ment au laboratoire ont permis d’arriver aux conclusions suivantes :
De nombreuses variations sont observées au sein des terpénes :

— Baisse du pourcentage relatif du limonéne dont les doubles liaisons sont réactives a I’'oxy-

dation notamment :

CHz CH5
HzC
o] o]
= =
—_— +
Yo Og
HaCo GHz HsC CHaz HC TCH
litnonéne carvone Z et E limonéne-oxide

FIGURE 5.3: Réaction d’oxydation du limonéne

— Des terpinénes qui s’aromatisent en p-cyméne de la maniére suivante :

Hs CHz CH,
g (] b
EE—
HaC CH, HLC CH, HsC CH;
o-terpingns v -terpingne [-CyMmens

FIGURE 5.4: Réaction d’aromatisation des terpinénes

— Les deux observations ci-dessus ont déja été faites dans de précédentes études [44, 53| ainsi
qu’au laboratoire. LL’augmentation de la teneur en p-cyméne est la plus marquée, lors de
la dégradation d’une huile essentielle contenant un fort taux de y—terpinéne, elle est égale-
ment toujours accompagnée de I'apparition d’oxydes. Ne contenant pas de y terpinéne, les
huiles essentielles de pamplemousse et d’orange sont moins sujettes a cette dégradation.

L’augmentation des oxydes constitue alors la plus forte indication de photo-oxydation.
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— Baisse de la teneur en myrcene et des Z et E-B-ocimeénes assez réactifs car ils possédent

trois doubles liaisons.

— Apparition de carvéol et carvone en quantité significative, composés probablement issus

de I'oxydation du limonéne.

Baisse de la teneur en aldéhydes linéaires et augmentation de la teneur en acides carboxy-

liques due a I'oxydation des aldéhydes.

Augmentation de la teneur en oxydes accompagnée d’une baisse de la teneur en précu-

seurs : limonéne, E-B-caryophylléne.

On peut soupconner de nombreuses apparitions d’oxydes, d’alcools, voire peroxydes issus
de 'oxydation de certains terpénes dont, principalement le limonéne, mais en trop faible

quantité pour étre formellement identifiés.

— Certains composés ne sont pas identifiés (indiqués par des fléches sur les chromatogrammes
5.1 et 5.2). Plus nombreux sur colonne apolaire que polaire, il pourrait donc s’agir de
composés trop polaires non élués sur colonne polaire. Il pourrait s’agir de polyols issus de

la formation d’époxydes.

RO OH

FIGURE 5.5: Réaction d’ouverture d’un épozyde

Toutes ces variations sont dues a des transformations chimiques menant a des composés déja
préexistants ou a de nouveaux composés identifiés ou non (cf. spectres de masse des molécules
citées ci-dessus en annexe).

Cependant il faut rester prudent lors de l'interprétation des variations des pourcentages
relatifs car elles sont aussi dues & I’évaporation des composés les plus volatils.

Ces dégradations sont surtout présentes dans les huiles essentielles de citrus mais n’en res-
tent pas moins présentes dans les huiles essentielles de lamiacées. Cependant, la teneur des
monoterpénes les plus affectés par les dégradations, étant moins importante, les transforma-

tions le seront d’autant moins. Pour la lavande, la dégradation des Z et E-3-ocimeéne est la plus
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notable et s’avére parfois trés importante.

En conclusion, 'ensemble de ces paramétres ne sont pas a négliger lors de la détection de

la fraude.

5.1.2 Huiles essentielles de citrus

Les analyses réalisées sur GC-FID avec colonne polaire et apolaire ont permis I'identification
de 98,5 a 99,9% des molécules de la fraction volatile des huiles essentielles de citrus. Pour
chacune des huiles essentielles de citrus étudiées, il existe une norme AFNOR correspondant
a une origine géographique précise (ref norme, bergamote NF ISO 3520 (fév 1999), citron NF
ISO 855 (mai 2004), mandarine NF ISO 3528 (nov 1997)) ou générale (orange ISO/FDIS 3140
(Mai 2011) , pamplemousse NF ISO 3053 (janvier 2005)). Les teneurs relatives établies sont
comparées a la norme correspondant a 1’échantillon. Ceci constitue la premiére étape de la
détection de la fraude.

Cependant aucune conclusion définitive n’est tirée de ses résultats. En effet, une norme ne
considérant qu'un nombre limité de molécules, nous nous sommes appercus que certains échan-
tillons peuvent étre conformes a la norme mais tout de méme fraudés. Inversement certains

échantillons peu éloignés de la norme peuvent ne pas avoir été adultérés.

Dans cette partie sont présentées les teneurs relatives des molécules normées. Nous avons
de cette maniére vérifié la conformité a la norme. Les taux de 6-3-caréne sont aussi reportés car
c’est un marqueur important caractéristique de 1'orange, ce composé étant absent ou seulement
présent a des teneurs maximales de 0,006 % dans les huiles de bergamote et citron notamment.
Le cas du pamplemousse est plus complexe car des teneurs variables de ce composé ont été
rapportées (cf section 1.3.5.2).

Le valencéne est aussi un marqueur de I'orange mais il est difficilement identifiable car co-

élué sur les deux colonnes.

Des molécules marqueurs d’oxydation (p-cyméne, Z et E-limonéne-oxyde) de I'huile es-
sentielle ont été ajoutées aux profils normés habituels utilisés ; ainsi les échantillons dégradés

pourront étre identifiés facilement.

5.1.2.1 Huile essentielle d’orange

Ci-aprés (cf. tableau 5.2) sont présentés les pourcentages relatifs des composés décrits en sec-

tion 5.1.2 obtenus aprés analyse GC-FID de la fraction volatile des huiles essentielles d’orange.



RESULTATS ET DISCUSSIO

133

T

S

CHAPITRE 5.

. v \ . -
DN -99I008se 9WIOU B[ € 2UWLIOJUO)

abup.i0,p 2))219UISSI IUNY,] P SPULLOYU SPSOAULOD SIP $IAYD]AL SINIU], 17 °C ATV,

(TT0Z TeIN) O0FTE SIAA/OSI MONAY PWLION ‘0II0jRIOQR] IR JTRIIXD : T ¢ 9jUePUOdsaIIoD dUIIOU SUNINE : () ¢ 9PRIZYP : (] ¢ 9IIOSSE dUWLIOU B[ B dULIOJUOI-UON
: D {UuO1ePAXO,p SUIOWY) ‘SO[RWLIOUER SINOULD) : MO UG ‘O9ID0SSB SWLIOU ] UO[PS SO[RULIOUE SINOUL) : o8Nol Uuj

900 00| #0100 | 20500 | Ko-eoo | L0 b0 | S0-s0 | 900- 0| 09 0'Es| SE-SL | #0- Vo |sK0-z0'0] @0-20 | Bo-Fo awoy|

0 o ' ' ] 700 #'0 £0 £D £ 00 £% gl %' ' £D 50 Py
0 510 810 W0 170 807 e 5L £'rl £95 gl ¥y 800 w00 | so0'0e 0o | son'ne tdi]

£ g g i [ 54 [ £ I b B i £ £ [ % SHEfa sadh) sjeds

g0'0 o ' b0 £l'n 1o [THi] ' ' 50 g0'0 510 7 D 500 sathhy speg

g0'0 o' to'n 500 a'n Eifi] i ' Bl 95'v6 gt 10 S| o 50 saUladou

N g00'0 5000 o' i 100 oo | osoooe ¥ 150 £0'0 £ £l 090 ] i 50 o
N 1o 0o ' ' ] g0'0 s0'0 50 €50 60’0 g6 g 190 i £D 50 [F]
0 ' [ gl o ' £D 50 0210
2 goo'n | so00 7' ' £ g0'0 an'n ¥0 ] g0'0 Bt £l 10 7' £D 50 MO
N ar'n WD oo ' 0ko g0'0 #0'0 ¥0 E] #0'0 (X3 gl 210 50’0 £D £ 10
N 1o 2000 1o #0'0 Vo 1o a0'n 41 £50 £’ K3 £l EI'0 il Hi 50 LHO
2 o' o' [] ' 100 Eii Eifi] 41 %' to'n g6 £l 10 w0’ ¥0 50 9H0
N 100 8000 I 100 Bl 00 i [g] 0’0 £'56 0z B1'0 t0'0 50 90 SHO
N soo'n | osoooe | RO B ¥0'0 00 s0'0 0 T B g6 0z a1’ i 0 50 st LD
7 o | Wo (] 100 B0 oo il 70 7' £’ B gl 120 50’0 £D 50 SEHD
2 1o a0 91’0 £’ 500 £00 50’0 £D 5’0 50’0 06 [if4 [l Jlii] 20 50 PZHD
2 ' a0 7V £’ 500 o a'n £D 4] £’ £ gl ] p0'0 £D 50 W-sII0
2 ' B0 10 ' LD b0 o 1D EAl] ' 056 £l W g0'0 £n 50 [T
2 t'n Ei] g90'n ' £0'0 orn Eifi] i w0 Bl g6 £l 10 7' i 50 6130
a s0'n i Jifi] i 500 oo s0'n £D 0 #0'0 L6 gL Al ] 41 50 [TED]
N 1o 0o ' ' ] oo s0'0 ¥0 50 Ei 916 g 70 i £D 50 120
N ' il 7' 7' ] g0'0 ' ¥0 ] Eil gt gl [ 7' £D 50 9400
2 gio'n | o0 g0'0 50’0 500 g0'0 50’0 £D ] #0'0 g5 £l 0 il ¥0 50 [
2 e’ Eil] W ' £00 g0'0 il 41 ] #0'0 b6 gl ] 7' £D 50 40
2 e’ 50’0 Lo £’ 0ko o t0'0 £D ] 50’0 06 gl 10 il ¥0 50 10
2 100 900’0 i to'n 0k Eii ' i fed] Bl g6 (4 10 S| ¥0 50 o
a il ] Jifi] #0'0 ¥0'0 oo t0'0 £D Feq] #0'0 916 B €0 ] £D 50 140

(]
apfxo apfxo Y, ¥ Y, b A o, Y, ¥ b A A o, o, h i
iopod SUIUOW( SUSUOWI|| 3UILD | [ESUSWIS |SUIIUA(EA| [ELLIAG | 13U | URISp | Jojew | [eueuou | Susuow| augdlfw | [eueso | auawmd-g | susuies | suaud-n
! Kl -9 -4




CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSIONS 134

huit échantillons commerciaux ne correspondent pas a la norme. Ceci est innatendu car
I’huile essentielle d’orange est trés peu onéreuse et n’est pas connue pour étre fraudée. Ceci

tend a prouvé qu'un échantillon hors-norme n’est pas nécessairement adultéré.

Le cas du 0-3-caréne est un peu différent. Pour ce composé la variabilité est grande d’une
huile essentielle d’orange a I'autre mais ce n’est pas une molécule normée. Etant un traceur
de I'orange son étude est importante. Malheureusement la faible proportion de 6-3-caréne dans
certaines huiles essentielles d’oranges facilite I’addition de cette derniére dans celles de citrus si

I’huile essentielle d’orange de départ a été bien choisie.

L’ajout d’huile essentielle distillée a été paralléelement étudiée. Elle présente un profil mo-
léculaire contenant des teneurs plus hautes en limonéne, et globalement plus basses pour les

aldéhydes et plus hautes pour les alcools.

Le calcul des écarts types relatifs montre qu’excepté pour les 3-pinéne, nonanal, et valen-
céne, la composition des huiles essentielles d’orange est plutot constante. De plus ces teneurs
sont assez faibles, ce qui explique les grands pourcentages de variation. Ceci permet d’affirmer
que 'addition d’orange de toutes origines dans une huile essentielle de citrus aura des effets
trés similaires. Lors de nos adultérations au laboratoire, nous avons opté pour I'huile essen-
tielle d’orange Oi19 qui posséde un faible taux de 8-3-caréne, ceci afin de créer une méthode de
détection la plus sélective possible. Comme expliqué précédemment les profils d’orange étant re-
lativement proches il n’a pas été jugé nécessaire d’utiliser différentes huiles essentielles d’orange

pour adultérer nos citrus. Nous avons préféré faire varier 'huile essentielle de citrus cible.

5.1.2.2 Huile essentielle de bergamote

Ci-dessous (cf. tableau 5.3) sont regroupés les pourcentages relatifs obtenus des composés
décrits en section 5.1.2. Ils ont été comparés a la norme relative a leur origine s’il elle existe.
A ces teneurs ont été ajoutées celles du p-cyméne et des Z et E limonéne—oxydes, témoins

importants de 'oxydation de I'huile essentielle de bergamote.
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Sur notre échantillonage de départ (références et commerciaux) seulement 8 échantillons
sont conformes a la norme AFNOR (NF ISO 855 (mai 2004)) type Italie.

Pour certains échantillons, leur non-conformité s’explique par la conversion vraissemblable
du y-terpinéne en p-cyméne par photo-oxydation. Ce serait le cas des échantillons BI5-R, BI6-R,
BI7-R, BI9, BI15, BI17, BI18, BI23, BI24.

Par ailleurs, un faible taux de y-terpinéne peut étre significatif d’'une dégradation de I’échan-
tillon ou d’une addition d’huile essentielle d’orange. I.’utilisation de la norme est donc limitée
dans ce cas la. Ainsi I'observation des teneurs en oxydes compléte la comparaison a la norme.
Celle-ci permet d’évaluer la dégradation potentielle de ’échantillon, pouvant ainsi modifier I'in-

terprétation de la faible teneur en y-terpinéne.

Dans le cas des coupes effectuées au laboratoire, seuls les échantillons coupés a partir de
20% d’orange ne correspondent plus a la norme. Or, de nombreux échantillons commerciaux

sont hors-norme vis-a-vis de plusieurs molécules.

Dans le chapitre 3.2.1.1, le suivi de certaines molécules spécifiques a I’huile essentielle de
ho wood avait été envisagé. En raison de leur trop faible concentration et de la compléxité du

profil moléculaire de I'huile essentielle de bergamote, cette méthode n’a pas été concluante.

5.1.2.3 Huile essentielle de citron

Dans le tableau 5.4 sont regroupés les pourcentages relatifs décrits dans la section 5.1.2. Ils

ont été comparés a la norme relative a leur origine s’il elle existe.
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Dans le cas de 'huile essentielle de citron seuls 10 échantillons correspondent & la norme
AFNOR NF ISO 855 (Mai 2004).

Certains échantillons sont faiblement hors-norme (éch.CI1-df-R, CI12-R, CI13-R, CI14-R)
du fait d’une valeur en p-cyméne trop élevée. Cela est probablement di a I'instabilité du p-
cymeéne face a I'oxydation. La norme parait trop restrictive sur ce paramétre. Ainsi se justifierait
en partie le grand nombre d’échantillons hors-norme.

Par ailleurs, beaucoup d’échantillons ont un faible taux d’a-terpinéol. Ces taux ne peuvent
étre dus ni a la dégradation ni & ’addition d’huile essentielle d’orange. Une fraude sur I'origine
de T'huile essentielle pourrait 'expliquer. Selon la norme, les taux retrouvés sont similaires a
ceux correspondant & une origine Cote d’Ivoire ou Brésil.

Il est important de noter que de nombreux échantillons défurocoumarinés présentent de
faibles teneurs en B-bisaboléne (éch.CI15-df, CI17-df, CI18-df, CI20-df, CI21-df, CI22-df, CI26-
df). Cela est di au procédé de purification.

Les échantillons coupés au laboratoire, ne sont quant a eux pas systématiquement hors-
norme. Seules les coupes a 20% d’orange ne correspondent plus a la norme. Tels les échantillons
de bergamote dans la section 5.1.2.2, un grand nombre d’échantillons commerciaux sont hors
norme vis-a-vis de plusieurs molécules.

[’huile essentielle de citron hydro-distillée présente un profil moléculaire différent de celui
obtenu par expression. Les remarques sont identiques a celles observées pour 1’huile essentielle
d’orange. De maniére générale les baisses des teneurs en aldéhydes et une augmentation de

celles des alcools sont plus significatives que dans le cas de I'huile essentielle d’orange.

5.1.2.4 Huile essentielle de mandarine

Le tableau 5.5 récapitule les teneurs des composés décrits en section 5.1.2. A ces teneurs
ont été ajoutées celles du p-cyméne et des Z et E-limonéne-oxydes témoins importants de
loxydation de I’huile essentielle de mandarine. Ces résultats ont été comparés a la norme type

I[talie quand cela est pertinent.
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La moitié des échantillons commerciaux sont conformes a la norme type Italie. Certains
échantillons ne sont que faiblement hors-norme (éch. MI11j-R) avec un taux d’o-pinéne légére-
ment faible. Pour cette molécule trés volatile, le stockage prolongé de I’huile essentielle méme
dans de bonnes conditions peut entrainer une légére évaporation de ce composé.

Quelques échantillons ont un faible, voire treés faible, taux d’a-sinensal. Ces taux ne peuvent
étre expliqués ni par une dégradation ni par une adultération de I’échantillon. On peut alors
supposer une fraude sur l'origine de I’huile essentielle. En effet certains taux d’o-sinensal sont
de méme ordre que ceux des échantillons d’origine Brésil. De plus les échantillons de cette
origine ont un profil de molécules normées semblable & celui de la mandarine type Italie. Tou-
tefois, les teneurs en y-terpinéne, N-méthyle anthranilate de méthyle et o-sinensal peuvent étre
légérement différentes pour une mandarine type Brésil. Pour exemple, I’échantillon MB75 est
tout a fait conforme a la norme Italie sauf pour I’ a-sinensal. Il se pourrait que certains échan-
tillons soient faussement déclarés de type Italie. Néanmoins I'absence de norme sur 'origine
Brésil, ne nous permet pas de Paffirmer avec certitude. Par ailleurs, les échantillons avec les
plus faibles taux d’a-sinensal correspondent a des échantillons défurocoumarinés (éch. MI14-df,
MI17j-df, MI18v-df, MI21-df), ce qui a pu entrainer la diminution de la teneur de cette mo-

lécule lors du procédé de purification, comme cela a été observé pour ’huile essentielle de citron.

[’échantillon hydrodistille (éch. MIL63-hd) présente une teneur en o-sinensal légérement
plus basse que I'huile essentielle d’origine (éch. MIL65). De maniére inattendue la teneur en
NMAM est augmentée. [’échantillon hydro-distillé MI64-hd posséde une teneur faible en o-

sinensal et moyenne en NMAM.

Les échantillons coupés au laboratoire, sont hors norme vis-a-vis de I’o-pinéne. Cependant
les huiles de départ étaient déja dans le bas de la fourchette établie par la norme. Seules les
coupes a 20% d’orange ne correspondent plus a la norme pour des molécules autres que 1’ a-
pinéne. Par contre pour un grand nombre d’échantillons commerciaux plusieurs molécules sont

hors-norme.

5.1.2.5 Huile essentielle de pamplemousse

Ci-dessous (cf. tableau 5.6) sont regroupés des composés décrits en section 5.1.2, obtenus
aprés analyse GC-FID de la fraction volatile des huiles essentielles de pamplemousse. Ils ont

ensuite été comparés a la norme.
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Dans ce cas, seuls 8 échantillons ne correspondent pas a la norme, ce qui est assez peu si l'on
compare aux résultats obtenus pour les oranges. Cependant la norme sur les huiles essentielles de
pamplemousse ne comporte que peu de molécules, souvent avec de larges gammes de naturalité
(cf. nootkatone).

[’échantillon PI14 a un profil trés atypique. Ceci pourrait étre du 4 une importante dé-
gradation de ce dernier. Cependant nous ne sommes pas en mesure d’affirmer qu’il s’agisse de

I'unique raison.
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5.1.3 Huiles essentielles de lavande et lavandin super

Les analyses réalisées sur GC-FID sur colonne polaire et apolaire ont permis I'identification
de 98,5 4 99,9% des molécules de la fraction volatile des huiles essentielles de lavande et lavandin
super. Pour chacune des huiles essentielles de lamiacées étudiées, il existe une norme AFNOR
(NF ISO 3515 (déc. 2004), NF T75-305 (juil. 1992)) correspondant & une origine précise.

Le procédé employé est identique a celui de ’étude des huiles essentielle de citrus. Cependant
contrairement aux normes correpondantes au citrus, la norme de la lavande inclus la teneur
relative en camphre marqueur du lavandin super. Cette premiére observation pourra permettre
d’exclure immédiatement des échantillons issus de fraude grossiére. Par contre, les échantillons
correspondant & la norme ne sont pas nécessairement authentiques. En effet, certaines mani-
pulations comme I’ajout de linalol et acétate de linalyle peuvent équilibrer le profil moléculaire

de l'huile adultérée.

Dans ce chapitre sont présentées les teneurs relatives des molécules normées. Nous avons de
cette maniére vérifié la conformité a la norme. Des molécules marqueurs d’oxydation de I'huile
essentielle ont été ajoutées au profils normés utilisés ainsi les échantillons dégradés pourront
étre identifiés facilement.

Au contraire des huiles essentielles de citrus, nous ne pouvons nous affranchir des modifi-
cations apportées par I'oxydation dans la composition moléculaire car nous ne connaissons pas
les produits de dégradation (polymérisation). Les teneurs relatives sont utilisées pour la suite
de I'étude sans modification particuliére.

A Tinstar des huiles essentielles d’agrumes, les résultats des analyses chirales et isotopiques

ne présentent aucune anomalie due a la dégradation.

Néanmoins, en industrie, lors d'un controle de qualité, les échantillons détectés comme étant
trop dégradés, pourront étre écartés dés cette étape.
5.1.3.1 Huile essentielle de la lavande

Dans le tableau 5.7 sont regroupées les teneurs des composés normés, auxquelles ont été

ajoutées celles des oxydes de linalol afin d’évaluer I'oxydation potentielle de I’échantillon.
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Sur la totalité des échantillons d’origine France 8 échantillons correspondent & la norme
AFNOR NF T75-305 (juil. 1992).

[’échantillon type Bulgarie correspond bien a la norme, mais a un chémotype différent
de ceux d’origine France. Il est donc difficile d’inclure cet échantillon & notre étude du profil
moléculaire.

Au niveau des échantillons de lavande type France hors-norme, nous remarquons que certains
possédent toutes les caractérisques d’'un mélange d’huiles essentielles de lavande et lavandin
super. Ceci se traduit par une baisse des [3-ociménes accompagnée d'une nette augmentation
du camphre (échantillons LF11 et LF16).

Par ailleurs, pour d’autres échantillons, on observe principalement une baisse des $-ociménes.
Une dégradation de I'huile essentielle pourrait constituer une expliquation. Or, les taux no-
tamment en cis-B-ocimeénes sont vraiment tres faibles et les teneurs en linalol-oxydes ne sont
pas anormalement élevées. L’existence de nombreux clones et variétés de lavande, crées en vu
d’améliorer leur résistance aux maladies ou parasites, pourrait expliquer cela.

Egalement, I'ajout de standard de linalol et d’acétate de linalyle contribuerait aussi a en-
trainer une dilution des autres teneurs relatives.

Les analyses chirales et isotopiques apporteront des informations importantes a ce sujet. La

maturité ou la période de récolte peuvent étre une explication supplémentaire.

En ce qui concerne I’échantillon LF2-R adultéré au laboratoire, dés 'ajout de 5% de lavandin
super dans la lavande (éch. LFC20-5), le cis-B-ociméne devient hors-norme. Cependant le taux
initial de cis-B-ocimene était peu au dessus de la limite. Dans le cas de LEF'3-R plus riche en
cette molécule, la baisse n’est pas visible. Le suivi de la teneur en cis-3-ociméne n’est pas
pertinente pour chaque échantillon mais constitue néanmoins un premier indice de la qualité
de Iéchantillon. Le camphre quant a lui augmente ostensiblement a partir de 10% d’ajout de
lavandin super. [’ajout de standard de linalol et d’acétate de linalyle pourra masquer en partie
I’élévation de la teneur en camphre, mais diluera aussi la teneur en cis-B3-ocimene.

La suite de I’étude permettra une meilleure compréhension de ces phénoménes.
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5.1.3.2 Huile essentielle de lavandin super

Dans cette section sont regroupées les teneurs des composés normés. Le lavandin super
contient des quantités en Z et E-B-ociméne inférieures a celles de la lavande. L’huile essentielle
de lavandin possédant de moindre concentration de composés instables (ex :ociménes), elle sera
moins sensible a la dégradation. De plus ces composés ne sont pas normés, d’ou la difficulté
d’évaluer si I’échantillon est dégradé ou non. De plus 'augmentation des oxydes de linalol n’est
pas toujours significative. C’est pourquoi aucun marqueur d’oxydation n’a été relevé. Du fait
de cette caractéristique, la comparaison a la norme apportera moins d’enseignement.

Sur ’ensemble des échantillons seuls 8 correspondent & la norme. Cette constatation est
surprenante, le lavandin super étant plus connu comme adultérant pour la lavande que comme
huile essentielle adultérée. La encore, une norme générale sans distinction d’origines n’est peut-
étre pas adaptée. Cependant tout comme la lavande les cultivars existants et la période de

récolte peuvent étre a 'origine de ces profils hors-norme.
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5.1.4 Discussion sur les résultats de ’analyse GC-FID

Nous connaissons maintenant de maniére précise la composition des huiles essentielles étu-
diées. Tout d’abord les huiles essentielles sont sujettes a la dégradation, particuliérement celles
de bergamote, citron, mandarine et lavande. Les bonnes conditions de conservation sont im-
pératives. Ces échantillons sont donc malgré tout utilisables lors de la construction du modéle
statistique (cf. section 4.8).

De plus, nous verrons qu’en ce qui concerne les analyses chirales, isotopiques ou profils des

PMF, les résultats ne présentent aucune anomalie due a la dégradation.

Néanmoins, en industrie, lors d’un controle de qualité, les échantillons détectés comme étant
soit trop dégradés soit particulierement atypiques, pourront étre écartés dés cette étape. En ef-
fet, d’'une part, 'oxydation des huiles essentielles, pouvant étre confirmée par la mesure d’indice
de peroxyde, est susceptible de provoquer des réactions allergisantes chez certains individus.
D’autre part, la méthodologie mise en place dans cette étude vise & une détection « fine » de

Padultération. Or, ce procédé devient trop lourd face a une fraude grossiére.

De maniére générale, nous avons eu un grand nombre d’huiles essentielles ne correspondant
pas ou partiellement & la norme associée. Ceci a été remarqué tout aussi bien pour les huiles
essentielles d’orange et de lavandin super réputées pour étre des adultérants usuels et non des
huiles essentielles adultérées. Il apparait alors qu’'un profil hors-norme n’est pas nécessairement
preuve d’une fraude sur une huile essentielle.

Par contre un profil hors norme signifie que I’huile n’est pas tout a fait de qualité attendue.
C’est le cas des huiles essentielles de bergamote, citron et mandarine qui ont un fort taux de
p-cymeéne et un faible taux de y-terpinéne, ou d'une lavande avec un faible taux de Z et E-{3-
ociméne. Si ce sont 14 les seules teneurs hors normes on peut suspecter une oxydation de I’huile
due a une mauvaise conservation. S’il y a d’autres composés aux teneurs hors normes alors, on

peut alors envisager une fraude.

Nous pouvons aussi nous interroger sur I’adaptation des normes aux huiles essentielles ac-
tuelles. De plus, une norme ne tient pas toujours compte des marqueurs spécifiques d’un adul-
térant potentiel (6-3-caréne de I'orange) ni des modifications des teneurs relatives les unes par
rapports aux autres. Il est vrai que I'ajout d’une huile essentielle étrangére va modifier les te-
neurs relatives des unes par rapports aux autres, sans nécessairement modifier la conformité
a la norme. Ainsi, pour exemple, le taux de monoterpénes de I’huile essentielle de madarine
authentique est relativement constant et il ne peut avoir un fort taux de limonéne associé a de
forts taux de [-pinéne et de y-terpinéne, méme si le profil de I'huile essentielle est conforme a
la norme AFNOR.
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Il existe une limitation supplémentaire en ’absence d’évaluation de « distance » & la norme.
En effet, les molécules hors-normes sont plus ou moins éloignées de la gamme de naturalité
mais la simple comparaison a celle-ci n’est pas suffisante pour évaluer le degré de concordance

avec ’échantillon.

Il s’agit alors de pallier ces inconvénients. C’est pourquoi, une méthode statistique est éla-
borée pour chacune des huiles essentielles étudiées (cf. chapitre 6). Ainsi les relations entre
teneurs relatives sont prises en compte, ainsi que la similarité entre échantillons. Aussi plus
I’échantillon est anormal, plus il s’écarte du lot. Cette méthode permet de remédier aux lacunes

d’une simple étude du profil moléculaire de la fraction volatile des huiles essentielles.

Dans le cadre de I’étude des citrus, pour les coupes effectuées au laboratoire, seuls les échan-
tillons coupés a partir de 20% d’orange ne correspondent plus a la norme. Or, de nombreux
échantillons commerciaux sont hors-normes vis-a-vis de plusieurs molécules. Ceci tendrait a dé-
montrer que nos échantillons adultérés le sont plus finement que les échantillons commerciaux.
Ainsi la fraude commerciale, que nous avons tenté de reproduire, est différente et apparament
plus facilement détectable. Cependant il est trés intéressant d’étre capable de détecter des
fraudes plus « discrétes », car elles existent et pourraient étre plus souvent utilisées dans le

futur afin de déjouer des controles de plus en plus pointus.

Dans le but d’approfondir la connaissance des échantillons et de corréler les résultats obtenus

lors de I’établissement du profil moléculaire, des analyses plus ciblées sont nécessaires.

5.2 Analyses chirales

De nombreuses molécules ont été choisies comme cibles d’analyses énantiomériques. Si I’ana-
lyse de 'a-pinéne et sabinéne dans les citrus est assez classique, celle du citronellal, I’ a-terpinéol
et du linalol I’est moins (sauf linalol pour la bergamote). Le but de cette étude est tout d’abord
d’observer les ratios énantiomériques des huiles essentielles de référence afin d’identifier leur
gamme de valeurs. En effet, si celle-ci est trop importante alors la détection de la fraude n’est
pas possible. En revanche, si elle est resserrée les échantillons commerciaux et les échantillons
adultérés au laboratoire sont étudiés. En effet, il est nécessaire d’avoir une concordance entre
ces résultats pour que la détection d’'une anomalie ait du sens.

Aussi nous veillons a ce que chaque analyse apporte une information supplémentaire ou ap-
profondie car il est inutile de multiplier les analyses donnant exactement les mémes indications.
Usuellement, les énantioméres dans les citrus sont appelés (+) et (-). Dans les huiles ot ils sont

présents en forte abondance, I'appellation R et S est privilégiée pour les isoméres de linalol,
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acétates de linalyle et de lavandulyle. Ces termes sont relatifs & deux nomenclatures spécifiques
(cf. section chapitre 1.1.1.3).

Pour chaque analyse, la teneur de I'un des isoméres est indiquée (le taux du deuxiéme
isomére étant le complément a 100%). Dans un souci d’homogénéité nous avons pris le parti de
présenter le taux du méme stéréo-isomeére qu’il soit majoritaire ou non dans une huile essentielle
donnée. Quand cela est jugé pertinent, la résolution entre les deux isomeéres et l'incertitude

expérimentale sont également renseignées.

5.2.1 Analyse chirale des terpénes a-pinéne et sabinéne des citrus

Cette analyse est destinée a mettre en évidence ’addition d’huile essentielle d’orange dans
les citrus. Elle a été effectuée sur un analyseur GC unidimensionnel et non pas sur un appareil
GC multidimensionnel comme cela est fréquent. En conséquence, préalablement & l'injection,
un fractionnement sur silice de I’échantillon a été nécessaire. Cette étape a permis d’isoler
et de n’injecter que la fraction contenant les composés apolaires (monoterpénes et sesquiter-
pénes). L’analyse de I’o-pinéne sur colonne supelco B dex 325 30 m x 0,25 mm x 0,25 um est
satisfaisante.

En revanche, pour celle du sabinéne, il n’a pas été possible de trouver une programmation
en température permettant une résolution correcte des énantiomeéres. En effet, la fraction ter-
pénique est riche en molécules et la purification préalable ne permet pas d’enlever les molécules
parasites a I’analyse.

Par contre, la colonne cyclosil § 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym s’est révélée adaptée a cette

séparation. Les chromatogrammes en sont les suivants :



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSIONS 158

o -minene(+)

21436

s P rra
sahité e (-
o o o 0 w o B

FIGURE 5.6: Profil énantio-GC-FID pour la chiralité des terpénes

A cause de la faible capacité de charge de la colonne chirale, la quantité injectée doit étre
controlé précisément pour avoir une résolution acceptable avec les molécules voisine de chaque
stéréo-isomeére du sabinéne. Si la résolution est trop affectée alors I'incertitude d’'intégration est
plus importante.

Ci-dessous, sont présentés les facteurs de résolution entre les deux isoméres de I'a-pinéne,

et celle entre le sabinéne et la molécule inconnue éluée devant lui sur le chromatogramme :
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Molécules Résolutions
o-pinéne (+) — (-) 2,6
Sabinéne (+) () 11,0
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TABLE 5.9: Résolutions associées a la séparation des isomeéres de a-pinéne et sabinéne

L’incertitude de mesure se situe a plusieurs niveaux. Il existe une incertitude a 'injection a

laquelle s’ajoute 'incertitude a I'intégration. Cette derniére est négligeable lorsque la résolution

entre les deux isomeéres est supérieure a 2 et qu’aucune molécule ne vient perturber 'intégration.

C’est le cas de I'a-pinéne, molécule pour laquelle I'incertitude totale est équivalente a celle

calculée (cf. chapitre 4.7.1). Ce n’est pas le cas pour les stéréoisomeéres du sabinéne, qui malgré

une importante résolution entre eux, ont une résolution avec les molécules voisines un peu faible

et dont 'incertitude d’intégration est augmentée (cf tableau 5.9).

Lors de cette étude toutes les huiles essentielles ont été intégrées de la méme maniére,

ce qui limite I'influence de cette incertitude. Dans le cas des huiles essentielles d’orange et

pamplemousse, pour connaitre I'incertitude totale, il faut se référer au tableau 5.10 selon la

teneur de la molécule dans la fraction analysée.

Incertitude Incertitude
, . . ) Incertitude
Molécules HE injection % intégration %
totale %
Bergamote
rg o 1 Négligeable 1
. citron
a-pinéne (-) % :
Mandarine 1 Négligeable 1
Orange o
2 Négligeable Tableau 5.1
pamplemousse
Sabinéne (+) % Citrus 2 4,0 6

TABLE 5.10: Incertitudes associées a la séparation des isomeéres de a-pinéne et sabinéne
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5.2.1.1

Huile essentielle d’orange
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Afin de compléter les données de la littérature, quelques échantillons d’orange ont été ana-

lysés. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 5.11 suivant :

o-pinéne (-) | sabinégne (4
REF % %
Littérature(99] 94,6 97,9
Littérature[as] 01
Labaoratoire 0.36.7 81,8-98,0
[B]=}! 0,23 940
[B]= 056 97 0
QB3 1 BR a9 2
QB4 0,46 97 2
OBS 053 915
DCRE 0,80 921
QCR? 022 95 1
DEWE 1,83 940
OEYD 142 934
210 058 918
Ol s-df 052 928
Ol12d 0,43 95 4
Ol13s 1,46 93 R
214 5-df 052 97 &
i1 5-df 0,70 95 R
216 099 936
0il7 1,10 927
218 0BG g5 2
219 07 998
0§20 0,51 958
2021 0,20 95 4
022 1,83 914
Qi23dt
0i24-hd 0,49 g7 2

TABLE 5.11: Teneurs relatives des isoméres a-pinéne (-) et sabinéne (+) pour lhuile essentielle

d’orange

Malgré le grand nombre d’huiles essentielles d’orange ne correspondant pas a la norme
AFNOR (ISO/FDIS 3140 (Mai 2011)) sur le profil moléculaire 5.1.2.1, les valeurs obtenues par
analyse chirale sont tout a fait comparables a la littérature. D’emblée nous remarquons que ces
deux molécules sont proches d’étre otpiquement pures.

[’inconvénient majeur de cette analyse pour la discrimination de la fraude est la faible
teneur de ces molécules dans I’huile essentielle d’orange comparativement a celles de bergamote
et de citron. Par contre les teneurs sont similaires avec les huiles essentielles de mandarine et

pamplemousse.
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5.2.1.2 Huile essentielle de bergamote

Les résultats présentés ci-dessous (cf. tableau

de cette analyse dans la discrimination de la fraude.

=

J.

161

12), vont permettre d’évaluer le potentiel

g-pinéne (-1 | Sabinéne (+) g-pinéne (-1 | Sahingne (+)
REF % % % %
Littérature [100] 52.0 — 78,0
Littératura[99, 108] 14,1-18,8
Littérature[109] 71.1-67.3
Littérature[110] 13,7-16,3
Littérature[111] 14,3-14 .6
Bl-F BE 2 17 8 BIC38-5 17 6
Bl2-R F9.0 16,3 BIC39-10
Bl3-R 68 .4 16 4 BIC40-20 214
Bl4-R BB.0 168 BIC41-10+1 std
Bl5-R B8 5 17 1 BIC42-10+1std B4 9
Bl5-F St ] 17.0 BIC43-5 17 4
BI7-R 67 3 16,3 BIC44-10
Bl5 St 152 BIC45-20 M2
B9 677 177 BIC4E-10+1std
B0 B5 7 17.0 BICA7-10+4+2std B5 3
Bl11 a4 B 223 BICc48-5 68 .4 16,0
Bl12 g2 214 BICc49-10 A8 .4 157
B3 ST 17 2 BICcA0-20 68 .4 15,1
BlE 67 .4 186 BICca1-10+1std 68 .4 157
BI7 709 143 BICc52-10+2std A8 .4 157
Bha B9 9 145 BICchH3-5 £9.0 159
B9 70,4 143 BICch4-10 St 157
BI20-df 66 4 175 BICcHs-20 B8 8 15,0
BlZ1 BB 2 18,2 BICcAR-10+1std St 157
BI22-df 671 17 8 BICca7-10+2std ST 157
BI23 BB 5 18,3 BICAE-10-HWy1 F9.0 16,3
Bl24 BE 1 17 6 BICS9-10-BHWWY ac B9.0 16,3
BI25 g7 2 17 .3 BICEO-10-Hwy1 A8 .4 16 4
Bl26 BE 5 16,3 BICE1-10-BHWY ac 68 .4 16 4
BI27-df BB B 177 BICEZ-10-Hwy1 St 189
BI28-df BE 5 200 BICE3-10-BHWWY ac ST 189
Bil25-df 744 18,0 BICEA-10-HWw1 A8 .4 189
BI30-df 65 6 17 6 BICES-10-BHWWY ac 68 .4 189
Bl31-df 713 220 BilEE dt
BIl32-df BE B 179 BILEY 68 .4 165
BIC33-5 BILES-F A8 2 16,1
BIC34-10 198 BCES B7 B 16,7
BIC35-20 225 BiCI70 g5 4 18,7
BIC3E-10+1std 198 BAT1 f32 203
BIC37-10+2std 198

TABLE 5.12: Teneurs relatives des isoméres a-pinéne (-) et sabinéne (+) pour Uhuile essentielle de

bergamote
Rouge : valeurs anormales ; Orange : valeurs limites
Dans le tableau 5.12, les échantillons BI14-df et BI15 n’ont pas pu étre analysés en raison

d’une quantité d’huile essentielle trop limitée. L’huile essentielle BI66dt est déterpénée, cette

analyse n’a donc pas pu étre effectuée.
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En ce qui concerne le sabinéne, d’aprés nos résultats et la littérature (cf. tableau 5.13) nous
avons pu définir des valeurs anormales et des valeurs limites. Pour I’ a-pinéne, la difficulté est
plus grande, car la littérature sur ce sujet est peu abondante et les gammes de valeurs indiquées

sont assez différentes.

Trois valeurs paraissent un peu élevées mais ne sont pas anormales comparées aux valeurs
données par H. Casabianca et C.Chau.[103] L’analyse chirale de I’ a-pinéne semble moins discri-
minante au niveau des échantillons commerciaux car seuls 2 échantillons ont une valeur élevée
en o-pinéne (-) contre 4 pour le sabinéne (+). Par ailleurs, en raison du peu de littérature cette
analyse est plus difficile a interpréter et nous disposons d’assez peu d’échantillons de référence
pour établir nos propres valeurs limites. L’analyse chirale de I'a-pinéne n’est donc pas conservée

pour la suite de I’étude.

A partir d’une coupe a 10 % d’huile essentielle d’orange, les ratios énantiomériques sur les
deux molécules deviennent limites voire suspects. Cependant, la fourchette de valeurs indiquée
dans la littérature pour la chiralité du sabinéne est assez large et en conséquence, le rapport
énantiomérique aprés un ajout d’huile essentielle d’orange ne devient pas automatiquement

anormal.

5.2.1.3 Huile essentielle de citron

L’analyse énantiomérique de 1'a-pinéne (-) et du sabinéne (+) a été effectuée sur les échan-

tillons d’huile essentielle de citron. Les résultats sont présentés ci-dessous (cf. tableau 5.13).
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o-pingne (-

Sahingne (+)

o-pingne (-

Sahingne [+

REF %o %o %o %o
Littérature [99] 700 - 66,0
Littérature [100] 13.6-14.8
Littérature[116] 25,5315
CI1df-R B9, 0 16,3 CIzaR-5 A7 A 134
ClZ2a-R A7 4 157 CICE7-10 BE A 14 2
Z13h-R B7 4 15 .4 ZICa3-20 G4 3 14 9
Cldp-R B9 .9 147 CIze9-5 B7 8 135
Clhe-H 11 155 CICEO0-10 (= a gkl 142
ClEh-F B9 1 16 CICET-20 4 3 1449
CI7-R B9 2 14 5 CICEZ-5 1.1 155
Z18-R =1 143 CICE3-10 711 157
Z19-R [S1a g 135 CIzE4-20 711 1549
CI10-R [=tafpe] 13,1 CICES-5 711 154
Z111-R B3 & 14 3 CICEE-10 == 155
CI12-R [=1= =) 13,1 CICE7-20 B9 1 155
CI113-R [atagla 1248 CIzEB-5 711 162
C114-R [=t= 14,1 CICEI-10 [=1= 17,0
115-df B35 16 G CICF1-20+H) Sstd B9 1 18,3
G B9 5 16,2 CICT2-20+1 std+H0 Zoac B4 3 1449
17 -df 71,3 147 CICF3-20+1 std B4 3 1449
C118-df (=11 16,0 CIC74-20+1 std -+ Zoac F4 3 1449
119 704 14 7 CIC75-20+1 std G774 18 5
C120-df == 17 & CIC7E-20+H) Setd G774 186
121 -df B9 4 14 8 CICTF7-20+1 std+0 2gac G774 186
CI22-df B2 214 CIC7E-20+1 std+H) Zoac A7 4 18 4
123 B9 3 19,0 CIC71-20H]1 Astd A7 4 1449
124 71,2 17,1 CIC79+1 std (== 14 5
125 B9 8 165 CICE0+1 std+H 2gac B9 g 14 6
C126-df 702 1848 CAa1 [atafta 17 4
CI27 [=1= 17 .3 CAR2-df [S1= e 16 8
128 7048 CAZ3 704 157
C129-df (1= 155 AL B0 g 134
C130-df 702 14 5 CATS [ataffal 1648
131 BR A 16 4 CCIBR 55 3 17,0
132 G758 a7 -df B9 1 185
Z133m B7 5 16,0 ciclea B9 5 147
134 [a1a g 14 4 C89-df BE 1 253
135 743 1148 [[i=N] 717 15,3
CIC36E-1 By 2 1549 g [SI= ) 16,1
CIC37-5 16,3 g2 B9 5 152
CIZ38-10 [t 171 CE93 (a1 s 14 6
CIZ39-20 F3 1 18 A CE94 B3 A 1348
CIC40-5 16,3 CE3S B30 1356
CIC41-10 B5 2 17,1 CE9G (=1 141
CICA2-20 B3 1 18 6 CE97-5 (a1 1449
ClC43-5 == 1548 CE98-10 ]! 1645
CIC44-10 [S1a g 1549 CE99-20 (=1 a) 14 5
CIC45-20 B9 5 16,0 CE100+1 std+0 2gac B4 3 14 3
CICAR-5 A7 4 14 .49 CEL101 [ata i 1449
CIzA7-10 =T 15,0 CEL10Z [=ta il 134
CIC45-20 B 4 15,1 CEL10Z B9 3 132
Z1C49-1 By 2 1549 CEL104 JO05 157
CICA0-5 BE 1 16,3 CEL10S B7 8 156
CIzE1-10 5 2 17 1 CEL106-hd B2 A 155
CICs2-20 B3,1 18 5 o107 G613 17,1
CICE3-5 B33 13,3 CC108 70,0 235
CIze4-10 Bg 2 136 CI09dt B7 8 135
CICES-20 =T~ 1349

TABLE 5.13: Teneurs relatives des isoméres a-pinéne (-) et sabinéne (+) pour Uhuile essentielle de

citron

Rouge : valeurs anormales ; Orange : valeurs limites ; Bleu : valeurs atypiques
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Les résultats obtenus sont similaires & ceux obtenus pour la bergamote.

Pour le sabinéne, d’aprés nos résultats et la littérature (cf. tableau 5.13), nous avons pu
définir des valeurs anormales et des valeurs limites.

Au niveau de 'a-pinéne, les plages indiquées dans la littérature sont différentes, ce qui com-
plique l'interprétation. Cependant I'analyse des échantillons commerciaux ne montre aucune
réelle anomalie au niveau de 'a-pinéne comparée a celle du sabinéne qui présente au moins
6 anomalies. Pourtant les échantillons adultérés au laboratoire ont des résultats hors-gamme
pour les deux molécules & partir d’un ajout de 10 % d’orange, ou pour 'une ou 'autre, suivant

I’adultération effectuée.

Sur la base des résultats des échantillons commerciaux, seule ’analyse du sabinéne est

conservée pour la suite de 1'étude.
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5.2.1.4 Huile essentielle de mandarine

En ce qui concerne I'huile essentielle de mandarine, voici les résultats obtenus pour I'analyse

énantiomérique de 'o-pinéne (-) et du sabinéne (+).

a-pinéne (-] | Sabinéne (A g-pinéne -1 | Sabinéne (+)
REF % % % %
Littérature [59] 76,2805
Littérature[127] 77,6816
LittEratura[124] 79.880,5
Littérature [70] 51,4556 80,7 83,3
Laboratoire 52.0-55,2
MilT-R a4 4 760 MIC039-20 a1.3 a4 .3
MIZj-R a4 B 81,1 MICtod0-5 03,7 8198
Mil3-F 543 77 R MICtod1-10 530 83,1
M- a6.0 778 WHCtod2-20 51,3 g4 .3
MIS-R 555 783 MICtod3-5 534 771
MIGj-R =] 798 MICtod4-10 524 795
M7 v-F a8 801 WICtod5-20 0.7 805
hlE-F 527 77A MICtodB-5 ] a] 787
MIS-R 53,2 765 WICtod7-10 52k 805
hI10j-R 5249 77A MICtodB8-20 a0.7
Wil1 1 - 540 /o4 MIC49-5 534 77
hdl12j a4 4 783 MICED-10 524 795
M3 85 5 77 B MICE1-20 0.7 805
tAl1 4-olf B1R 752 MICo52-5 534 771
M1 5-df a4 3 78,4 WG 0a3-10 524 795
hl15j a4 2 s MICoa4-20 a0.7 a0A
W7 j-df a5 3 79,4 MICES-5 53k 78,7
11 By-olf a4 5 787 MICER-10 5208 a0A
M9 528 773 MICE7-20 0.7
hI20 Bo0a MICo58-5 ] a] 787
MAl21-dlf a4 2 788 WG 059-10 52k 805
hI22j 516 7849 MWICoRD-20 a0.7
W2 3-df 540 713 MICET-10+0.45td 530
MICm24-5 a4 5 gog M2+ 4std o4 B 81,1
MIC25-10 a4 4 807 MILES-hd a6 A 76,3
W rri26-20 a4 2 80,3 MilEd-hd 530 768
MICm27-5 539 760 MILES 5289 77 A
WG r28-10 534 76,0 hABE-df 493 B8 B
MIC28-20 538 762 MAET | a6 .4 7949
MICm30-5 a4 2 77 B WABE 480 85,1
MIC31-10 a4 2 77 R MARD 46 5 Ak 4
WG rrid2-20 540 77 A MB7 Oy o645 790
MIC33-5 540 77A MB7 1w 555 7549
MIC34-10 837 MBT 2y 538 765
MIC35-20 530 831 MB7 3w 57 4 787
MICE36-5 513 g4 .3 W 4 o4 7 76,0
MICo37-5 54 R g1.1 MBS 534 784
MWICo38-10 530 3.1 MCEYE-10 520 808

TABLE 5.14: Teneurs relatives des isoméres a-pinéne (-) et sabinéne (+) pour Uhuile essentielle de

mandarine
Rouge : valeurs anormales ; Orange : valeurs limites ; Bleu : valeurs atypiques
L’excés énantiomérique du sabinéne de I'orange est plus proche de celui de la mandarine qu’il

ne ’était de celui de la bergamote et du citron. Cependant, contrairement aux huiles essentielles

précédentes plus riches en sabinéne, les teneurs en sabinéne de l'orange et de la mandarine
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sont similaires d’ott une influence plus importante de l'ajout d’huile essentielle d’orange sur
Iexcés énantiomérique. A quelques exceptions preés il est assez difficile de conclure avec la seule
observation des résultats. De plus, nous avons quelques valeurs atypiques (en bleu). L’existence
de différents cultivars peut étre a l'origine de ces résultats. En ce qui concerne les échantillons
adultérés, seule une addition de 20 % d’orange pourra étre parfois visible, car un des deux et

parfois les deux ratios énantiométiques atteignent des valeurs limites voire suspectes.

5.2.1.5 Huile essentielle de pamplemousse

Seuls quelques échantillons d’huile essentielle de pamplemousse ont été analysés, et les ré-

sultats sont proposés dans le tableau 5.15 ci-dessous :

apinéne () [Sabinéne (+)
REF % %
Littératurel100] 8,0
Laboratoire 0,3 -11 85,0-98,0
P 54 90,7
PF7 0y 95,4
PUSS-df ) 66,4
PUS10 10,5 G547
FUS1 05 934
PP12df 98 935
PS5 15 578
P L516 27 55,5

TABLE 5.15: Teneurs relatives des isoméres a-pinéne (-) et sabinéne (+) pour Uhuile essentielle de

pamplemousse

En ce qui concerne I'a-pinéne (-), certaines teneurs semblent plus élevées que celle obtenues
pour l'orange. Cependant la gamme des résultats est trés large et 'ajout d’huile essentielle
d’orange ne sera pas visible. Dans le cas du sabinéne, les excés énantiomériques sont similaires
a ceux de l'huile essentielle d’orange donc I’analyse n’est pas non plus pertinente. Cette analyse

n’a donc pas été poursuivie pour I’huile essentielle de pamplemousse.

5.2.2 Analyse chirale du Citronnellal des huiles essentielles de citrus

Dans ce chapitre, les possibilités, par la mesure du ratio énantiomérique du citronnellal,
d’identifier I’addition d’huile essentielle d’orange, d’huile essentielle distillée ou encore de ci-
tronnellal synthétique dans le cas du citron, sont évaluées.

Le cas de I'huile essentielle de bergamote n’a pas été étudié car cela ne semblait pas pertinent
au vu de la faible teneur de citronnellal et des techniques analytiques déja existantes.

Comme précédemment I'analyse nécessite un prétraitement de I’échantillon, afin de limiter
les risques de coélution mais permet aussi de concentrer le citronnellal tout en protégeant la

colonne par élimination des composés lourds alors en forte concentration. Ce fractionnement
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est indispensable pour I'orange et le pamplemousse car il existe une coélution du citronnellal

R avec le B-cubébéne (cf section 4.1).

Citronnellal 5

/

Cittonsnellal B

/\/\_

En rouge : chromatogramme d’un citron

En bleu : chromatogramme du standard de citronnellal

FIGURE 5.7: Profil énantio-GC-FID pour la chiralité du citronnellal

La résolution obtenue dans ces conditions est la suivante :

Molécules Résolution

Citronnellal (R) — (S)

2,5

TABLE 5.16: Résolution associée a la séparation des isomeéres de citronnellal

L’incertitude de mesure correspond a l'incertitude de I'injection, 'incertitude d’intégration

étant jugée négligeable au regard de la résolution.

. Incertitude Incertitude Incertitude
Molécules HE L . .
injection % intégration % totale %
Citronnellal S (-) Citrus 1 Négligeable 1

TABLE 5.17: Incertitudes associées a la séparation des isoméres du citronnellal

Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous. En plus du pourcentage relatif en citronnellal

R, sa teneur dans I'huile essentielle a été ajoutée, contribuant a 'interprétation des résultats.
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5.2.2.1 Huile essentielle d’orange

Dans le tableau 5.18 sont synthétisés les résultats obtenus pour les huiles essentielles d’orange :

Citronnellal B | Citrannellal

REF %% 4
[0]=} 32 0,04
] = 635 1,05
QB3 BE 5 0,05
OB4 54 8 0,05
CBE& &7 0 0,04
DCRA 541 0,05
OEwa E3 8 0,04
oo 26 0,03
011 s-df A6 0 1,05
Q12d a0 0,05
D13s 58,1 0,03
Qb1 4 s-df A28 0,03
0i15-df 535 0,03
ik A7 3 0,04
oy 541 0,04
2i18-df BB 7 0,05
Qi1s A3 8 0,04
021 A6 0 1,04
Q2 a4 2 0,04
D23t T 143

TABLE 5.18: Teneurs relatives de l’isomeére du citronnellal R et teneur totale pour I’huile essentielle

d’orange

Malgré le fractionnement sur silice préablable éliminant le B-cubébeéne , il subsiste une co-
élution avec Iisomére (R) du citronnellal, qui a nécessité 'utilisation de la GC-MS. Le composé
identifié semble étre la E-dihydrocarvone qui lors de 1'étape de purification, ne peut-étre élimi-
née de la fraction d’intérét. En effet, ce composé est, tout comme le citronnellal, élué avec la
fraction des composés moyennement polaires.

Nous ne disposons pas de points de comparaison avec la littérature, néanmoins les teneurs

en citronnellal R obtenues sont homogénes et comprises entre 52,6 % et 58,5 %.
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5.2.2.2 Huile essentielle de citron

Dans le tableau 5.19 sont présentés les résultats obtenus pour les huiles essentielles de citron :

Citronnellal B | Citrannellal Citronnellal R | Citronnellal
REF % % % %
Littérature(11e] 5,2 — 15,4
Laboratoire 7,1-10,2
Cldi-R 8.4 0,11 Cl33m 9.8 00
Cl2a-R 95 0,08 CIC3E-1 10,1 0,0R
CI3h-R 97 0,09 CIC37-5 11,2 0,06
CHp-R 87 010 CIC38-10 12,1 0,0R
Cloe-R 8.8 0,09 CIC39-20 146 0,06
ClEh-R 85 010 ClC43-5 10,1 0,0R
CI7-R 85 0,11 ClC44-10 106 0,06
Cle-R 10,2 0,08 ClIC45-20 114 0,0R
CI9-R 104 010 CAZ1 134 0,05
CNo-R 95 0,08 CAIZ-df 11,1 0,01
CN1-R 300 0,09 CAZ3 11,2 0,05
CN2-R 2BA 0,09 CAR4 96 0,07
CN3-R 290 0,09 CAZS 138 0,05
Cl4-R 30,2 010 CCIBE 21,1 0,02
CIE-df g9 0,07 Cila7-df 294 0,06
CHE 1,2 0,08 ClB5-df G2 0,09
CN7-df 264 0,05 Clis0 9.4 0,09
CNE-df g4 0,09 Clig1 ] 013
N9 8.4 0,11 Clig2 0.4 013
CI20-df 127 0,02 CES3 8.3 015
CI21-df 13,3 0,02 CES4 10,8 0.0
Cl22-df 26,7 0,05 CE9E 1,3 012
Cl23 16,3 0,04 CEL102 127 0,0R
Cl24 114 0,04 CEL102-D 146 0,06
Cl25 4159 0,058 CEL103 115 012
Cl26-df 15,1 0,02 CEL1D4 74 0,11
Cl27 42 4 0,058 CEL105 78 012
Cl2a NA 0,06 CEL10E-hd 9.8 0,06
CI29-df 3|0 0,08 Co108 114 0,11
CI30-df 115 0,02 CHO09dt 105 015
Cl31 8.8 012

TABLE 5.19: Teneurs relatives de l'isomere du citronnellal R et teneur totale pour l’huile essentielle

de citron

En rouge : valeurs anormales

Les échantillons de référence ont des résultats correspondant a ceux de la littérature a 1'ex-
ception des échantillons CI11-R, CI12-R, CI13-R, CI14-R qui pourtant ont été fournis par un
producteur "de confiance". Nous n’avons malheureusement pas pu obtenir d’explication de sa
part. Une coélution spécifique & certains échantillons de référence (éch. CI11-R, CI12-R, CI13-
R, CI14-R) a été envisagée. Cette derniére hypothése a été réfutée a 'aide de I'analyse en
GC-MS. En effet, une telle analyse a été réalisée avec des conditions expérimentales identiques
(colonne, gradient de température) et aucune coélution n’a été détectée. En conséquence, ces
résultats hors norme induisent une grande variabilité dans nos échantillons de référence et ne

nous permettent pas d’interpréter les résultats des échantillons commerciaux.
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Les résultats obtenus pour I'huile essentielle de citron distillée montrent que 1’expression
a froid et la distillation ne produisent pas exactement le méme excés énantiomérique (éch.
CEL102, CEL106-hd). I se pourrait aussi que la technique d’extraction soit a l'origine de
différents ratios chiraux, tout comme c’est le cas pour certains alcools (cf. section 1.1.1.3).
Aussi I'échantillon CEL102 laissé quelques semaines a la lumiére a 30-40°C montre une légére

racémisation du citronnellal.

5.2.2.3 Huile essentielle de mandarine

Dans le tableau 5.20 sont synthétisés les résultats obtenus pour les huiles essentielles de

mandarine :
Citrannellal B | Citronnellal
REF % %
Litterature [25] | 91,1 - 961
MilT-R 92 R 0,03
MIZj-R 911 0,03
Mil3-F 08 0,04
M- g7 o 0,04
MISj-R a0 5 0,03
MIG}-R g8 5 0,02
M7 v-F BB 9 0,02
MI0j-R 9149 0,03
Wil 1 - 928 0,058
M3 90,3 0,02
hAl1 G- olf 923 0,058
MI1E] g5 .3 0,02
17| 91k 0,02
Mt 1By 916 0,03
bl a9 1 0,02
hI22 g6 2 0,02
hI23 aa7 0,08
WDES 891 0,01
MAEE 870 0,03
WA | g7 h 0,02
MB7 0y 920 0,03
MBT 2y 770 0,02
MB7 3w aa 1 0,03
MWBTS g8 .2 0,02

En rouge : valeurs anormales

TABLE 5.20: Teneurs relatives de l'isomeéres du citronnellal R et teneur totale pour I’huile essentielle

de mandarine

La chiralité est trés différente de celle de 'orange et les teneurs totales en citronnellal sont
similaires, ce qui permettrait de remarquer ’ajout éventuel d’huile essentielle d’orange. Cepen-
dant d’apreés les valeurs relatives aux échantillons de référence, un seul échantillon commercial
a une teneur en citronnellal R un peu faible. Cette analyse ne parait pas pertinente pour notre

étude.
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5.2.2.4 Huile essentielle de pamplemousse

Dans le tableau 5.21 sont présentés les résultats obtenus pour les huiles essentielles de

pamplemousse :

Citranellal R | Citranellal
REF % %
P B0 .4 0,03
PAZ B0 .4 0,04
PAZ A5 2 0,03
PFGE 714 0,05
PF7 722 0,05
PL=E 70,4 0,01
PLISS-df 799 0,05
PUS10 77 A 0,06
PLST 774 0,05
PP12-df g5 2 0,04
P& 7B 5 0,05
PAS1E 772 0,05
Pi20-df a4 2 0,08
Pi21 773 0,05
PLSL30 =] 0,0R
PLSL g7 0 007

TABLE 5.21: Teneurs relatives de l'isomeéres du citronnellal R et teneur totale pour I’huile essentielle

de pamplemousse

En vert : valeurs “normales”

Les chromatogrammes des échantillons trop dégradés n’ont pu étre interprétés.

Cette analyse semble intéressante pour I’huile essentielle de pamplemousse car I'excés énan-
tiomérique est significativement différent de celui de l'orange. Cependant tout comme dans
lorange, il existe sur certains échantillons une coélution avec la E-dihydrocarvone. Cette ana-
lyse a nécessité I'utilisation du GC-MS, mais dans le cas du pamplemousse, la E-dihydrocarvone
est parfois en concentration conséquente et 1'utilisation d’une méthode d’extraction d’ion en
GC-MS ne permet pas de s’en affranchir.

Les deux échantillons extraits au laboratoire (éch. PUSL30, PUSL31) ont un fort excés
énantiomérique, ce qui n’est le cas d’aucun échantillon commercial analysé a 'exception de
I’échantillon Pi20df.

Par manque de littérature et d’homogénéité dans les résultats due & une coélution, cette

analyse semble difficilement exploitable en 1’état.



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSIONS 172

5.2.3 Linalol et a-terpineol des huiles essentielles de citrus (sauf

bergamote)

Dans un premier temps, le potentiel de cette analyse va étre évalué sur quelques échantillons,
car la littérature est assez réduite sur le sujet et pas toujours en accord. Pour ce faire, un nombre
significatif de chaque huile essentielle est analysé afin d’observer le comportement du rapport
énantiomérique des deux molécules cibles. En effet, il est important que les huiles essentielles
de référence possédent des valeurs avec un écart-type relativement faible afin que la gamme de
référence ne soit pas trop grande.

L’idée est de se servir de ces analyses comme indicateur de I’ajout d’huile essentielle d’orange.
Bien que la littérature n’aille pas dans ce sens, nous étudierons la pertinence de cette analyse
en cas d’ajout d’huile essentielle hydro-distillée.

Tout comme pour les terpénes cette analyse est effectuée sur un GC unidimensionnel,
I’échantillon est d’abord purifié sur colonne de silice afin de conserver la fraction alcoolique.
Ensuite deux analyses différentes sont nécessaires afin d’adapter la colonne et le programme
de température a la séparation des deux composés chiraux. Une méthode spécifique a di étre
élaborée pour le linalol dans les huiles essentielles de citron, de mandarine, d’orange et de pam-
plemousse. Celle déja en place pour la bergamote ou lavande n’a pu étre adaptée. En effet la
quantité de linalol dans les premiéres citées est inférieure a 1% alors qu’elle est de 3 a4 20% dans
les huiles essentielles de bergamote et lavande. La dilution est donc beaucoup moins importante
et de nombreuses molécules peuvent étre coéluées alors qu’elles ne sont pas détectées lorsque

la dilution est plus grande.

Les chromatogrammes des analyses de 'a-terpinéol sur colonne 6-tertiobutyl dimethylsilyl,
2,3-diethyl-B-cyclodextrine (50% dilué PS086) 25m x 250um x 0,25um (Méga, Legano, Ttalie)(cf.
figure5.8) et du linalol sur colonne Cyclosil B 30m x 250um x 0,25um (agilent technologies, Santa
Clara, USA)(cf. figure 5.9) sont présentés ci-dessous. L’incertitude d’intégration est identique

a celle évaluée pour I'o-pinéne (cf. tableau 5.22)
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FIGURE 5.8: Profil énantio-GC-FID pour la chiralité de I’ a-terpinéol
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FIGURE 5.9: Profil énantio-GC-FID pour la chiralité du linalol

Molécules Résolutions
a-terpinéol (+) — (-) 6,4
Linalol (+) — (-) 2,4

TABLE 5.22: Résolution associée a la séparation des isomeéres de I’a-terpinéol et du linalol
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L’incertitude d’intégration est identique a celle évaluée pour I’a-pinéne (tableau 5.23)

Incertitude Incertitude Incertitude
Molécules HE
injection % intégration % totale %
Linalol (-) % Citrus 1 Négligeable 1
a-terpinéol (+)% Citrus 1 Négligeable 1

TABLE 5.23: Incertitudes associées a la séparation des isoméres de l'a-terpinéol et du linalol

Ensuite sont présentés les résultats obtenus pour cette étude. Avec le pourcentage relatif en

linalol (-) et o -terpineol (+), les teneurs de ces molécules dans I'huile essentielle sont reportées,

en vue d'une aide a I'interprétation des résultats.
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5.2.3.1 Huile essentielle d’orange

Dans le tableau 5.24 sont synthétisés les résultats obtenus pour les huiles essentielles d’orange :

Linalal (-) R Linalal o -terpineal (+)| a-terpinéol
REF (%) (%) (%) (%)
Litterature(oz]  14,0-15,0

0Bl 78 042 35 og7
oB2 78 0,42 16 o5
DB3 J6 5 045 23 o5
0B4 11,0 0,43 524 o5
0BA G & 045 3.2 o004
OCRY 12,7 0,45 00 o8
OEVS 53 0,28 57 o004
OEWvY 10,1 0,42 45 og7
ona 5h 040 50 ooz
o111 5-df 116 0,36 348 o005
on2d 186 053 35 o5
oN3s 9.1 0,45 449 o8
Ol 4 s-df 53 045 4.3 o004
oilG 10,6 0,35 G4 o5
0il7 52 037 238 oo5
oi1g 524 051 27 o004
DiZ3dt a1 953 4.1 209

TABLE 5.24: Teneurs relatives des isomeéres du linalol (-) et a-terpineol (+) et teneurs totales pour

l’huile essentielle d’orange

en rouge : valeurs anormales

Les résultats de I'huile essentielle d’orange sont beaucoup plus constants que pour les autres
huiles essentielles étudiées. Seuls les résultats des échantillons OB3 et Oil7 sont différents.
Cependant, en ce qui concerne le linalol, nos résultats ne correspondent que partiellement a la

littérature.
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5.2.3.2 Huile essentielle de citron
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Dans le tableau 5.25 sont présentés les résultats obtenus pour les huiles essentielles de citron :

Linalol (-1 R Linalol g-terpinéal (+1| o-terpinéol
REF % % % %
Littérature [95] 56.8-71.5 73,1863
Littérature[33]industrial lernon 528 75,2
Littérature [113, 116] 51,99-74,64
320
Littérature [103] 46,0
Cldi-R 50,0 0.0 732 0,16
Cl2a-R o4 8 012 752 018
CI3h-R 553 012 724 0,16
Cldp-R 590 00 021 015
Cloe-R 55 6 0,09 750 015
ClEh-R a1.4 0.0 773 0,16
CI7-R 598 016 77 0,24
CHE-df a6 ,1 0,07 754 0,04
Cl1E 451 0,09 701 019
CN7-df (a1 a] 0,08 738 010
CNe-df 47 B 0,11 /o4 016
[} 1] 53,1 0.0 795 014
CI20-df JBh 0,06 0,02
CI21-df 50,0 0,0R 0,02
Cl22-df 450 0,06 B34 0,07
Cl23 B4 0,0R 744 0,08
Cl24 B6 B 0.0e B9 .4 0,09
Cl25 falaa] 0,09 Ba.0 015
Cl26-df B6,7 0,04 B9 2 0,05
Cl27 o7 1 0,09 a0 2 015
Cl2a B2,1 012 470 0,08
CI29-df 335 0,16 g7 2 0,08
CI30-df 50,4 0,06 0,02
131 541 012 750 017
Cl33m B30 012 013
CA 4248 0,09 786 012
cA32 a10 0,07 718 012
CAL3 50,0 007 013
CARS 487 0,0R 720 010
CizIBE 48 2 0,04 728 0,08
CCIa7-df 42 B 0,07 g7 7 0,058
Clas 483 0,11 770 012
Clign 522 012 014
Clig1 o600 012 goa 017
Clig2 G4 9 01 758 0,16
CE93 o600 012 727 018
CE34 B0 R 012 77A 015
CEL10S 50,0 016 79,4 0,29
CHO9dt 593 025 218

TABLE 5.25: Teneurs relatives des isomeéres du linalol (-) et a-terpineol (+) et teneurs totales pour

l’huile essentielle de citron

En rouge : valeurs anormales; en orange : valeurs limites

Le citron cit0311 extrait au laboratoire a une teneur relative en linalol (-) légérement in-

férieure a ce que I'on peut trouver dans la plupart des publications. Cependant le procédé

d’extraction n’est pas tout a fait identique, car au laboratoire nous avons recours a l’extraction
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des zestes par solvant . Ceci peut expliquer cette légére différence car le linalol est réactif en
milieu acide [106].

Seuls les résultats obtenus sur des huiles essentielles extraites au laboratoire par H.Casabianca
et al. [106] sont a l'inverse des résultats présentés dans la littérature, et de la plupart de nos
résultats. Ceci n’est pas expliqué a ce jour, car la réactivité en milieu acide tend a racémiser le
linalol et non a inverser les rapports des énantiomeéres (cf. section 3.2.2.1). Il semblerait alors

que le ratio énantiomérique du linalol dans les citrus soit variable.

Nous remarquons que les teneurs relatives en linalol (-) inférieures a 50% sont le plus sou-
vent accompagnées d'une faible teneur en linalol total. Ceci ne confirme pas I’hypothése de
la coupe avec de 'huile essentielle d’orange car cette derniére posséde un fort taux de linalol
comparé au citron. D’autre part une huile essentielle de citron hydrodistillée comporte aussi
un taux de linalol relativement plus haut que I’huile essentielle issue de I’expression a froid.
De plus I’hydrodistillation aura aussi tendance a racémiser le linalol. Ces résultats ne sont pas
exploitables en I'état. En effet, 'analyse GC-MS montre une coélution en analyse chirale unidi-
mensionnelle. De plus la dégradation d’échantillon semble perturber 'analyse. Cette méthode

n’est pas pertinente pour la mesure de 'excés énantiomérique du linalol dans I'essence de citron

Au niveau de I'a-terpinéol les anomalies sont moins fréquentes et flagrantes. Cela est sans
doute di au fait que 'orange en contient moins que le citron et donc I'influence d’une coupe sur
les résultats est limitée. Les valeurs les plus faibles en a-terpinéol (+) sont accompagnées d'une
faible teneur de ce composé. Cela semble correspondre & I'addition d’huile essentielle d’orange
dans celle de citron. Cependant assez peu d’échantillons sont atypiques et cette analyse ne

semble pas plus pertinente que celle de I'a-pinéne et du sabinéne.
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5.2.3.3 Huile essentielle de mandarine

Pour les huiles essentielles de mandarine les résultats obtenus sont présentés dans le tableau
5.26 :

Linalol (-1 R Linalol o-terpinéol (49| o-terpinéol
REF % % % %
Litterature [95] 13,1198 69,6-76,8
Litterature [103] 4,065
M1 e-R 238 0,1 71549 014
MIZj-F 186 0,11 720 0,14
hI3-R 17 8 0,09 85 0,11
Mtldy-F 18,2 016 728 0,25
hI5j-R 17 f 013 GR 2 0,16
MIGj-F MNE 012 5948 015
M7 w-F o 0,11 B0 017
MITT-R 295 0,1 70,1 0,11
M1 2] A 0,11 ol a] 015
M1 5-df 268 0,09 71,1 0,11
I Gj 2B 0,1 GR 2 015
M7 j-df 228 0,1 38 012
M1 Bi- off 19 4 012 G4 9 02
e 213 017 o7 B 0149
W20 24 2 0,1 GRS 013
M1 19 2 0,29 B9 .2 066
M2 222 012 343 0,36
MIE4-hd 188 02 8.0 0,24
hABE 268 0,14 57 5 0,29
hAGT | 178 014 5248 0,32
hABE 264 012 027 03
hARS 191 019 71,2 (1)
MWIBT v 32,3 015 53k 016

TABLE 5.26: Teneurs relatives des isomeéres du linalol (-) et a-terpineol (+) et teneurs totales pour

l’huile essentielle de mandarine

En rouge : valeurs anormales

Les résultats de I'analyse du linalol sont difficiles a interpréter. Peu de résultats corres-
pondent aux données de la littérature et quatre échantillons de référence (éch. MI1r-R, MI6j-R,
MI7v-R, MI11j-R) sont hors gamme. De plus les données présentées dans la littérature ne sont
pas en accord. Ces constatations sont identiques a celle effectuées pour les échantillons d’es-
sence de citron. De la méme maniére une coélution perturbe le déroulement de I'analyse en GC

unidimensionnelle.

En ce qui concerne l'a-terpinéol, un grand nombre de résultats ne correspondent pas aux
résultats obtenus dans la littérature et c¢’est aussi le cas des échantillons de référence MI3-R,
MI6j-R et MI7v-R. Il est donc la encore difficile de s’appuyer sur ces résultats, qui apportent

finalement plus de questions que de réponses.
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L’existence de nombreux hybrides et cultivars peuvent aussi étre une des causes a l'origine
de tant de variations|136].

5.2.3.4 Huile essentielle de pamplemousse

Les chiralités de I'a-terpinéol du pamplemousse et de I'orange sont identiques, donc I’analyse
n’a pas été poursuivie. Les résultats ne sont pas présentés ici. Dans le tableau 5.27 sont présentés

les résultats de 'analyse chirale du linalol pour I'huile essentielle de pamplemousse.

Linalal (<) R Linalaol
REF % %
Littérature(t0z] 32,043,0
PA1 70,3 0,14
pAZ ana 014
PAZ 46 9 013
Pad 588 0,09
PCa 717 010
PFGE 38,3 010
PF7 349 0,058
PL=E 743 010
PLISS-df a0,0 012
PUS10 34,1 013
PLST a0,0 010
PP12-df 20 45 0,04
PP13-df 70,0 010
P14 32,3 0,09
P& ah 1 0,07
PAS1E B5 9 012
PAST7 45 B 010
Pi1g B4 .4 0,08
Pi1g 34 5 0,11
Pi20-df 28,1 015
Piz1 47 7 0,11
PLUSL30 259 015

TABLE 5.27: Teneurs relatives des isoméres du linalol (-) et a-terpineol (+) et teneurs totales pour

lhuile essentielle de pamplemousse

En rouge : valeurs anormales

Pour les mémes raisons que pour les essences de citron et de mandarine, les résultats ne

sont pas évidents a interpréter.

5.2.4 Analyse chirale du linalol, acétates de linalyle et de

lavandulyle

La bergamote, la lavande et le lavandin super sont des plantes qui produisent une huile
essentielle a fort taux de linalol et d’acétate de linalyle. L’acétate de lavandulyle est lui spécifique
aux lamiacées.

Cette analyse est destinée a détecter I'addition de ces mémes molécules d’origine synthétique

dans les huiles essentielles citées ci-dessus. Le linalol et 'acétate de linalyle sont en quantité



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSIONS 180

suffisante pour que I’échantillon soit injecté sans purification préalable. Le cas de 'acétate
de lavandulyle est un peu plus complexe car l'utilisation d'un GC unidimensionnel entraine
certaines coélutions. En effet, le terpinéne-4-ol et I'acétate de lavandulyle S ont le méme temps
de rétention sur la colonne chirale adaptée. Une purification sur gel de silice a été nécessaire.
[’analyse du linalol et de I'acétate de linalyle doit étre effectuée sur un échantillon largement
dilué car une colonne chirale est de faible capacité. L’acétate de lavandulyle ne sera alors
plus visible. En conséquence, I'analyse de 'acétate de lavandulyle est traitée séparément sur
échantillon moins dilué et purifié.

La colonne adaptée pour les trois molécules est la colonne 6-tertiobutyle triméthylsilyle,
2,3-diethyl-B-cyclodextrine (50% dilué PS086) 25m x 250um x 0,25um (Méga, Legano, Italie).
L’identification du linalol S a nécessité une analyse d’une huile essentielle connue a laquelle a
été ajoutée une faible quantité de linalol, ceci afin de ne pas confondre cet isomére avec un des
isoméres de 1'oxyde de linalol.

Les chromatogrammes sont les suivants :

Bergamote LO1A0327 + Linalol Arndtate de
Bergamote LPLG0GEY linalyle
Linalol R Linglol 5

|

Oxgdes de linalol

L i T TR PR . —]

FIGURE 5.10: Chromatogramme de la séparation des stéréoisomeéres de linalol, acétate de linalyle
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FIGURE 5.11: Chromatogrammes de la séparation des stéréoisoméres de linalol, acétate de linalyle et

acétate de lavandulyle

A : Chromatogramme d’une lavande avant purification; B : Chromatogramme d’une lavande avec I’ajout de

terpinéne-4-ol ; C : Chromatogramme de la lavande (A) aprés purification.

La résolution est excellente sur cette colonne pour le linalol et I'acétate de linalyle.
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Molécules Résolutions
Linalol R-S 7,0
Acétate de linalyle R-S 4,6

TABLE 5.28: Résolution associée a la séparation des isomeéres du linalol et de l'acétate de linalyle

Tout comme pour les terpénes I'incertitude totale correspond a la somme de 'incertitude
d’injection et d’intégration. Bien que la résolution soit supérieure a 2 dans les deux cas, I'in-
certitude d’intégration n’est pas négligeable ici. En effet, la présence d’oxyde de linalol et la
faible teneur de I'isomére S pour 'acétate de linalyle augmentent significativement l'incertitude

d’intégration pour ces deux molécules.

Molécules HE Incertitude injection % || Incertitude || Incertitude
intégration || totale %
%
) Lavande 0,3 0,5 0,8
Linalol R %
Bergamote 1 0,5 1,5
) Lavande 0,3 0,4 0,7
Acétate de linalyle R %
Bergamote 0,3 0,4 0,7

TABLE 5.29: Incertitudes associées a la séparation des isomeéres du linalol et de l'acétate de linalyle
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5.2.4.1 Huile essentielle de ho wood

L’huile essentielle de ho wood ( cinnamomum camphora) est une source de linalol abondante.

Ainsi dans le tableau 5.30 sont synthétisés les résultats obtenus pour les huiles essentielles de

ho wood :
Linalal R Acétate
% de linalyle R

REF Yo
Littérature™131] 96 2

Littérature [10] g7av e

Hyy1 949

Hiy'2 94 3

Hyw'3 932

Hi'd 953

Hiwwh 957

Hw5 93 6

Hww7-20std 87 5

Hy\ach 932 93,2
HwyacS-20std 87 & 87 5

TABLE 5.30: Teneurs relatives des isoméres du linalol R et acétate de linalyle R pour I’huile essentielle

de ho wood

* feuilles

Nous avons pu étudier les ratios énantiomériques de 6 huiles essentielles de shiu ou ho wood.
Certains exceés énantiomériques sont plus faibles que ceux prévus par la littérature. Cependant
il existe assez peu de publications sur le sujet. Nous avons acétylé une de ces huiles essentielles
au laboratoire ainsi qu'un mélange de shiu et de linalol de synthése. Cette expérience montre
que l'acétylation conserve la chiralité. Aussi un ajout de 20% de linalol synthétique abaisse

significativement 'excés énantiomérique.
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5.2.4.2 Huile essentielle de bergamote

Dans le tableau 5.31 sont présentés les résultats obtenus pour les huiles essentielles de

bergamote :
Linalal R Acétate de linalyle Linalal R Acetate de linalyle
REF % Yo % %
Littérature [100] =99 =99.5
Littérature [109] =995
Litterature [108] 99,9-100 99,5-100
Litterature [39) 99,4.99,7 99,7999
BI-R 997 897 Bl32-df 992 997
BI2-R 8998 897 BIC33-5 8997 987
BI3-R 998 99,7 BIC34-10 997 997
Bl4-R 991 992 BIC35-20 997 99y
Bl5-R 931 932 BIC3E-10+1std 850 93,1
BIE-R 994 897 BIC37-10+2std 70,1 7E.7
BIF-R 590 8993 BIC35-5 8953 957
Bi3 99,0 965 BIC39-10 998 997
B9 995 95,2 BIC40-20 998 99y
B1o 931 932 BIC41-10+1std 928 970
BI11 99,1 897 BIC42-10+1 std 700 77T
B2 89,3 897 BIC43-5 8953 957
B3 993 996 BIC44-10 998 997
BI14-df 993 997 BIC45-20 998 997
BlS 933 937 BIC4B-10+1std 928 971
BlG 992 897 BIC47-10+2std 70,2 77a
BN17 590 8993 BlGGdt 8955 95,7
Bla 8993 8993 BILEY 8995 987
B1a 995 993 BILGG-R 990 993
BI20-df 955 930 BCEY 9393 995
BI21 599 0 93 7 BCI70 59 8 59 8
BI22-df 896 5996 BAT1 8957 957
BI23 89,4 894 BICEE-10-Hy 881 987
Bl24 95,7 99,7 BICSS-10-8HWach 991 994
BI25 93,0 994 BICED-10-HW1 95 4 997
BI26 955 959 BICE1-10-8HWach 992 994
BI27-df 59,4 8996 BICE2-10-Hyy1 88,1 957
BI28-df 8996 L] BICE3-10-8HVWach 8591 95,4
BIZ9-df 95,3 931 BICE4-10-HyW1 954 997
BI30-df 9393 935 BICES-10-8HWach 932 994
BI31-df 935 954 BICB0-10-HWCE-20std 955 97 5

TABLE 5.31: Teneurs relatives des isoméres du linalol R et acétate de linalyle R pour I’huile essentielle

de bergamote

En rouge : valeurs anormales

D’aprés H. Casabianca et al., le linalol R dans la bergamote ne doit pas étre inférieur a
99 % mais A.Mosandl et al sont plus restrictifs et proposent une limite inférieure de 99,5 %.
En raison de l'incertitude d’intégration, surtout sur les petites teneurs, nous avons préférez

considérer les échantillons comme suspects si la teneur en linalol R est inférieure a 99 %.

Au niveau de l'acétate de linalyle, la littérature propose une gamme de résultats supérieure

a 99,5 %. Nos résultats correspondent a la littérature. Néanmoins compte-tenu de 'incertitude
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de mesure, la valeur limite inférieure pour les deux molécules est de 99%. Ainsi nous avons
pu déja remarquer des teneurs en acétate de linalyle R suspectes. Cependant les échantillons
auxquels ont été ajoutés 5% ou 8% de standards synthétiques de linalol ou acétate de linalyle
observent une baisse nette de I'excés énantiomérique du composé R. Ceci n’a pas été observé
sur les échantillons commerciaux. En effet pour quelques échantillons (éch. BI9, BI20-df, BI24,
BI29-df, BI31-df) le linalol R ou l'acétate de linalyle R sont trés faiblement en dessous de 99
%. Seuls les échantillons BI8 et BI28-df ont une teneur en acétate de linalyle R plus faible.
En rechanche I'ajout de ho wood n’est pas toujours visible, suivant ’excés énantiomérique de
I’huile essentielle de ho wood utilisée. L’ajout du mélange « huile essentielle d’ho wood et linalol

synthétique » modifie quant a lui significativement 1’excés énantiomérique.
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5.2.4.3 Huile essentielle de lavande

Le tableau 5.32 présente les résultats obtenus pour les huiles essentielles de lavande :

. Acétate de Acétate de
Linalal R .
” linalyle R lavandulyle R
REF % %
Litterature[108] 95,5.98,2 96,5100
Litterature[103] 95.5-100
<Ih 93.97
Litterature[106] hydml::lj?';]illatinn A
hydrodistillation <85
Litterature[130] =91,7 =95
Labaoratoire =93.8
LFI-RE 05 4 95 5 100
LFI-R 956 994 100
LF3-R 95 4 99 .4 100
LFAR 97 3 95 4 100
LF5-R 95 2 99 .4 100
LF6-F 051 95 5 100
LF7-R 96,7 99 5 100
LFg 95 4 100
LFg 96,7 99 .4 100
LF10 95 5 100
LF1l 97 1 99 .4 100
LF12 95 5 95 4 100
LF13 956 99 .4 100
LF14 937 95 5 100
LF15 96,2 99 1 100
LF16 o052 g5 2 100
LF17 99 5 100
LF18 95 5 100
LF12 95 4 99 5 100
LFC20-5 051 95 5 100
LFC21-10 950 99 5 100
LFC22-20 949 95 5 100
LFCI3-5-5atd 934 100
LFC24-5-3std o4 .4 0o 4 100
LFC25-10-5std o34 100
LFC26-10-2std o4 .4 0o 4 100
LFCI7-20-5std o34 100
LFC28-20-2std o4 .2 0o 4 100
LFC20+5std 934 100
LFC30+Estd g4 5 0o 4 100
LF31 95k 95 5 100
LF32 94 2 99 5 100
LFCI9+5HWacl-20std o4 4 3.0 100
L FCa0+HEH W ac-20std 938 97 3 100
LFC29+5HWCE o5 .1 95 5 100
LFC20+8HW D 96,2 99 .4 100

TABLE 5.32: Teneurs relatives des isoméres du linalol R, acétate de linalyle R et acétate de lavandulyle

R pour l’huile essentielle de lavande
Rouge : valeurs anormales ; Orange : valeurs limites
Les différentes publications présentent des résultats pas toujours en accord. Les résultats

obtenus pas H.Casabianca et J.B Graff (laboratoire) sont plus restrictifs que ceux trouvés dans

la littérature. L’absence d’article concernant l'acétate de lavandulyle ne nous permet pas la
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comparaison avec nos résultats. Cependant, il semblerait que 'acétate de lavandulyle ne soit

pas l'objet d’adultération.

Les ajouts de standard de linalol entrainent une baisse de la teneur en linalol R en dessous
de 90 %. Une telle baisse de la concentration n’a pas été remarquée sur les échantillons commer-
ciaux. Par contre les ajouts de ho wood et de mélange ho wood et 20% de standard synthétique
a hauteur de 5% et 8% demeurent invisibles (éch. LFC29+5HWCS8, LFC29+8HWC(C9), au re-

gard des résultats du linalol.

Nos résultats pour I'acétate de linalyle R lors de cette étude sont tous supérieurs a 99%, ce
qui est plus élevé que les données de la littérature. De méme les études précédentes conduites au
laboratoire, sur plus de 250 échantillons, tendent & montrer une présence d’acétate de linalyle
R supérieure a 98,8%.

Ainsi que pour le linalol, 'ajout de 5% ou 8% de ho wood acétylée n’est pas remar-
quable. Par contre si I'huile essentielle de ho wood a été préalablement mélangée avec 20%
linalol synthétique, l'excés énantiomérique devient trop faible (éch. LFC29+5HWac9-20std,
LFC30-+8HWac9-20std).

En faisant ’hypothése que la distribution suit la loi normale, nous pouvons alors établir un

intervalle de tolérance pour les valeurs de 'acétate de linalyle dans la lavande.

Acétate de linalyle (R) (%)
Moyenne % 99,4
Ecart type o 0,2
Tolérance t*c % 0,6
limite inférieure % 98,8

TABLE 5.33: Intervalle de tolérance des teneurs relatives obtenu pour l'acétate de linalyle R dans la

l’huile essentielle de lavande

La limite inférieure est identique a celle obtenue lors de I’étude sur 250 échantillons. L’ana-
lyse nous permet de dire qu’a aucun d’entre eux n’a été ajouté d’acétate de linalyle de synthése.
Concernant I'ajout de 'acétate de linalyle d’origine naturelle, il n’est pas possible de I'affirmer
avec certitude.

Quant a 'adultération par ajout de linalol de synthése ou d’origine naturelle, cette analyse ne
nous apporte aucun enseignement. En effet, ’ajout de linalol de synthése doit étre important

pour étre formellement identifié (cf. section 3.2.2)
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5.2.4.4 Huile essentielle de lavandin super

Le tableau 5.34 présente les résultats obtenus pour les huiles essentielles de lavandin super :

Linalal B A_cétate Acétate
o de linalyle R de lavandulyl R
REF % %
Littératurel103 87-100 97 5-100

L5F1 240 996 100
LSF2 97 o 100 100
LSF3 965 6 996 100
LSF4 954 996 100
LSFS 97 8 987 100
LSFB 957 996 100
LSF7 97 B 987 100
LSF8 97 o 996 100
LsFd 210 996 100
LSF10 97 o 995 100
LSF11 912 996 100
LSF12 955 987 100
LSF13 7.1 100 100
L5F14 97 B 987 100
LSF15 955 100 100
LSF16 95 4 996 100
LSF17 950 9a7 100
L5F18 97 5 996 100
LSF14 958 996 100
LSF20 97 B 987 100
LSF21 a7 2 996 100
L5F22 97 5 987 100
LSF23 a7 7 9a7 100
L5F24 97 3 987 100
LSF25 955 996 100
LSF26 97 B 987 100
LSF27 97 3 996 100
L5F23 97 8 996 100
LSF23 a7 4 996 100
LSF30 98,0 996 100
LSF31 a7 7 996 100
L5F32 97,1 987 100

TABLE 5.34: Teneurs relatives des isomeéres du linalol R, acétate de linalyle R et acétate de lavandulyle

R pour l’huile essentielle de lavandin super

Le faible risque d’adultération du lavandin super a rendu son étude moins attractive et donc
peu d’études ont été publiées. Concernant le linalol, les remarques sont identiques a celles faites
sur la lavande (cf. section 5.2.4.3).

Les valeurs d’excés énantiomérique que nous obtenons pour l'acétate de linalyle sont en
moyenne plus élevées que dans le cas de la lavande. Cependant les excése énantiomérique des

deux huiles essentielles sont trop proches pour que cette analyse puisse les distinguer.

5.2.5 Discussion

Dans le cadre de I’étude des citrus, des analyses énantiomériques fréquemment rapportées

dans la littérature ont été reproduites sur nos échantillons. En paralléle, d’autres molécules ont
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été étudiées visant a une meilleure détection de la fraude, notamment dans le cas de I’huile es-
sentielle de pamplemousse. Certains rapports énantiomériques sont révélateurs d’adultération,

tandis que d’autres ont été moins évidents a interpréter.

Pour toutes les analyses de terpénes dans les huiles essentielles de citrus, si I’'on compare
les résultats des échantillons commerciaux aux coupes effectuées au laboratoire, peu d’échan-
tillons semblent anormaux alors que ’ajout expérimental d’huile essentielle d’orange est bien
visible. Cette constatation est inattendue compte-tenu de la difficulté a corréler les échantillons
commerciaux a la norme en comparaison aux échantillons adultérés avec de I'huile essentielle
d’orange (cf. section 5.1).

Dans le cas de 'huile essentielle de bergamote, il est possible que 'ajout d’huile essentielle
de citron soit privilégié. Bien qu’elle soit plus onéreuse que celle d’orange, cette adultération
présenterait I'avantage d’étre plus discréte. Dans le cas de la mandarine et du citron, il est
possible que la fraude fréquente consiste a utiliser une huile essentielle d’'une autre origine
géographique moins onéreuse. L’analyse chirale est impuissante dans ce cas.

De maniére générale cette analyse manque de sensibilité, tant par la faible proportion d’o-
pinéne et de sabinéne dans I’huile essentielle d’orange que par la difficulté a établir précisément
des limites de tolérance. Ce désavantage est pallié par I'analyse statistique de ces résultats
avec la composition moléculaire des huiles essentielles correspondantes a 1’exception de I’huile

essentielle de pamplemousse dont la composition moléculaire est trop proche de celle d’orange.

[’analyse du citronnellal dans I'huile essentielle de citron a montré des résultats peu homo-
génes au niveau des échantillons de référence. La variabilité de ces résultats peut avoir plusieurs
origines. L’erreur d’analyse ayant été écartée par 1'utilisation de la GC-MS, I'existence de culti-
vars émergeants peu étudiés pourrait en étre une.

Une deuxiéme hypothése serait que ces échantillons ne soient pas réellement authentiques.
Cependant, la chiralité du citronnellal est le seul paramétre atypique concernant ces huiles
essentielles de référence. De plus, elle semble légérement instable dans le temps ce qui pourraient
aussi expliquer la variabilité des résultats.

L’analyse en GC-C/py-IRMS du citronnellal ne révéle rien d’anormal. I semblerait que les
ratios énantiomériques de ces échantillons soient naturels. L’analyse éantiomérique du citron-
nellal n’est donc pas conservée en raison d’une gamme de naturalité de ’excés énantiomérique

du citronnellal R trop importante.

Cette méme analyse sur I’huile essentielle de mandarine a montré des résultats beaucoup
plus homogeénes. Cependant sur I’ensemble des échantillons analysés seulement un semble avoir

un résultat anormal. Bien que tous les échantillons n’aient pas été analysés avec cette méthode,
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aucune corrélation avec les résultats de la chiralité des terpénes n’a été observée. En effet, aucun
des échantillons anormaux pour la premiére analyse ne I'est pour la seconde. Il est probable que
Padultération avec des terpénes d’orange ait été privilégiée face a 'ajout de I’huile essentielle

d’orange compléte. L’analyse chirale n’a donc pas été poursuivie, dans un premier temps.

Concernant le pamplemousse, il serait trés intéressant de trouver une analyse chirale discri-
minante car aucune n’a été concluante jusqu’alors. Cependant les résultats obtenus sont encore
une fois complexes a interpréter. Sachant que le citronnellal semble se racémiser dans le temps
(cf. citron section 5.2.2.2), il est difficile de connaitre la cause de 'hétérogénéité des résultats.
[’absence de littérature et de données sur le sujet, ne nous permet pas de corrélation avec
ces résultats. L'utilisation de la GC multidimensionnelle serait sans doute plus pertinente pour

cette analyse.

De la, la pertinence de I’analyse chirale du linalol et de I'’o-terpinéol ont été investiguée.
L’étude a été étendue a tous les citrus.

[’analyse du linalol est complexe a interpréter. Les résultats pour les huiles essentielles de
citron, mandarine, pamplemousse manquent d’homogénéité, tant au niveau de notre étude que
de la littérature. Il se peut que le ratio énantiomérique du linalol soit sensible a de nombreux
parametres tels que la méthode d’extraction de I'huile essentielle ou le pH. De plus nous avons
démontré I'existence d’une coélution. En raison de la non sélectivité des ions celle-ci n’a pu étre
résolue. Pour finir la dégradation des échantillons au cours du temps apportent des pics parasites
coélués avec les isoméres du linalol. Pour toutes ces raisons cette étude ne sera approfondie pour
les huiles essentielles de mandarine et citron qu’en cas d’absence d’analyses plus performantes.

Dans le cas de I’huile essentielle de pamplemousse, I’échantillon extrait au laboratoire (éch.
Pi25) a une teneur en linalol (-) plus proche de celles des huiles essentielles d’orange. Nous
avons étudié cet échantillon via le GC-MS et aucune coélution n’a été observée. Il en est de
méme pour les échantillons PF6 et PA2 qui sur GC-MS ont respectivement un ratio proche de
20/80 et 15/85. En conséquence, cette analyse pourrait ne pas étre suffisamment discriminante.
Néanmoins, I'analyse chirale du pamplemousse mériterait une étude approfondie avec un appa-

reillage adapté (GC multidimensionnelle) et sur un plus grand nombre d’échantillons.

Les analyses du linalol, acétates de linalyle et de lavandulyle ont été plus aisées a interpréter.
Il existe en effet un grand nombre d’études sur le sujet.

Dans le cas de la bergamote, de légéres anomalies dans les résultats des échantillons com-
merciaux ont été observés bien que les échantillons adultérés montrent d’importants écarts de
ratios énantiomériques avec les références. Il existe deux explications a cela. Soit 1’échantillon

est adultéré en vu de le faire correspondre a la norme et ’ajout de molécules synthétiques est
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trés faible. Soit I'ajout provient de ho wood (acétylé ou non) dont I'excés énantiomérique est
trés légérement plus faible que celui de I'huile essentielle de bergamote.

Dans le cas des lamiacées, cette analyse n’est pas assez sensible pour évaluer si une légére
quantité de linalol synthétique a été ajoutée. En effet la racémisation du linalol au cours de
I’hydro-distillation perturbe la détection de 'adultération. De ce fait, si I’excés énantiomérique
du linalol est élevé dans I'huile essentielle de départ alors ’ajout de linalol devra étre conséquent
avant d’étre visible.

En ce qui concerne l'acétate de linalyle, aucun échantillon commercial n’a de valeurs sus-
pectes. L’ajout d’huile essentielle de ho wood remplacant 'acétate de linalyle de synthése est
une explication possible. Néanmoins, ces analyses étaient auparavant efficaces lors du controéle
de I'authenticité des échantillons commerciaux. II semblerait alors que les techniques d’adul-
tération aient changé et que I'ajout de linalol et d’acétate de linalyle ne soit plus d’actualité.
Malgré tout, cette analyse demeure un indicateur important pour le suivi dans le temps de
I’évolution des techniques de fraude. L’analyse de I'acétate de lavandulyle est abandonnée car
d’apres les résultats, cette molécule n’est pas sujette a I’adultération. Il est vrai que sa présence
est en bien moindre quantité que le linalol et ’acétate de linalyle.

Cette étude chirale a prouvé la pertinence de 'analyse du sabinéne pour les huiles essentielles de
citrus et de I'a-pinéne dans le cas de la mandarine. Les résultats de ces analyses ont beaucoup
plus de poids lorsqu’ils sont corrélés avec les profils moléculaires obtenus (cf chapitre 6.1.3).
[’analyse des linalol et acétate de linalyle, n’est plus aussi pertinente qu’elle a pu I'étre. Mais
I’analyse isotopique de ces molécules, permettra quant a elle, de valider 1’hypothése selon la-

quelle les échantillons sont adultérés a 'aide d’huile essentielle de ho wood.

Pour conclure, les analyses chirales du sabinéne pour tous les citrus et de 1’a-pinéne pour la
mandarine sont les plus pertinentes et sont sélectionnées pour la méthodologie de controle de
la naturalité. Celles des linalol et acétate de linalyle pour les huiles essentielles de bergamote et
lavande permettent I'identification d’échantillons adultérés. L’efficacité de cette derniére permet

également de limiter ce type de pratique.

5.3 Analyses isotopiques

Cette analyse est plus délicate a mettre en oeuvre que l'analyse chirale car nécessite un
appareillage spécifique complexe et onéreux. Cependant elle est indispensable en complément &
I’analyse chirale. En effet nous avons démontré les limitations de cette derniére dans certains cas.
De plus certaines molécules ne sont pas chirales et sont nécessairement analysées via I’analyse
isotopique, dans le cadre d’une étude ciblée (ex : citral).

Ainsi certains terpénes ont été étudiés dans le but premier de détecter 'ajout d’huile es-
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sentielle d’orange a celle de pamplemousse. Les terpénes sélectionnés sont présents en quantité
significative dans I’huile essentielle d’orange. Ensuite 1'étude isotopique des linalol et acétate
de linalyle vient compléter I’analyse chirale pour une détection de la fraude la plus exhaustive

possible. Enfin le citral et le N-méthyle anthranilate de méthyle non chiraux ont été analysés.

5.3.1 L’analyse isotopique du carbone 13
5.3.1.1 Empreinte isotopique des terpénes des huiles essentielles de citrus

Les résultats de I'analyse de I’a-pinéne, sabinéne, myrcéne et limonéne des citrus sont présen-
tés sous forme de profil isotopique formant I'empreinte isotopique typique de ’huile essentielle.
L’utilisation de I'o-pinéne comme standard interne permet de s’affranchir de la correction de
chaque valeur en comparaison & un standard certifié. Nous estimons alors que chaque terpéne
étudié subit la méme déviation lors de son analyse par GC-C-IRMS *C en comparaison avec
son analyse en AE-IRMS. Le profil isotopique obtenu est indépendant de I'origine géographique,
et de toutes autres variations pouvant étre dues au climat au terroir et a la période de récolte.
Le profil est donc caractéristique du type d’huile essentielle.

L’analyse de ces 4 molécules est réalisée en deux parties (cf. section 4.6.1.2), car le limo-
néne, en grande abondance, ne se situe pas dans la gamme de mesure des autres molécules.
L’incertitude de mesure est importante pour le myrcéne qui situé en fin d’isotherme lors de la
premiére analyse, n’est pas élué a température optimale. Ceci explique une largeur de pic élevée
et donc une moins bonne répétabilité de la mesure. Cependant l'isotherme appliqué constitue
le meilleur compromis entre toutes les contraintes de I’analyse isotopique. L’incertitude du sa-
binéne est variable d’une huile essentielle & 'autre car le B-pinéne élué peu avant, influence sa
valeur isotopique. Concernant les huiles essentielles d’orange et pamplemousse, le 3-pinene est
présent en faible concentration et donc n’influence pas la mesure du sabinéne, ce qui explique

une meilleure répétabilité de la mesure du sabinéne pour ces huiles essentielles.
5.3.1.1.1 Analyse des huiles essentielles de bergamote et citron

Voici les chromatogrammes (cf. figure 5.12) correspondant a une huile essentielle de citron,
profil similaire a celui de la bergamote. Le graphe b présente le profil du limonéne et est identique
pour tous le citrus. Les molécules 1, 3, et 4 sont les molécules cibles de cette analyse. Voici les

chromatogrammes obtenus sur colonne innowax 60x0.25x0.25 :
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FIGURE 5.12: Chromatogramme de la séparation des terpénes pour l'analyse isotopique des huiles

essentielles de citron et bergamote

a : représente les molécules 1 : a-pinéne 2 : B3-pinéne 3 : sabinéne 4 : myrcéne b : représente le chromatogramme

du limonéne

A partir de ces chromatogrammes le logiciel calcule les valeurs isotopiques. Il a ensuite été
possible de présenter les résultats sous forme de profil isotopique pour les huiles essentielles de

citron et de bergamote. L'incertitude de mesure est la suivante :

5'3C Incertitude (%o)
5!3CSabinéne - a-pinéne 6,0
3'3CMyrcéne - o-pinéne 4.5
3'3CLimonéne - a-pinéne 2.3

TABLE 5.35: Incertitudes associées a la mesure isotopique du sabinéne, myrcéne, limonéne

Le graphe 5.13 présente une partie des échantillons de citron et bergamote. Ces résultats

sont comparés a ceux de 'orange afin d’estimer la capacité discriminante de cette analyse.
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FIGURE 5.13: Profils isotopiques d’huiles essentielles de citron, bergamote et orange

Les profils de I'huile essentielle de citron et de bergamote sont trés similaires. Cette analyse
ne pourra étre utilisée pour mettre en valeur I’ajout d’huile essentielle de citron dans celle de
bergamote. Par contre le profil de I'huile essentielle d’orange est assez différent. Il est donc
possible que cette analyse soit pertinente.

Ci-dessous dans les figures 5.14; 5.15; 5.16 et 5.17 sont présentés les résultats obtenus pour

les huiles essentielles de bergamote et de citron :

febibtet

-pinéne sabinéne T e Etle lishonéne

FIGURE 5.14: Profils isotopiques de l’ensemble des échantillons de bergamote
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FIGURE 5.15: Profils isotopiques de I’ensemble des échantillons de citron
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FIGURE 5.16: Profils isotopiques des huiles essentielles de bergamote de référence, de
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FIGURE 5.17: Profils isotopiques des huiles essentielles de citron de référence, extraites au laboratoire,

de coupes, ainsi que les profils moyens, minimum et mazimum

De nombreux profils semblent résulter d’'un mélange entre I’huile essentielle d’orange et
de bergamote ou de citron. Pour vérifier cette hypothése, nous avons isolé quelques profils
d’échantillons dits de référence et ceux d’échantillons adultérés au laboratoire, et nous avons
effectué leur empreinte isotopique. Ces expériences montrent que le mélange de I'huile essentielle
d’orange avec celles de bergamote ou citron ne modifie pas significativement le profil isotopique.

Dans un souci de précision, nous avons voulu déterminer l'intervalle de tolérance et de
confiance de profil & partir des échantillons de référence. Pour ce faire I’hypothése de la distri-
bution gaussienne a été admise, mais n’a pas été vérifiée.

L’intervalle de confiance (en rouge) de la moyenne et un profil minimum et maximum ont
alors été établis. L’intervalle de confiance est assez réduit pour toutes les molécules a ’exception
du sabinéne. Lintervalle de tolérance est quant a lui relativement important. Le profil minimum
est un peu différent du maximum en ce qui concerne sa forme. De plus, il est important de
remarquer que la coupe a 20% d’orange n’est pas hors zone de tolérance et est méme invisible

dans le cas du citron.
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5.3.1.1.2 Analyse de I’huile essentielle de mandarine

Le chromatogramme de I’huile essentielle de mandarine est différent des précédents car il
présente une concentration en sabinéne et 3-pinéne nettement plus faible. Cependant la teneur
en sabinéne sature a une intensité inférieure a InA et malgré une résolution acceptable, sa valeur
isotopique est influencée par celle du -pinéne (pic 2). Cette influence perturbe la discrimination
de la fraude car la teneur en 3-pinéne varie d'une huile essentielle a I’autre et donc son influence
sur la valeur isotopique du sabinéne également. Voici le chromatogramme (cf. figure 5.18) obtenu

sur colonne innowax 60x0.25x0.25 :

o ch romatogram Plots

File Traces Units Peal Identification
s, 44 : 12012451 mand13672
"
B3 [ 1
56 |-
49 -
4.2 +
3.5
2
28 4
21 F
14|
3
T L A
o 187 4220 5253 [==2=1:3 FEIE] 8352 9385 10478 11457 12454 13517
Scan
Scan: 9273 [44) 0.2377456

FIGURE 5.18: Chromatogramme de la séparation des terpénes pour l'analyse isotopique des huiles

essentielles de mandarine

1 : a-pinéne 2 : 3-pinéne 3 : sabinéne 4 : myrcéne

Nous avons analysé un grand nombre d’huiles essentielles de mandarine afin d’évaluer la
perturbation amenée par le 3-pinéne sur cette méthode.
Il en ressort que la répétabilité de I’analyse est affectée par la faible intensité du sabinéne et la

présence du [3-pinéne, mais ces valeurs restent néanmoins acceptables.

313C Incertitude (%o)
5!13CSabinéne - a-pinéne 8,3
533 CMyrcéne - a-pinéne 5,4
5'3CLimonéne - a-pinéne 2.3

TABLE 5.36: Incertitudes associées a la mesure isotopique du sabinéne, myrcéne, limonéne pour ’huile

essentielle de mandarine

Malgré cette constatation, nous avons évalué le pouvoir discriminant de cette analyse entre

'huile essentielle d’orange et de mandarine (cf. figure 5.19).
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FIGURE 5.19: Profils isotopiques d’huile essentielle d’orange et mandarine

L’empreinte isotopique de I'huile essentielle d’orange est différente de celle de I’huile essen-
tielle de mandarine, cette analyse pourrait donc s’avérer utile dans notre étude.
Le graphe 5.20 représente le profil isotopique des échantillons dits de référence, afin d’observer

la reproductibilité du profil.
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FI1GURE 5.20: Profils isotopiques des huiles essentielles de mandarine de référence

Les profils isotopiques des huiles essentielles de mandarine sont trés variables en ce qui

concerne le sabinéne. Cela confirme que I'influence de 3-pinéne n’est pas négligeable. Par ailleurs,
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certains profils sont trés similaires a 'orange bien que ce soit des échantillons de référence. C’est
vraisemblablement di & la présence du B-pinéne insuffisamment résolu qui diminue la valeur
isotopique du sabinéne. Ainsi I’écart mesuré entre 1’a-pinéne et le sabinéne apparait plus faible

qu’il ne 'est en réalité.
5.3.1.1.3 Analyse des huiles essentielles d’orange et du pamplemousse

Le pamplemousse et I'orange ont des profils chromatographiques similaires. Le 3-pinéne est
présent en faible teneur, il ne perturbe donc pas I'analyse du sabinéne. Nous avons dans un
premier temps comparé les profils de pamplemousses authentiques et adultérés avec la moyenne
des profils d’orange afin d’estimer 'utilité d’approfondir cette analyse. Voici, figure 5.21, le

chromatogramme obtenu sur colonne innowax 60x0,25x0,25 :

I Chromatogram Plots

File Traces Units Peak Identification

nd, 4411102119 pampl.
i

Tr
B3
BE |-
a9
a2t
35+
28|
21 3
141+ 1

2
07+ ﬂ
L A

0 757 1514 227 el 3755 4542 5293 EO5E EST3 7a70

Scan

Scan: 2679 [(44) 0 2382954

FIGURE 5.21: Chromatogramme de la séparation des terpénes pour l'analyse isotopique des huiles

essentielles d’orange et pamplemousse
1 : a-pinéne 2 : sabinéne 3 : myrcéne
[incertitude sur le profil isotopique a été calculée a partir d'une série de 6 analyses sur un

échantillon d’orange. Elle est identique a celle du pamplemousse car les profils chrommatogra-

phiques sont semblables.
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313C Incertitude (%o)
5'3CSabinéne - a-pinéne 1,9
3'3CMyrcéne - o-pinéne 4.5
5'3CLimonéne - a-pinéne 2,3

TABLE 5.37: Incertitudes associées a la mesure isotopique du sabinéne, myrcéne, limonéne pour [’huile

essentielle de pamplemousse

g ¥ PUSLEL
PC33

A\ o
' 7N  pien
/ \ _ s PUSLAN

3

—+— Moyenre Orange

7 NN
. /4 AN

4 s
1 e

Delta °C

r r r r . r
a-pinéne sabinéne MYIcEne lirnonéne

FIGURE 5.22: Profil isotopique d’huile essentielle de pamplemousse et orange

[’analyse de deux pamplemousses PUSL31, PUSL30 extraits au laboratoire montrent deux
profils tres différents dont un trés ressemblant a 'orange. De plus les échantillons adultérés ne

semblent pas avoir été significativement modifiés.

5.3.1.2 Valeurs isotopiques des linalol et acétate de linalyle des huiles

essentielles de bergamote et de lamiacées

Cette analyse vise a détecter I’ajout de linalol et acétate de linalyle (respectivement 1 et 2
sur la figure 5.25) dans les huiles essentielles de bergamote et de lamiacées.

Les résultats sont présentés ici sous forme de rapports isotopiques, aussi appelés valeurs
isotopiques, car cette analyse ne comporte pas assez de molécules pour I’élaboration d’un profil
isotopique. Dans le cas des lamiacées, la mesure de 'acétate de lavandulyle (noté 3 sur la figure
5.25) n’a pas été possible. Il est en effet coélué avec le propionate d’hexyl sur colonne polaire,
colonne plus adaptée a notre analyse. Voici le chromatogramme (cf. figure 5.23) d’une lavande

obtenue sur colonne innowax 60x0,25x0,25 :
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1’ Chromatogram Plots [0 (=)(e53)

File Traces Units Peak Identification

e, 44120207113 lav

sk
Em
4
2
]

Scan: 716 [44) 024071584

o

3020 6040 a0ed 12080 15100 1g1z0 27140 24160 27180 30200
Scan

FIGURE 5.23: Chromatogramme de la séparation du linalol et acétate de linalyle pour la mesure iso-

topique

1 : linalol 2 : acétate de linalyle

Le chromatogramme ne comportera que le linalol dans le cas du ho wood et concernant la

bergamote uniquement les linalol et acétate de linalyle.

Molécules Moyennes en Incertitude (%o) Moyennes en
GC-C-IRMS §'3C AE-IRMS 5%C (%)
Linalol (%0) 285 1,12 28,7
Acétate de linalyle -35,8 0,81 -36,3

TABLE 5.38: Comparaison des résultats des mesures isotopiques du 150 qu linalol et acétate de linalyle
en GC-C-IRMS et AE-IRMS

L’incertitude de mesure est réduite et les valeurs obtenues en GC-C-IRMS sont distantes de
celles obtenues en AE-TRMS de moins de 0,5 %o. Aucune correction n’a donc été appliquée. Les
standards de linalol et d’acétate de linalyle d’origine naturel ou synthétique, a notre disposition,
ont été analysés afin d’évaluer le potentiel discriminant de cette analyse lors de I'ajout de ces

molécules.
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Linalol A'ﬁi::*‘fede
Extraits naturels G61C (%e) .313(3%%.3]
shiuh -250
H o oo Ser
Menthacitrata3 -2 T
Feng Laurent -24 A
Bois de rose sanofi -28.4
Aramatics 3 -6 A
Corander RC Treatt -7 4
Drange RC Treatt =281
Drange RC Treatt -29 6
Ho RC Treatt -6
Ho wood charis seijo -28,0
Synthétiques
Littérature[103] -3a0--27 0
Littérature[131] 289 --249 | -370--358
Fluka -2 6 -357
Givaudan -26 8
Aldrich -32 8 -288
Interchim -2 A
Glidden -2B 8

TABLE 5.39: Résultats des mesures isotopiques du 13¢ du linalol et acétate de linalyle en GC-C-IRMS

d’échantillons synthétiques ou extraits naturels

Les rapports isotopiques des standards sont variables mais correspondent a la gamme de
valeurs des plantes en C3 en ce qui concerne le linalol, excepté ’échantillon Aldrich. L’analyse
ne permettra pas de révéler 'ajout de standard de linalol dans la majorité des cas. Par contre,
elle est particulierement intéressante pour la détection de l'ajout d’acétate de linalyle dans
la plupart des cas (sauf Aldrich). Néanmoins, I’analyse du linalol reste indispensable car elle
permettra ultérieurement de corréler les valeurs isotopiques des molécules biologiquement liées

et ainsi de donner du poids a analyse(cf. sections 6.1.1 et 6.1.5).
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5.3.1.2.1 Hulile essentielle de ho wood

[’analyse chirale ne permet pas dans la plupart des cas de détecter I’ajout d’huile essentielle
de ho wood acétylée ou non. [.’étude isotopique de cette huile essentielle a été testée afin de

fournir une alternative a 1’étude énantiomérique. Les résultats obtenus sont les suivants :

Linalol Acétate
sAc o) | de linalyle
REF 519 (%)
HYW"1 -28 B2
HY'2 -8 52
HYW3 -26 07
H'd -28.71
HYW5 =270
HYWE -25.18
HWW7-20std -2518
HvWacd -25 18 -29 05
HYWac9-20std -25 B0 -30.97

TABLE 5.40: Résultats des mesures isotopiques du 130 du linalol et acétate de linalyle en GC-C-IRMS

des échantillons de ho wood

Les résultats sont hétérogénes pour les huiles essentielles de ho wood. Certains sont compa-
rables a la valeur du standard synthétique qui a été utilisé.
[’acétylation du linalol produit un acétate de linalyle appauvri en carbone 13. L’écart entre
lacétate de linalyle et le linalol est différent pour les deux acétylations. Ceci est probablement

dia a des conditions de réaction un peu différentes (concentration initiale, température. . .)
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5.3.1.2.2 Huile essentielle de bergamote
Sont présentées ici les valeurs isotopique en carbone 13 pour le linalol et 'acétate de linalyle

de I'huile essentielle de bergamote.

Linalal Arcétate Linalal Acétate
13 de linalyle 513C (%% de linalyle
REF §TC 08 | 5130 oy 3¢ oy
Littérature [109] 2708 - 26,5 27,7 - -28.5
Bl1-F -25 2 265
BIZ2-F 27 2 277 BIC40-20 272 27 E
Bl3-F 272 2T hE BICA41-10+2=td 2T B
Bl4-F -28 1 274 BIZ41-10+ho 27 B 27T
Bls-F 277 272 BIZ41-10+1 shiu 265 27 E
Bl5-F 275 272 BIC42-10+1 std -26 3 -25 5
BI7-F 27 A 273 BICA2-10+1 =td 273 e
Blg 27 A -28 1 BIC43-5 272 277
=] 262 29A BIC44-10 272 277
Bl10 31 A BIC45-20 272 e
Bl12 -25 1] 258 BIC46-10+1 std -26 3 -25 5
Bl13 267 26 A BICAB-10+1 =td 273 e
BI1Y -30.3 -30.7 BICA7-10+2std 27 B
Bl15 27 4 BIC47-10+ha 277 e
Bl1S 27 R BICA7-104+5hiu 2B A 27 B
Bl20-df 26 1 264 BICc48-5 262 268
Bl21 258 26 A BICc49-10 252 263
Bl22-df -25 1 -25 4 BICca0-20 -25 2 -26 3
BlZ3 252 26 A BICcE1-10+1 5td 263 -5 E
Bl24 -26 8 270 BICcE2-10+25td 27 B
Bl25 265 273 BICcA3-5 272 e
Bl2E 265 298 BICca4-10 272 277
BIZ7 250 2548 BlCcAs-20 272 277
Bl28-df 260 27 A BICcARE-10+15td 263 -5
Bl29-df 247 257 BICca7-10+2std 27 B
Bl30-df 252 252 BICAE-10-HwW 1 2T B 268
Bl31-df 257 -29 4 BICE3-10-8HW T ac -25 2
Bl32-df 26 6 27 BICED-10-Hyw 277 e
BICT3-5 -25 2 265 BICET-10-8HW 7 ac 272
BIC34-10 262 2648 BICE2-10-Hyw 27 E 268
BIC35-20 -25 2 268 BICE3-10-8HW Y ac 252
BIC36-10+15td 272 27 A BICE4-10-Hw 1 27T 27T
BIC36-10+1 std 265 270 BICES-10-8HW T ac 272
BICS7-10+25td =273 27T BILEY 278 -301
BIC37-10+ho 258 27 A BILEE-F 2R 7 -26 .3
BIC37-104+5hiu 257 27 A BCRD 280 277
BIC358-5 272 27 hE BCI70 258 -26 2
BIC39-10 272 2T hE BAT1 27 A -29 3

En rouge : valeurs anormales ; en orange : valeurs intermédiaires ; en bleu : valeurs légérement hautes

FIGURE 5.24: Résultats des mesures isotopiques du 130 du linalol et acétate de linalyle en GC-C-IRMS

des échantillons de bergamote
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Les échantillons BI11, BI14-df, BI15, BI16 n’ont pu étre analysés par manque d’échantillon.
Les échantillons de référence ont des valeurs isotopiques comprises entre -26,2 et -27,5 %o pour
le linalol et -26,8 et -28,1 %o pour l'acétate de linalyle, ce qui est conforme a la littérature.

Au regard des échantillons adultérés I'ajout de standard synthétique de linalol, dans la
mesure ou le linalol synthétique est bien choisi, n’est pas détectable avec cette analyse. Certains
échantillons de linalol peuvent cependant avoir un rapport isotopique suffisamment bas pour
que 'ajout soit détecté.

En comparaison avec les échantillons de référence et la littérature, des valeurs isotopiques de
I’acétate de linalyle anormalement basses ont été remarquées. L’ajout d’huile essentielle de ho
wood acétylée pourrait en étre a 'origine (éch. BIC59-10-8HWT7ac, BIC61-10-8HW7ac, BIC63-
10-8HW7ac) ainsi que l'ajout d’une grande quantité de standard synthétique (éch. BIC47-
10-+2std, BICc52-10+2std, BICc57-10+2std).

Cependant I'échantillon BIL67 extrait au laboratoire présente également une valeur aty-
pique. Une valeur isotopique de 'acétate de linalyle inhabituellement basse ne démontre pas
nécessairement ’ajout d’acétate de linalyle de synthése. L’anormalité devra étre confirmée par
I'intermédiaire de I'analyse isotopique du deutérium. L’échantillon BI29 a des valeurs isoto-
piques de linalol et acétate de linalyle supérieures aux références, cependant comme les deux
valeurs sont atypiques, cette variation est probablement la conséquence de variations naturelles

(climat, terroir, période de récoltes. . ..).
5.3.1.2.3 Huile essentielle de lavandin super

Les résultats des échantillons d’huile essentielle de lavandin super sont homogénes. Ils ont

été résumeés dans le tableau suivant :

Linalol 3'*C (%0) | Acétate de linalyle 5'>C (%)
Moyenne -26,2 -25,8
Ecart-type 0,76 0,82
Ecart-type relatif % 2,9 3,2

TABLE 5.41: Résultats des mesures isotopiques du 130 qu linalol et acétate de linalyle en GC-C-IRMS

des échantillons de lavandin super
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5.3.1.2.4 Hulile essentielle de lavande

Dans le tableau 5.42 sont regroupés les résultats obtenus pour I'huile essentielle de lavande.

Linalal Acetate Linalol dAT,éteitel
13 de linalyle 13 e linalyle
oEF & 7C (%0} 5130 (%) &7 (Bha) 530 (%%0)
Littérature[108] 278 -254
Littérature[133 -30,3 - 25,2 |-31,2 - 27,1

LF1-R 275 25,0 LFC23-5-5std 273 25 9
LFZ-R 268 259 LFC24-5-8std 27 1 27 1
LF3-R 277 -6 G LFC25-10-5std 273 25 9
LF4-R 247 3 26,1 LFC25-10-8std 27 1 27 1
LF5-R 27 4 25 2 LFC27-20-5std 273 25 9
LFE-R 247 B 255 LFC25-20-8std 27 1 27 1
LF7-R 27 F 247 LF45 275 -24 9
LF3-F 263 -30.8 LB47 28,1 -26 B
LF3 275 25 3 LFC29+5stdiluka 273 25 9
LF10 -7 B 26,0 LFC29+5stdinterchim 27 4 253
LF11 257 258 LFC29+5stdshiu 25 9 25,0
LF12 247 3 265 LFC29+5stdho -7 B 26,0
LF13 257 LFC30-+8stdinterchim -2 2 253
LF14 ST -2B 2 LFC30+3stdfluka A A
LF15 -31,0 LFC30+Gstdretreatt 27 5 26,3
LF1E 25,0 28,0 LFC30+8stdho 27 4 25,0
LF17 -26 2 LFC30+5stdshiu 265 25 9
LF15 278 2B 5 LFC30-+H8stdretreatt 275 25 F
LF19 259 LF33w 27 5 255
LFC20-5 25 9 25 2 LF34-Eshiu -2 2 255
LFC21-10 26,2 -26 2 LF35-12shiu 27 1 25 9
LFC22-20 2519 25 2 LF35-1Gshiu -2 2 25 F

TABLE 5.42: Résultats des mesures isotopiques du 13C du linalol et acétate de linalyle en GC-C-IRMS

des échantillons de lavande

Les valeurs isotopiques du linalol dans I’huile essentielle de lavande sont en moyenne plus
basses que dans le lavandin super. Cependant cette analyse n’est pas utilisée pour la détection
de I'ajout de lavandin super dans la lavande car elle est peu sensible en comparaison a la va-

riation du profil moléculaire qu’induit un tel mélange.

Trois valeurs sont véritablement atypiques en comparaison a nos références, conséquence
possible d'un ajout d’huile essentielle de ho wood acétylée. De telles valeurs peuvent résulter
d’un ajout d’acétate de linalyle de synthése, mais I’analyse chirale a démontré 1’absence de ce
type de fraude concernant notre échantillonnage.

Cependant d’aprés la littérature [134], 'acétate de linalyle peut aussi avoir de telles valeurs

naturellement.



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSIONS 207

5.3.1.3 Valeurs isotopiques du citral et acétate de géranyle du citron

[’objectif poursuivi avec cette analyse est la détection d’ajout de citral et d’acétate de
géranyle d’origine naturelle ou synthétique dans 'huile essentielle de citron. La mesure de
I’acétate de néryle, initialement prévue, n’a pas été possible en raison de la présence d’un grand
nombre de coélutions particuliérement sur des échantillons oxydés. Cependant I'analyse du
citral et de 'acétate de géranyle suffisent a la détection d’un échantillon adultéré, la probabilité
d’un ajout unique d’acétate de néryle étant limitée.

Les résultats sont présentés sous forme de valeurs isotopiques car cette analyse ne comporte
pas assez de molécules pour que I'élaboration d’un profil isotopique présente de I'intérét. Voici
le chromatogramme (cf. figure 5.25) obtenu sur colonne DBXLB 30x0,25x0,25 :

I Chromatogram Plots

File Traces Units  Peak Identification
né, 44 1 12030610 cit21 2667
g
720
B4 H
5.6 H
4.8 H
4 2
]
32
)
24
4
1.6 H
N\
o 2441 4881 fEEl R 122 14641 17oat 19521 21961 24401
Scan
Scan: 11957 (44): 0.4073383

FIGURE 5.25: Chromatogramme de la séparation du citral, acétate de néryle et géranyle pour l’analyse

1sotopique des huiles essentielles de citron

1 : néral 2 : géranial 3 : acétate de néryle 4 : acétate de géranyle

La répétabilité de la mesure a été évaluée (cf. tableau 5.43)

313C Incertitude (%o)
5!3C Neéral 2,8
313CGéranial 2,1
3'3C Acétate de géranyle 3,0

TABLE 5.43: Incertitude de mesure de l'analyse isotopique du 130 sur GO-C-IRMS pour le néral (1),
géranial (2) et acétate de géranyle (3)
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L’incertitude expérimentale obtenue est plus importante que celle établie par le construc-
teur a partir d'un gaz de référence. Cette constatation est cohérente dans la mesure ot le bruit
de fond du chromatogramme de I’échantillon induit une erreur de calcul plus importante que
lors de I'injection d’un gaz de référence. Afin de réduire I'impact de I'incertitude expérimentale,

chaque valeur a été corrigée selon le protocole décrit dans la section 4.6.1 .

Le néral est coélué avec le géraniol sur la colonne DBXLB. Cependant la concentration
en géraniol est négligeable pour la plupart des échantillons. Principalement les échantillons
extraits au laboratoire en contiennent des teneurs significatives. Cependant la valeur isotopique
aprés purification est identique a celle qui avait été obtenue malgré la coélution. Ceci s’explique
par la forte similarité entre ces molécules qui possédent le méme squelette carboné. De plus
la purification entraine un risque de fractionnement isotopique. La mesure du néral est donc
obtenue sans purification de I’échantillon, 'écart avec la mesure du géranial permettant de
vérifier qu’il n’y a pas d’anomalie. En, effet ces deux valeurs sont trés liées car il s’agit de deux
isomeéres.

Pour certains échantillons trés dégradés, les valeurs obtenues sont indicatives, mais l'incer-

titude de mesure est trés importante.
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Méral Géranial | A':,emtel Méral Géranial d'ﬂ‘c'?tate |
5 130 o) 5 130 %) & géranyla 5 13C o) 1 e géranyle
REF o) | g 130 (%%o) 8570 (Yo 5 130 (%o}
Littérature [62] 24.5-215| 245-215
Lemongrass™™ 12,0 12,0
Lahoratoire 26,5 26,7 -26,5- 26,7
Moaoyenne standards -290 -288 -3 0
CIdf-R 264 256 -28.7 CIC56-5 -25.2 -25 4 283
Cl2a-R 27 h 273 -297 CICH7-10 -25 2 -25 4 283
Cl3h-R 257 -26 1 -28.8 CIC58-20 -25.2 -25 4 283
Cldp-R 26,3 268 -30.4 C1C59-5 -25.2 -25 4 283
Clhe-R 258 -26 .2 -288 CIC60-10 -25.2 -25 4 283
Cl6h-R 247 257 -29.2 CIC61-20 -25 2 -25 4 283
CIThio-R 260 267 -9 ClC62-5 257 -26 1 287
CI8-R 257 -26,2 -28.8 CIC63-10 257 -25 8 287
CI19-R 264 267 -290 CIC64-20 25 A 257 286
CI0-R -25 2 254 -28.3 CIC65-5 258 -26,2 288
CI11-R 258 265 -30.38 CIC66-10 2548 -26 .2 288
CI12-R 258 26 -31,3 CIC6T-20 -25 8 -2h,2 288
CIM3-R -26.1 267 -31.0 CIC68-5 258 -2h,2 288
CI4-R -5 3 26 4 -320 CIC69-10 258 -26,2 288
Cl5df 27 -3 kE CICT0-20 2548 -26 .2 288
Cl16* 23 -26 4 -297 CICT1-20+0 5sud 270 -26 1 283
CH7-df 250 2B CICT2-20+1std+0,2gac 274 270
Cl19 255 -26 4 -28.8 CICT3-20+1std 274 270 273
Cl20-df 270 -26.3 -6 5 CICTS-20+1std
Cl21-df 270 26 4 -6 5 CICT6-+0,5std -29 4
CI23 CICTT-20 292
Cl24 253 -2 -30,2 CICT8-20 -9
Cl25* 256 -26 .2 CICT9+1sul -26 .2 265 288
Cl27 =291 =29 CAB1 274 -26 3 =302
Cl2a 28k -28.7 S350 CAB2-df -27 0 -26 0 297
CI29-4df 27 A -27 2 -325 CAB3 2B A 270 -304
CI30-4df 260 256 -34 5 CAB4 270 -26 5 =290
Cl33m 237 -2410 270 CABS =294
Cl34 26,3 267 -29 5 CCI87 -df S350
CI35 258 256 270 CCl88+1std+0,2gac 25 A -27 2
CIC37 5 27 h 273 -297 CI89-df 273 -7 =290
CIC38-10 2T hE -27 3 -297 Cligg -251 -23.3 2B E
CIC39-20 27 hE -27 3 -297 Cligt -24.1 -237 26 8
CIC40-5 27k 273 287 Cligz2* 247 -22 4 287
CIC41-10 27 h 273 -297 CE93 23 -23,2 273
CIC42-20 2T hE -27 3 -297 CE94 -25.2 -25.3 287
CIC435 27 hE -27 3 -297 CE9S -25F -251 274
CIC44-10 27k 273 287 CE9% -25.2 -25 4 273
CICA5-20 27 h 273 -297 CE97 5 -25 2 -25 4 273
CIC46-5 274 -27 295 CE98-10 -25.2 -25 4 273
CICAT-10 273 257 2956 CE99-20 -25.2 -25 4 273
CIC48-20 270 2B -249 3 CEL101 25 A -25,2 =291
CIC49-1 27 h 273 -297 CEL102 2B A -258 252
CIC50-5 2T hE 273 -297 CEL102-D -258 245 -28 1
CICH1-10 27 hE -27 3 -297 CEL103 -25 .3 256 -290
CICH2-20 27k 273 287 CEL104 273 -2h 5 2949
CIC535 27 h 273 -297 CEL105 -251 -25.3 -294
CICH4-10 2T hE 273 -297 CELD106 -25.3 -24 3 2 E
CICH5-20 27 hE -27 3 -297 CC107 240 -24.2 e
CIC56-5 -25.2 -25 4 -28.3 CCl108 240 -24.2 e
CHO9dt 268 -29 8 -294

TABLE 5.44: Résultats des mesures isotopiques du '°C du citral et acétate de géranyle en GC-C-IRMS

des échantillons de citron

En rouge : valeurs anormalement basses; En orange : valeurs limites; En bleu : valeurs anormalement hautes

* résultats indicatifs en raison d’un forte dégradation

** Moyenne résultats obtenus au laboratoire
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Les huiles essentielles CI18-df, CI31, CI32, n’ont pu étre analysées par manque d’échantillon.
Les valeurs isotopiques du néral et géranial trés fortement liées, sont différentes au maximum
de 1%o0. Ceci a été observé tant pour le standard utilisé que pour les échantillons de référence.
En cas d’adultération, les deux isoméres sont simultanément ajoutés (citral), les deux rapports
isotopiques évoluent donc ensemble. Les valeurs isotopiques du citral synthétique sont infé-
rieures a celles des échantillons naturels. Celles de I'acétate de géranyle sont significativement
inférieures a celles des échantillons de référence. La synthése des publications de I'étude effec-
tuée au laboratoire et des échantillons de référence, a permis d’établir des valeurs, indicatrices
d’un ajout possible de citral ou d’acétate de géranyle (en rouge), des valeurs limites (en orange)
ou des valeurs anormalement hautes significatives d'une dégradation ou d'un éventuel ajout de

lemongrass (bleu).

En effet, il a été remarqué que le vieillissement entraine un fractionnement isotopique (ech.
CEL102-D). Les valeurs isotopiques sont plus hautes, ce qui signifie que le citral est enrichi en
carbone 13. L’évaporation de citral sans atome de carbone 13 « plus léger » expliquerait ces
résultats. Cependant les échantillons identifiés comme dégradés dans la section 5.1.1 n’ont pas

nécessairement de fortes valeurs isotopiques .

Le lemongrass, plante en C4 riche en citral dont ’huile essentielle est moins onéreuse que
celle de citron, posséde un 53C de valeur moyenne a -12 %o. L’intérét de son utilisation serait
sa valeur isotopique en deutérium similaire a celle du citral dans le citron. Un ajout de citral
provenant du lemongrass pourra étre invisible en analyse isotopique du carbone 13, suivant la

proportion ajoutée et le rapport isotopique du citral de I'huile essentielle de départ.

Pour cette analyse, les échantillons CI11-R, CI12-R, CI13-R, CI14-R, ont des valeurs en
acétate de géranyle inférieures aux valeurs de référence. Cette différence est inexpliquée a ce
stade, I'analyse isotopique en deutérium aidera a l'interprétation. Aussi I’échantillon fourni par
I'INRA de Corse (éch. CC107, CC108) a des valeurs isotopiques hautes, ce qui tend & prouver

que certaines valeurs isotopiques peuvent étre naturellement hautes.

D’autre part, la distillation de I'huile essentielle augmente le rapport isotopique. Cependant
les valeurs isotopiques appartiennent toujours a la gamme de naturalité. C’est pourquoi, 1'ana-
lyse isotopique sur le citral d’'un mélange huile essentielle issue de I'expression et huile essentielle

hydro-distillée n’est pas pertinente.
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5.3.1.4 Discussion sur les résultats de I’analyse isotopique du carbone 13

[’analyse isotopique du carbone 13 a été testée en complément de I'analyse chirale sur
certains terpénes des citrus et le linalol et 'acétate de linalyle pour la bergamote et les lamia-
cées. Le néral, le géranial et 'acétate de géranyle ne sont pas des molécules chirales, I'analyse
isotopique est donc la seule possible pour étudier I'ajout éventuel de ces molécules d’origine
synthétique ou naturelle.

L’analyse isotopique des terpénes n’est pas pertinente car elle ne permet pas d’identifier
I’ajout d’huile essentielle d’orange, contrairement a ’analyse chirale du sabinéne. De plus, la
mise en ceuvre de la méthode est complexe et il n’est pas toujours possible d’obtenir des résultats
fiables.

A Tinverse 'analyse isotopique en carbone 13 de ’acétate de linalyle, semble judicieuse dans
certains cas et apporte une information complémentaire a I’analyse chirale. Cette derniére n’est
pas toujours en mesure de détecter I'adultération, notamment en cas d’ajout d’huile essentielle
de ho wood. Dans un premier temps ’analyse du linalol ne semble pas intéressante, cependant
elle permet de vérifier la naturalité de I'acétate de linalyle. En effet les valeurs isotopiques de
ces deux molécules sont biologiquement liées, la différence entre les valeurs isotopiques de ces
deux molécules pourra étre suivie, notamment dans le cas d’une valeur isotopique de 'acétate
de linalyle trés basse.

Certaines valeurs isotopiques de 'acétate de linalyle sont trés basses, ce qui peut étre naturel
ou dii a 'adultération par molécules d’origine synthétique ou naturelle. L’analyse isotopique du

deutérium est alors indispensable a 'interprétation de ces résultats.

En ce qui concerne I'analyse du citral, au regard des résultats obtenus a partir des échan-
tillons de référence, adultérés et commerciaux, cette analyse est pertinente. Les rapports iso-
topiques du néral et géranial (citral) sont trés liés car ce sont deux isoméres. L’adultération
fera évoluer le rapport isotopique des deux molécules simultanément. Le suivie de 1'écart entre
les deux valeurs permettra de controler que I'analyse n’a pas été faussée, par une coélution

éventuelle, par exemple.

[’analyse isotopique du deutérium sur ces molécules cibles est complémentaire et permettra
via le traitement statistique des différents paramétres une interprétation précise des résultats.
Cette méthode nous permet de nous affranchir de I’établissement de valeurs limites de tolérance
qui peut paraitre arbitraire tant I'analyse isotopique est complexe a mettre en ceuvre et la

variation naturelle semble parfois importante.
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5.3.2 L’analyse isotopique du deutérium

Le deutérium existe en abondance bien plus faible que le carbone 13. De ce fait, I'incertitude
de I'analyse isotopique du deutérium est importante en raison de sa trés faible abondance. La
reproductibilité de la mesure n’est pas suffisante. En effet selon la configuration de I'appareil
(tube & pyrolyse, colonne chromatographique) et la molécule analysée, les valeurs obtenues
peuvent varier de 20 — 40 52H.

L’écart-type relatif sur une vingtaine de mesures non successives est de plus de 10 %¢ pour
les molécules étudiées. C’est pourquoi chaque valeur obtenue est corrigée (cf. section 4.6.2).
L’incertitude de mesure est alors celle donnée par le constructeur, c¢’est-a-dire 4 %o (répétabi-
lité). Cependant nous corrigeons par rapport a nos propres mesures de valeurs isotopiques de
standards et non par rapport & une valeur certifiée par 'TAEA (international Atomic Energy
Agency). Il est alors possible d’observer un décalage entre les rapports isotopiques mesurés et
ceux rapportés par la littérature. Malgré cela les conclusions de cette étude et des différentes
publications sont identiques car il s’agit principalement d’un décalage di a chaque appareillage,
plus qu’a I’échantillonnage. Ce décalage a été évalué quand cela était pertinent permettant ainsi
de connaitre 'origine (appareillage, échantillon) du décalage entre les valeurs de cette étude et

celles publiées.
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5.3.2.1 Valeurs isotopiques des linalol et acétate de linalyle des huiles

essentielles de bergamotes et de lamiacées

Cette analyse vise & compléter les résultats obtenus en analyse isotopique du carbone 13.
Les possibilités de discriminer ’ajout de molécules synthétiques ou naturelles sont investiguées

en analysant différents standards de linalol et d’acétate de linalyle.

Linalal Acétate
52K (%s) d% linalvle

Extraits naturels 67H (o)
Littérature[129) 307 — 265 280 - 276
Shiu 276 RCtreatt9ha 2703 -236
Howood =271 extrait lavande (20%) -215
RCtreatt9ha 2701 -2h1
hMenthacitratad -259
Fené Laurent =251
Basilic -246
Bois de rose sanofi -2k
Aromatics 3 -208
Cortander RC Treatt =205

Synthétiques

Littérature[129] 212 — 180
Littérature[132] 209 — 185 181 - 172
Fluka -175 -1449
Agnelspe -170
Givaudan -147
Sarsyntex -136
Aldrich 107
Interchim -181 -160
Glidden =202

TABLE 5.45: Résultats des mesures isotopiques du *H du linalol et acétate de linalyle en GC-C-IRMS

d’échantillons synthétiques ou extraits naturels

En moyenne, pour les deux molécules, nos résultats semblent plus élevés que ceux donnés par
la littérature. Nous ne nous servirons donc pas des publications comme aide & la détermination
de valeurs limites de tolérance. La mesure isotopique en AE-IRMS du linalol et acétate de
linalyle démontre un décalage d’environ 20 %o de nos standards synthétiques. Ce décalage
semble correspondre a la différence observée entre nos rapports isotopiques et ceux publiés. Il
est donc principalement di a 'appareillage. Les valeurs isotopiques des standards synthétiques

sont intéressantes car bien inférieures a celles des molécules naturelles.
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5.3.2.1.1 Hulile essentielle de ho wood

Dans le tableau 5.46 sont regroupés les résultats obtenus pour ’huile essentielle de ho wood.

. Acetate
|_2II"|EI|I:I| de linalyle
REF SH) | 520 (340)
H'1 298
Hy2 - 2965
Hiv'3 =275
H4 -302
Hv\5 -285
Hy\& 264
HwW7 -20std At
Hvw\a 264 -238
HyD -20std -238 =217

TABLE 5.46: Résultats des mesures isotopiques du *H du linalol et acétate de linalyle en GC-C-IRMS

des échantillons de ho wood

A l'inverse de I'analyse isotopique du carbone 13, I'acétylation du linalol de I’huile essentielle
de ho wood produit un acétate de linalyle enrichi en deutérium comparé au linalol précurseur.
Cette valeur isotopique de ’acétate de linalyle ainsi crée correspond aux valeurs obtenues pour
les huiles essentielles de bergamote et lavande. Les valeurs isotopiques du linalol semblent quant

a elles globalement moins fortes que celles des huiles essentielles de lavande et bergamote.
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5.3.2.1.2 Huile essentielle de bergamote

Dans le tableau 5.47 sont présentés les résultats obtenus pour I’huile essentielle de berga-

mote.
Linalaol Acétate Linalal Aceétate
de linalvle de linalvle
REF 5°H (%) | 5°H (%) 5°H %0) | 5°H (%q)
Laboratoire 250 220
Bl1-F -243 -226 BICAQ-20 -238 -218
Bl2-F -259 -234 BICAT-10+25td -218 -187
Bl3-F -238 -218 BICA1-10-5HW1 -252 -215
Bl4-F -247 -232 BIC41-10-8HWE -256 217
Bl5-F -248 -223 BICA2-10+1std -39 =202
Bls-F -226 -194 BICA2-10+1std -250 rrr
BI7-F -248 -220 BIC43-5 -250 -234
Bla -249 W22 BIC44-10 -250 -234
Bl -270 -39 BIC45-20 -250 -234
BI10 -288 -234 BICAG-10+1std -250 212
Bl11 -250 -215 BICAG-10+1std -250 -233
Bl12-hin -T2 -210 BICA7-10+2std -218 -193
BI13 -236 BICAT-10-5HW1 -281 -233
BI17 -281 -254 BICA7T-10-5HWE -278 -234
Bl -85 ey BICcdg-5 -243 -6
Bl19 -85 -232 BICc43-10 -243 -6
Bl20-df -254 -243 BICcA0-20 -243 -6
Bl21 -39 -211 BICca1-10+1 std -39 =202
Bl22-df -257 -231 BICca2-10+425td -218 -187
BI23 -7 -216 BICca3-5 -250 -234
Bl24 -251 BICc54 -250 -234
Bl25 -39 -214 BICca5 -250 -234
BI2G -275 -244 BICcah-10+1 std -255 -2
BI27 -245 -212 BICca7-10425td -218 -193
Bl28-df -238 -5 BICAS-10-HW1 -252 -6
Bl29 -281 -243 BICE3-10-8HWT ac -243 -193
BIl30 -251 BICED-10-H1 -281 -234
Bil31-df -284 -247 BICE1-10-8HWY ac -250 1558
Bl32-df ey -235 BICE2-HWWach -2R2 -6
BIC33-A -243 -226 BICE3-HWWach -281 -234
BIC34-10 -243 -226 BICE4-HWach -2A5 -8
BIC35-20 -243 -226 BICES-5HW 1 -2R2 -6
BIC36-104+1std -240 -223 BICER-5HW1 -281 -234
BIC36-104+1std S22 -2 BICET-5HW1 -2A5 -8
BIC37-1042std -208 -183 BILES -3 -219
BIC37-10-5HW1 -2B3 -225 BILYO-F -226

BIC37-10-5HWE -27E -224 BC71 -3 -218
BIC33-5 -238 -218 BCI72 -232 =221
BIC39-10 -238 -218 BA73 -239 214

TABLE 5.47: Résultats des mesures isotopiques du *H du linalol et acétate de linalyle en GC-C-IRMS

des échantillons de bergamote

En rouge : valeurs anormales ; en orange : valeurs limites

Dans le tableau 5.47 I’échantillon BI16 disponible en trop faible quantité n’a pas été analysé.
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Les rapports isotopiques obtenus correspondent a des résultats déja observés lors d’études
effectuées au laboratoire.

[La comparaison des valeurs isotopiques des échantillons de référence et des échantillons
adultérés permet de remarquer certaines valeurs anormalement hautes ou basses (en rouge).
L’ajout d’une large quantité d’une molécule synthétique augmente significativement la valeur
isotopique, tandis que I'ajout de ho wood a tendance a baisser la valeur isotopique du linalol. Le
rapport isotopique de 'acétate de linalyle reste quant a lui constant (cf. section 5.3.2.1.1). De
nombreux échantillons possédent des valeurs anormalement hautes (éch. BI9, BI10 ,BI12-bio,
BI17 BI19, BI26, BI29, BI31-df).

Quelques valeurs d’acétate de linalyle sont hautes (en orange), ce qui pourrait indiquer un ajout
de cette molécule d’origine synthétique. Cependant I’échantillon BIL68-R qui a été extrait au
laboratoire posséde aussi une valeur similaire. De plus 'analyse chirale ne confirme pas la
premiére hypothése. Ces valeurs ne sont donc pas nécessairement le reflet d'une adultération.

Cependant le traitement statistique des résultats est indispensable & leur interprétation.
5.3.2.1.3 Huile essentielle de lavandin super

Les résultats des échantillons d’huile essentielle de lavandin super sont homogénes. Ils ont

été synthétisés dans le tableau 5.48 :

_ Acetate
Iimalol de linalyle
E7H (%o 52 (%s)
hWloyenne =242 -227
Ecart-type 783 11,78
Ecant-type relatif (%) 326 52

TABLE 5.48: Résultats des mesures isotopiques du *H du linalol et acétate de linalyle en GC-C-IRMS

des échantillons de lavandin super

Les résultats présentés dans le tableau 5.48 sont inférieurs aux données de la littérature
concernant la lavande, mais correspondent par contre aux résultats que nous avons obtenus

pour la lavande.
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5.3.2.1.4 Hulile essentielle de lavande

Dans le tableau 5.49 ci-dessous sont rapportés les résultats obtenus apres I’analyse d’échan-

tillons de lavande.

. Acétate . Arcétate
é_lnalnl de linalyle Iz_lnalnl de linalyle
REF 5°H (%oo) 52H (%0) 67H (%0) 52H (%)
Littératurel32] 271 - 241 | 272 — 238
Littératurefiza) 274 — 241 | 270 — 238
LF1-R -236 =227 LFC23-5-551d -2 -202
LF2-R =234 =225 LFC24-5-8=td
LF3-R 242 -233 LFC25-10-5std -2 -202
LF4-F =241 -230 LFCZ26-10-Gstd
LF&-R -225 -216 LFC27-20-5std -2 -202
LF&-R 247 =232 LFC25-20-8std
LF7-R -241 -224 LF31 -258 =287
LFG-R -239 -223 LF32 -236 -232
LF9 -229 =222 LF C29+5stdfluka -2
LF10 -229 -220 LFC29+5stdinterchim -2
LF11 =231 -2B LFC29+5HWA =229 =207
LF12 -232 =222 LF C29+5HyE -235 -209
LF13 -252 =242 LFC30+5stdinterchim
LF14 -236 -226 LF C30+5stdfluka
LF15 275 251 LFC30+Histdrctreatt -226 =211
LF1& -263 =242 LFC30+5HWY 235 -209
LF17 -233 -2 LF C30+5HYYE -229 =207
LF15-hio =249 =237 LFC30+5stdretreatt
LF18 -253 244 LF33y -240 -219
LFC20-5 -230 =206 LF34-6HWE 226 =27
LFC21-10 -231 -211 LF35-12HWE -228 -216
LFC22-20 232 -209 LF36-1EHYWE -2 -6

TABLE 5.49: Résultats des mesures isotopiques du *H du linalol et acétate de linalyle en GC-C-IRMS

des échantillons de lavande

Ces résultats montrent & nouveau un décalage d’environ 20 %o avec la littérature. Ces
différentes expériences confirment le potentiel discriminant de ces analyses lors de 'ajout de
linalol et acétate de linalyle d’origine synthétique ou naturelle. Au regard des valeurs isotopiques

des échantillons commerciaux, seuls deux d’entre eux présentent des valeurs anormales (éch.
LF15, LF16).

5.3.2.2 Valeurs isotopiques du citral et acétate de géranyle dans ’huile

essentielle de citron

Cette analyse est complémentaire a I'analyse isotopique du carbone 13. La possibilité de
discriminer I'ajout de molécules synthétiques ou naturelles est étudiée en analysant différents

standards de citral et d’acétate de géranyle. [’analyse AE-IRMS montre un écart d’environ 50
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%o avec la GC-py-IRMS pour le citral. Ces molécules sont en effet plus sensibles aux conditions

d’expérimentation que le linalol et acétate de linalyle.

Néral Géranial d Acétate |
52K (%0) 62 (%) e :gerany e

Extraits naturels 8°H (o)
Litterature[118] 303 — 264 | 303 - -266
Mat standard RC Treatt =274 -276
Mat extra RC treatt -264 -268
Synth international flavor and fragrance -258 -267

Synthétiques

Litterature [118] 197 - 29 77 - 38
Sigma -44 17
Citral charabot -43 -12
Citral 95% Acros synth -B 11
Lemarom et givaudan L52782 o 25
Synth ventos 10 2
Citral sya1414 perlarom 11 19
Synth Lancaster 1 57 -262
Std11 =175 -180

TABLE 5.50: Résultats des mesures isotopiques du *H du néral, géranial et acétate de géranyle en

GC-C-IRMS d’échantillons synthétiques ou extraits naturels

A deux exeception prés, les standards synthétiques de citral présentent des valeurs isoto-
piques bien supérieures a celles des extraits naturels. En revanche 1'acétate de géranyle synthé-
tique posséde une valeur proche de la gamme des molécules naturelles (cf. tableau 5.50), mais
a également un rapport isotopique trés différent de ceux obtenus pour les huiles essentielles de
citron. Les standards « extraits naturels » semblent avoir des valeurs isotopiques plus faibles
que les résultats que nous avons obtenus pour 'huile essentielle de citron (cf. tableau 5.51). Ceci
démontre la pertinence de cette analyse quant a la détection de ’ajout de citral synthétique ou

naturel.

Le tableau 5.51 synthétise les résultats obtenus pour les huiles essentielles de citron. Dans
la littérature dont nous disposons, seul le rapport isotopique du néral a été mesuré en raison
de coélution au niveau du pic du géranial. Or en cas d’ajout de citral, les deux valeurs sont
nécessairement modifiées, donc le controle d’une seule valeur peut s’avérer suffisant. Cependant
nous avons pris le parti d’analyser les deux molécules constituant le citral, afin d’étre vigilant
sur les mesures, car elles doivent impérativement étre similaires. En effet sur colonne innowax,
aucune coélution n’a été observée sur le pic du géranial. en rechanche il existe dans certains cas,
une coélution au niveau du pic de néral. Cependant comme cela a été expliqué dans la section
5.3.1.3 la coélution n’a pas d’influence sur la valeur obtenue. De plus la mesure du géranial

permet de vérifier que la valeur isotopique du néral est exacte.
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Neral Geranial Acn?tate Méral Géranial d Ac!atatel
520 (%) 52 o) de geranyle 5 2 ezgerany e
il a
REF 54T (%) EH Gbe) | STHCb) | 57H (%o)
Littérature[118] 306 — 252
CldFR =220 -230 -155 CICs7-10 -243 =245 -162
Cl2a-R -169 -183 -135 CICe8-20 -243 245 -162
Cl3h-R -174 -184 -148 CICE8-5 -243 245 -162
Cldp-R -174 -186 -144 CICED-10 -243 =245 -162
Clhe-R -170 -186 -138 CICE1-20 -243 245 -162
Clsh-R -185 -215 -1589 CICE2-5 -174 -187 -138
Cl7hio-R =234 244 -164 CICE3-10 177 -1592 -1
CIB-R -170 -182 -162 CICE4-20 -184 -198 -145
CIS-R 207 =215 -161 CICES-5 -170 -186 -138
CHo-R =243 245 -162 CICEB-10 -170 -186 -138
CI1-R -168 -1594 -119 CICE7-20 -170 -186 -138
Cl2-R 244 -251 -117 CICEE-5 -170 -186 -138
CH3-R -180 -205 -107 CICES-10 -170 -186 -138
cl4-R -184 =207 -1 cICyo-20 -170 -186 -138
Clgdf 51 59 -145 CIC71-20-+0 5std -127 -1E65 -156
CHE 42 24 -154 CICT2-20+1 std+0 2gac 7o 122 237
CH7df 232 -254 -215 CIC73-20+1std -1 -125 -164
ciH9 =234 -253 -164 CICT4-20+1 std+0 2gac -a0 -123 =223
Cl20df -31 -14 231 CICTS-20+1std 78 -118 -164
cl21df -19 25 -1682 CIC7E-20-+0 5std -122 -157 -139
Cl22df -7 72 -2F5 CICT7-20+1 std+0 2gac -7g -124 -220
Cl23 -38 55 -116 CIC7E-20+1 std+0 2gac 78 -125 224
Cl24 47 19 -140 CICT9+1std A3 -122 -166
Cl25 -25 a -228 CICE0+1 std+0 2gac -a2 -121 -1B65
ClI26df -102 -5 -3E6 CA81 -250 243 -180
Cl27 52 G0 -184 CAS2 -230 213 -234
Cl28 5 -15 -244 CAH3 -172 -189 177
Cl29df 24 25 -215 CAS4 -241 250 -163
Cl30df 87 7g CASS 75 -86 -164
Cl33m -180 -206 -188 CClEE -145 -176 -139
Cl34 =230 -244 -181 CCIg7 df 54 45
Cl35 227 -250 -1E6 CCligs A7 -85 -140
CIC3B-1 -169 -183 -135 CIBSbio -150
CIC3I7-5 -169 -183 -135 cligg -203 -184 -154
CIC38-10 -169 -183 -135 clign -219 214 -173
CIC39-20 -169 -183 -135 clig2 -165 -173 -194
CIC40-5 -169 -183 -135 CES3 =227 219 -158
CIC41-10 -169 -183 -135 CES4 -33 -7E -140
CIC42-20 -169 -183 -135 CESS -253 262 -169
CIC43-5 -169 -183 -135 CESE -216 229 -173
CIC44-10 -169 -183 -135 CEY7-5 -216 =229 -173
CIC45-20 -169 -183 -135 CESE-10 -216 229 -173
CIC4E-5 -172 -185 -136 CES5-20 -216 =229 -173
CIC47-10 -176 -190 -140 CEL1OM -249 260 -167
CIC45-20 -1682 -196 -143 CEL10Z -255 254 -188
CIC49-1 -169 -183 -135 CEL102-D -244 245 -145
CICA0-5 -169 -183 -135 CEL103 -239 244 -165
CIC51-10 -169 -183 -135 CEL104 -252 257 -191
CIC52-20 -169 -183 -135 CEL1O0S -233 242 -175
CICE3-5 -169 -183 -135 CELD105 222 =240 -163
CIC54-10 -169 -183 -135 17 -239 253 -171
CIC55-20 -169 -183 -135 CcC108 =247 271 -153
CICEE-5 243 245 -162 CN09dt -2 236 -167

TABLE 5.51: Résultats des mesures isotopiques du °H du citral et acétate de géranyle en GC-C-IRMS

des échantillons de citron

En rouge : valeurs anormales ; en orange : valeurs suspectes
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Le décalage de 50 %o est en effet observé. L’écart est en partie dit & 'appareil de mesure
comme expliqué précédemment. Malgré ce décalage, certains échantillons de référence ont des
rapports isotopiques toujours supérieurs a ceux présentés par la littérature, cela provient pro-
bablement d’'une particularité inhérente aux échantillons concernés. Néanmoins ces différentes
expériences démontrent le potentiel discriminant de cette analyse face a un ajout de citral et
d’acétate de géranyle de synthese. Un trés grand nombre d’échantillons commerciaux montrent
des rapports anormalement hauts, pour le citral, et également bas pour I'acétate de géranyle
(en rouge), ceci tendant a prouver I'ajout de molécules synthétiques.

Les échantillons de référence CI11-R, CI12-R, CI13-R, CI14-R, ont de faibles valeurs isoto-
piques de 'acétate de géranyle en comparaison aux autres références. Ceci étant probablement

de la variabilité naturelle car 'ajout de cette molécule synthétique abaisse la valeur isotopique.

5.3.2.3 Valeurs isotopiques du N-méthyl anthranilate de méthyle de 1’huile

essentielle de mandarine

Afin d’évaluer la pertinence de cette analyse, des échantillons d’origine naturelle ou synthé-

tique ont été analysés. Les résultats ont été rapportés dans le tableau 5.52.

kA
2
Extraits naturels &°H (%00}
Fhddshd Mat -52
Synthétiques
P ]2 -123
ML M3 127
PhAAN ] 4 -130
MhAR alfa caesar 1 -110
MhAAR alfa caesar 2 -130

TABLE 5.52: Résultats des mesures isotopiques du *H du NMAM en GC-Py-IRMS d’échantillons

synthétiques ou extraits naturels

Ces résultats montrent que la différence entre molécules synthétiques ou naturelles devrait
étre suffisante pour déterminer 'ajout de NMAM synthétique dans la mandarine. Par contre le
NMAM issu d’un extrait naturel posséde une valeur peu différente des échantillons de mandarine
étudiés.

Malgré la correction appliquée (cf. chapitre 4.6.2), 'incertitude de mesure est une limite a
la discrimination, principalement quand la différence entre les valeurs & discriminer est proche
de I'incertitude. Dans le tableau 5.48 est présenté 1’écart-type relatif calculé sur une dizaine de

mesures non consécutives.
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Dans le tableau 5.53 se trouvent les résultats des échantillons de référence, commerciaux

ainsi que ceux des échantillons adultérés au laboratoire. A notre connaissance il n’existe pas de

publication sur le sujet, ce qui complique 'interprétation des résultats.

NhAM MhAAM
REF 52T (%) 5°H (%)
Laboratoire -49 - 66
MITER 53 MICo39-20 54
MIZ[R 54 MICtod1-10 54
MIE-R e MICtod2-20 54
Midv-R 1 MICto43-5 51
MISER 53 MICtod4-10 B
MIBR B MICtod5-20 51
MI7v-R 55 MICtod6-5 59
MISv-R 59 MICtod7-10 59
MIB|R 73 MICtodB-20 5
MITO}R I, MIC49-5 I
MITTrR 1 MICS0-10 51
MITZ] 53 MIC51-20 I
MI13 75 MICo52.5 I
W1 4-df 52 MIC053-10 B
MI15-df 55 MIC 05420 5
MI1E] 75 MICE5-5 59
M7 j-df 79 MIC5E-10 e
il 16 &7 MIC57-20 54
MIE 50 MICo85-5 5
MI21 52 MICo55-10 50
MIZZ] 54 MICoB0-20 5
MIZ3-df 55 MICE1-10+0.4std 51
MICm24-5 55 MIE2+0.4std 75
MICH25-10 57 MIE2+0.dstdfeville 55
MICm26-20 56 MILB3-hd 50
MICm27-5 1 MIG4-hd 5
MICH28-10 1 MILES 54
MICm25-20 1 MAGT] 57
MICr30-5 59 MAES 55
MICm31-10 59 ME7Ov

MIC32-20 59 MB7 1v 50
MIC335 54 ME72v 50
MIC34-10 54 MB73v 74
MIC35-20 54 ME74 55
MICEES 72 METS 56
MICo37-5 54 MCL77 52
MIC035-10 54 MFC7E 76

TABLE 5.53: Résultats des mesures isotopiques du >H Du NMAM en GC-C-IRMS des échantillons de

mandarine

En rouge : teneurs anormales

Selon les résultats obtenus sur nos échantillons adultérés, I'ajout de standard synthétique

est détecté. Par contre I'ajout de NMAM naturel dans les mémes quantités ne modifie pas
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significativement le rapport isotopique.

L’échantillon MICf36-5 auquel 5% d’huile essentielle de petitgrain mandarinier ont été ajou-
tés, présente une valeur isotopique anormalement basse par rapport aux autres échantillons.
Cependant ’ajout d’une telle proportion de feuilles augmente par ailleurs la teneur relative en
NMAM de facon trés significative et nous dispense de I’analyse isotopique.

Des échantillons de référence ont des valeurs anormales, ce qui est inattendu dans la mesure
ot ces échantillons ne présentaient pas d’autre anomalie. 11 est probable qu’'un ajout de NMAM
ait été effectué pour que I’échantillon soit conforme a la norme. Nous qualifierons tout de méme

I’ensemble de ces échantillons de référence pour les autres analyses.

5.3.2.4 Discussion sur les résultats de 1’analyse isotopique du deutérium

[’analyse isotopique du deutérium est complexe a mettre en ceuvre, mais est particuliére-
ment adaptée a la détection d’ajout de molécules naturelles ou synthétiques. Cette analyse est
complémentaire de I'analyse chirale qui est parfois limitée pour la détection de ce type d’adul-

tération.

Les résultats obtenus sont globalement plus élevés que ceux rapportés dans la littérature
quelque soit la molécule cible. Ceci confirme qu’il s’agit bien d’'un décalage dans les valeurs
inhérent a I'appareillage et non aux échantillons. Ce décalage ne restreint pas I'application de
cette méthode car nos conclusions se recoupent.

Cette analyse permet de détecter avec succés sur des échantillons commerciaux 'ajout de ho
wood, acétylé ou non, sur les huiles essentielles de bergamote et lamiacées. Aucun échantillon
commercial n’a visiblement été adultéré a I'aide de molécules synthétiques. Ceci confirme que
les techniques d’adultération ont évolué.

Le cas du citral et de I'acétate de géranyle est différent, car la fraude la plus fréquente
sur les échantillons commerciaux consiste en I'ajout de ces composés d’origine synthétique. En
effet, ces molécules n’étant pas chirales, elles échappent au controle par chromatographie énan-
tiosélective, méthode simple & mettre en ceuvre. Ainsi cette pratique est toujours d’actualité
contrairement aux huiles essentielles de lamiacées pour lesquelles 'ajout de molécules synthé-

tique semble abandonnée.

En ce qui concerne le NMAM, une seule molécule est analysée, car elle n’est pas biologique-
ment liée & d’autres molécules présentent en quantité suffisante. Ceci complique I'interprétation
des résultats. De plus I'absence de publication a ce sujet est une limitation supplémentaire.

[’analyse de I'azote 15 pourrait étre corrélée a ces résultats pour renforcer leur importance
[43].
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5.3.3 L’analyse isotopique de I’azote 15

Nous ne disposons pas du matériel commercial nécessaire pour effectuer cette analyse en
GC-C-IRMS. Un dispositif d’analyse de I'azote 15 (cf. section 2.2.2.3) a été testé sans succes.
Nous avons donc utilisé un analyseur élémentaire AE-IRMS qui ne permet pas la séparation
préalable des composés. Cette technique est réalisable dans la mesure ou I’échantillon posséde
une seule molécule azotée. Dans le cas contraire le résultat obtenu correspondra a la valeur
isotopique moyenne des atomes d’azote 15 présents dans I’ensemble des composés injectés.

En raison d'un diamétre de tube a combustion bien plus important, 'AE-IRMS n’est pas
une technique trés sensible en comparaison a la GC-C-IRMS. De plus le NMAM ne contient
qu’un unique atome d’azote, cette analyse est donc moins sensible que celle du carbone ou
du deutérium. Une pré-concentration de la molécule a analyser est nécessaire. La méthode de

purification doit étre élaborée afin d’éliminer tout risque de fractionnement isotopique.
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5.3.3.1 Valeurs isotopiques du N-méthyl anthranilate de méthyle de I’huile

essentielle de mandarine

Avec le méthyl-anthranilate, le NMAM sont les seules molécules de T'huile essentielle de
mandarine & contenir un atome d’azote. Toutefois, la concentration du méthyl-anthranilate
est négligeable en comparaison de celle du NMAM. Le protocole d’extration du NMAM est
décrit en section 4.2 et nécessite une grande quantité d’échantillon qui doit étre traitée lors du
fractionnement sur colonne de silice. Or nous ne disposons pas toujours du volume nécessaire

d’huile essentielle. Dans le tableau 5.54 sont présentés les résultats obtenus.

Pl A
REF a'%p
ltalia 3,62 -4,66
Brésil 6.04
Littérature(43) Argenting 8.32
Synthétigue 5,04 - 2,71
Petit grain 3.58 -4.21
b [2j-R 2.1
hl3-F 335
hetldy-F 24k
hdI5j-R 257
hitlg-F 07a
kIS}-R 0,09
tI10j-F 400
hdl11r-R 1,30
W2 0,28
b3 -5 BB
hAl1 4-df 0,
1 5-df 1,06
k15 209
A7 - dif 243
bl D 4,41
22 1.31
MI23-df
MILES-hd E.11
hilE4-hd 4,16
MILES 528
hAAEE 082
P A0 11,78
hABT T 483
hABT 2 738
hABET I B 50
hAET 4 552
hAICET-10+0. 4 5td 0,25
WilE2+H0 4 s5td 0,21
llE2 H1 4 stofeuille 4 49
hAF 78 991

TABLE 5.54: Résultats des mesures isotopiques du "N du NMAM en AE-IRMS des échantillons de

mandarine

En rouge : valeurs anormales, en orange : valeurs intermédiaires



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSIONS 225

Le nombre d’échantillons est trop réduit pour permettre une solide interprétation. Néan-
moins a l'aide des résultats rapportés par la littérature nous pouvons avoir une analyse critique
sur ceux obtenus.

Les résultats de M19j-R, MI10j-R. ne sont pas surprenants car leurs rapports isotopiques en
deutérium sont déja suspects. La valeur du MI8v-R est quant a elle estimée faible en compa-

raison aux échantillons authentiques.

Concernant les échantillons d’origine Brésil ou Argentine les données correspondent a la
littérature. Le potentiel discriminant de cette analyse est accru pour ces origines en raison de

I'importante différence existante avec les valeurs isotopiques des standards synthétiques.

Les valeurs isotopiques obtenues pour les feuilles sont trés différentes. L’origine géogra-

phique, de climat, de terroir peuvent en étre la cause.

Les perspectives de cette analyse semblent intéressantes, mais les résultats nécessitent d’étre

etoffés.

5.3.4 Discussion sur ’analyse isotopique

Comme décrit précédemment, l'utilisation de I'appareillage GC-C/py-IRMS est complexe
mais s’est montré particuliéerement performant dans le cas des huiles essentielles de bergamote,
citron, mandarine, et lamiacées. En effet les analyses isotopiques du carbone 13 et deutérium
des linalol et acétate de linalyle (bergamote, lavande), du citral et acétate de géranyle (citron)
et les analyses isotopiques du deutérium et de I'azote 15 du NMAM (mandarine) se sont révélées
particuliérement intéressantes.

La possibilité de réaliser la méme analyse sur des isotopes différents permet la comparaison
des résultats apportant ainsi une information alternative ou complémentaire a I’analyse chirale.
De plus cela permet de limiter les risques de confusion entre variabilité naturelle et adulté-
ration et éventuellement remarquer une erreur analytique survenue lors de I'une des analyses
isotopiques.

De maniére générale, 'analyse de différents isotopes stables affine la détection de la fraude.
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5.4 Analyse des flavones polymethoxylées (PMF) des

citrus

Cette analyse a pour but d’identifier I’ajout d’huile essentielle d’orange dans les huiles de
citrus non défurocoumarinées, par étude du profil moléculaire des PMF spécifiques a chaque
citrus. Tout autres types d’ajout n’apporte pas de modification dans le profil de PMF de
I’échantillon.

Ces molécules ne sont éluées qu’a haute température en chromatographie gazeuse. Cette
étude a donc nécessité une colonne haute température résistante a plus de 300°C. L’étude des
PMF en GC-MS sur colonne DBXLB a permis d’élaborer une méthode rapide et simple a
mettre en place. La sélection d’ions relatifs et spécifiques a chaque PMF permet de s’affranchir
des coélutions existantes malgré la purification préalable (cf. section 4.5.3).

Dans un premier temps les profils de PMF et d’hydroxy-poly-méhoxyflavone (OH-PMF),
ont été élaborés pour chaque huile essentielle de citrus. Les résultats obtenus pour les huiles
essentielles de bergamote, mandarine et pamplemousse sont comparés aux profils PMF présentés
dans la littérature |1, 4-23, 38|. De maniére générale les profils PMF sont trés variables (cf.
section 1.1.1.2.2), ce qui complexifie 'interprétation des résultats. Les résultats de cette étude ne
correspondent pas totalement aux profils présentés dans la littérature, en raison de la variabilité
naturelle décrite plus haut et aussi d’'une méthodologie analytique trés différente.

En plus des bases de données du laboratoire, une étude de la fragmentation a été effectuée
afin de compléter les premiéres informations. La figure 5.26 présente les principaux ions frag-
ments créer lors de l'ionisation électronique dans le détecteur MS [19]. Dans le tableau 5.55 ont
été rapportés les principaux ions fragments observés lors de I'analyse GC-MS. De la nous avons

pu emettre une hypothése quant a la structure de la PMF inconnue.
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FIGURE 5.26: Structure générale des PMF et leurs fragments principaux
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PIF Prnespanerions fragments
Hons dhvtons| RO | R | B | RO M (e pedeolcho A" | a0’ el | BY | B
Tettamstiyl O-srutelatin Ml i i o 1 A O O 1 O O /O IO Y A B
§iT8 Tetrm&ﬂwxyﬂavunea TETRA H | MO | H S O 4 O 1 D 1 O D € A
Tangetiin TAN N I O O O 1 . O C O/ O O O IO /A B
Sinatisetin Bl H ol MeD | MeQ | 30 | 37 | M| M o[ N0 ;o] 195 | M| I8
Nobietin HOB B[ MeO | M | MeO | 4 | %7 | 30 | W Mo oW ]I
Heramethylercetagetin OUER | MeO | H | MeD | MO | 41 | %7 | 3 | 3 | U0 | 18 | 195 | 182 | Iff
Hexametharytlavons non z'denﬁ@ée'f BEC [ MeOD | MeO?| HY [ MO | 40 | 37 | 00| W | W) W) il
Hestamsthoryflavons HEFT | MeO | MeO | MeO | MeO | 40 | 47 | 40 | 48 | IO | W | W | 1| I

TABLE 5.55: Masses des principaux ions fragments des PMF identifiées

a. La différence principale entre SCU et TETRA réside dans ’abondance de 1'ion moléculaire. Il est bien plus

conséquent pour TETRA. b. La structure de cette hexaméthoxyflavone est probablement celle indiquée grace

aux principaux ions fragments identifiés par MS, mais ceci n’a pas été confirmé par aucune autre analyse ou

publication.

Sur le spectre (cf. figure 5.26) de masse sont détaillées les fragmentations de ’hexaméthyl-

flavone :
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FIGURE 5.27: Spectre de masse de I’hepta-PMF inconnue

Les fragments 225 et 197 (fleches rouges) correspondent a la fragmentation et au réarrange-
ment du cycle A (cf. figure 5.26). On retrouve ces fragments chez la NOB et TAN qui possédent
un groupement méthoxy en R2, par contre ces fragments ne sont pas produits pour les molécules
qui ont un hydrogéne en R2. Le fragment 135 correspond a la fragmentation et réarrangement
du cycle B (cf. figure 5.26) On retrouve ces fragments dans les spectres de la SCU et la TAN
qui ont un hydrogéne en R3. De plus, le fragment M, a une abondance relativement élevée
ce qui est le cas des molécules avec un groupement méthoxy en R1. De 1a on peut penser que

cette hexa-PMF posséde un groupement méthoxy en R1 et R2.

Les répétabilités de I'appareillage et de 'extraction ont été étudiées. Un méme échantillon

purifié six fois a permis la mesure de l'incertitude d’injection et de purification.
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PMF | Incertitudes injection + purification (%)
HEX 6,4

TAN 3,3

SCU 2,3
HEPT 2,8
QUER 6.0

NOB 3.9

SIN 21,1

TABLE 5.56: Incertitudes d’analyse des PMF

229

L’incertitude de mesure est relativement élevée, principalement pour la SIN qui a un pic de

trop faible intensité avec la méthode SIM d’oti une erreur d’intégration importante. La mesure

de la teneur relative en SIN sera tout de méme prise en compte dans la suite de cette étude,

sans négliger son incertitude de mesure élevée.

Les PMF des huiles essentielles d’orange et de citron ont été quantifiées a ’aide de standard

de TAN et NOB. La quantification comporte elle aussi une incertitude supplémentaire due a la

calibration par étalonnage externe. Elle a été évaluée a I'aide d’une répétition de 6 injections de

citron. L’incertitude expérimentale sur la somme TAN + NOB est de 5,5 %. Cette incertitude

est élevée cependant le but de cette quantification est d’estimer I'ajout potentiel d’orange,

beaucoup plus riche en PMF et non de réellement connaitre la teneur en PMF dans le citron.



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSIONS 230

5.4.1 Profil de ’huile essentielle d’orange

Ci-dessous (cf. figure 5.28) le chromatogramme des PMF de 'orange avant purification et
en méthode SCAN.

N T

e NOB
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FIGURE 5.28: Profil (SCAN) des PMF d’une huile essentielle d’orange

1 : QUER plus Hydroxyhexaméthoxyflavone ; 2 : Hydroxypentaméthoxyflavone + Hydroxyté-

traméthoxyflavone

Ci-dessous (cf. figure 5.29) le méme profil aprés purification et en mode SIM
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FIGURE 5.29: Profil (SIM) d’une huile essentielle d’orange

En mode SIM, les teneurs relatives différent par rapport a celles obtenues en mode SCAN
car les ions sélectionnés ne représentent qu’'une fraction de la molécule. [.’abondance des ions sé-
lectionnés n’est pas entiérement représentative de 'abondance de la molécule dans 1I’échantillon.
Ainsi, pour exemple, le pic correspondant au composé TAN apparait sur le chromatogramme

plus abondant que ceux des composés SCU, HEPT et NOB alors qu’en réalité leur teneur est
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similaire. Une sélection plus importante d’ions aurait permis une meilleure représentation de la
teneur effective de la molécule, mais les PMF ne possédent pas suffisamment d’ions sélectifs.
Le Tableau 5.57 présente les résultats des analyses semi-quantitative et quantitative obtenues

sur 18 échantillons d’huile essentielle d’orange de différentes origines géographiques.

TAN SCU HEPT NOB QUER SIN TAN+ NOB

Profil 1 (%) (¥a) (%) (%5} (V&) (+%) (pprm)
Litterature [7] 20-39 11-17 17-25 2534 0-1 4-17 1250-1700
Littérature[18] 541 11-13 1925 21-29 0-4 230 520-1530
Littérature[24] 79 15 18-19 13.25 5.6 26-30 19435177
Moyente échantillons 225 14,5 281 30,5 2.2 2.1 2273
Ecart-type 2,23 1,11 2,37 1,58 047 049 479

Profil 2
Littérature [7] 17-18 13-15 33-50 30-18 0-1 3 2999_4000
Littérature[1 8] 17-28 12-15 30-41 19-26 1-5 5-6 T80-1710
Littérature[1 8] 17-25 12-14 31-37 20-23 4.7 3-5 T20-1530
Moyenne échantillons 18,3 10,5 424 237 3.0 20 2125
Ecart-type 297 2,82 712 42 0,70 0,54 1064

TABLE 5.57: Profil de PMF avec chaque pourcentage relatif des échantillons d’huile essentielle d’orange
et les teneurs quantifiées de TAN et NOB.

Nous avons distingué deux groupes de profils au regard des pourcentages de HEPT et NOB.
Chaque groupe contient 9 échantillons. Ces profils ont aussi été observés dans la littérature. A

partir de ces résultats quantitatifs en TAN et NOB la teneur de chaque molécule a été évaluée.
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TAN SCU HEPT NOB QUER SIN Total

(pprm) (ppra) (ppm) (pprm) (ppm) (ppm) (pprm)
Littérature [7] G0O0-1000 200-600 300-700 500-1000 0-30 140-300 3800-6940
Littérature [18] 380-800 160-600 420-2000 250-1100 40-80 50-300 1690-3430
Littérature [18] 160-680 180-620 400-1130 340-1540 0-190 40-1780 1640-5840
Littérature [24] 441-1407 0772331 11972741 1502-3770 409-828 1901-4253 | 6417-15330

Profil 1

OB2 1177 765 1539 1976 125 160 5792

B4 2253 1343 2912 2562 260 290 9620

0BS5S 1204 706 1570 1535 102 42 5159

OCRS 955 632 1263 1063 100 65 4073

Qi19 1066 715 1256 1272 120 53 4512

izl 1376 a03 1714 1213 139 25 6035

Qiz2 1032 652 1163 1165 93 30 4183

0Cz5 1007 423 765 1153 38 72 3463

Profil 2

Littérature [7] S00-700 450-500 1000-2000 o00-700 0-40 100 5089_8000

Littérature [15] 480 310 840 520 130 90 2370
Littérature [19] 1570-3570 380-730 210-420 550-1230 340-800 60-230 1570-3570
Littérature [18] 380-800 160-600 420-2000 250-1100 40-80 50-300 1300-4840

OBl 691 514 1206 921 132 105 3569

OEVS 1315 1078 2987 2341 329 295 2345

QOEV?Y 310 434 1473 799 74 95 3740

QI10 790 301 1925 842 115 74 4047

ol12d 732 340 1605 920 112 57 3216

Ol13s 79 24 26 i 1 1 196

OM14sdf 1303 530 4054 2235 350 264 ap9]

Cil6 998 532 1542 753 104 75 3999

Qil7 1011 449 1300 920 96 43 4320

TABLE 5.58: Teneurs de chaque PMF des échantillons d’huile essentielle d’orange et les teneurs totales

Il apparait que les origines Brésil, Costa-Rica et Corse présentent un profil similaire. Cepen-
dant un de nos échantillons d’origine Brésil posséde un profil du type 2. Le profil 2 semblerait
correspondre aux origines européennes telles qu’Espagne et Italie. Néanmoins une importante
quantité d’échantillons serait nécessaire pour valider cette hypothése par ailleurs non-confirmée
dans les différentes publications.

La grande variabilité des profils de PMF, y compris en intragroupe, n’est pas un atout dans

la discrimination de la fraude.
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5.4.2 Profil de ’huile essentielle de la bergamote

La figure 5.30 représente le chromatogramme des PMF de la bergamote.
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FI1GURE 5.30: Profil (SIM) d’une huile essentielle de bergamote

Un grand nombre d’échantillons de bergamote est défurocoumariné afin d’éliminer les com-
posés photosensibilisants de cette huile essentielle. De ce fait, cette analyse n’est pertinente que
pour un nombre réduit d’échantillons dont les résultats sont présentés ci-dessous dans le tableau
5.59. Nous n’avons pas procédé a I'étude quantitative dans le cas de la bergamote, car I’étude du
profil moléculaire semi-quantitatif est suffisant pour détecter I’ajout d’huile essentielle d’orange

dans la bergamote.
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TAN SCO TETEA NOB QOUER SIN
REF (¥5) (¥5) (¥5) (¥5) (¥5) (¥5)
Littératurelz?] + +

EBIl-RE 0.0 18,6 71 12,2 0.0 62,0
BIZ-R 0.0 25,3 14,6 10,3 0.0 49 5
BI3-RE 0.0 25,0 13.1 111 0.0 50,8
Bl4-R 0.0 2410 15,9 12,6 0.0 475
Blf-E 0.0 459 16,2 11,2 0.0 46,0
BI& 0.0 30 16,6 13,2 0.0 67,3
B9 0.0 173 10,4 11,6 0.0 60,7
EBI10 0.0 18,2 a8 127 0.0 60,3
BI13 0.0 20,9 8.3 11,3 0.0 59,5
BIZ21 0.0 0.0 0.0 R 0.0 o0, 1
BIZ5 0,0 30,8 13,5 9.6 0,0 46,0
BlZna 0.0 16,7 314 107 0.0 41,2
BI28-df 237 10,2 0.0 19,2 0.0 470
BI31-df 0,0 137 0,0 75 34,7 44 2
BILA7 0.0 46,2 9.9 14,2 0.0 297
BATI 14,0 21,6 0.0 1,5 SR 53,2

TABLE 5.59: Profil des PMF avec leurs teneurs relatives des échantillons d’huile essentielle de berga-

mote

En rouge : valeur atypique

La composition en PMF obtenue pour 'huile essentielle de bergamote est différente des
profils rapportés dans la littérature. Une tétramethoxyflavone ainsi que de la NOB ont été
décelées, ce qui n’avait pas été le cas dans les études publiées. L'utilisation d’'une méthode SIM
en GC-MS, trés sensible, peut en étre la raison.

Le profil des PMF de la bergamote est trés différent de celui de 'orange. Les échantillons de
référence ou extraits au laboratoire ne possédent ni TAN ni HEPT. Bien que les profils soient
trés variables, I'ajout d’orange est donc décelable par la présence de TAN et HEPT. Les deux
échantillons possédant de la TAN et HEPT (éch. BI28-df et BAT71), sont trés probablement
issus d'un mélange huile essentielle de bergamote et orange. Ceci avait déja été démontré avec
I’analyse chirale.

La présence de PMF dans les échantillons BI28-df er BI31-df est inattendue car ces échan-
tillons ont été défurocoumarinés. Une défurocoumarinisation partielle ou un ajout d’huile es-
sentielle d’orange a posteriori peuvent en étre les raisons.

[’échantillon BI31-df contient une grande quantité de QUER pour une raison inexpliquée.

L’huile essentielle d’orange n’en contient que de faible teneur.
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5.4.3 Profil de 'huile essentielle de citron

La figure 5.31 représente des chromatogrammes de citron obtenus a partir d’'une analyse
effectuée en mode SCAN aprés extraction des ions 327, 357, 387 et 417.
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FIGURE 5.31: Chromatogramme des ions 327, 357, 887, 417 des PMF d’une huile essentielle de citron
1. TAN 2. SCU 3. HEPT 4. NOB
Les citrons non défurocoumarinés ont été analysés. Tous les échantillons adultérés n’ont pas

été testés, car cette analyse n’est pertinente qu’en cas d’ajout d’huile essentielle d’orange. Le

tableau 5.60 contient les résultats de I’étude des PMF dans 'huile essentielle de citron :
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TAM s HEPT QUER NOE SIM Tatal
REF (pprm) (pptm) (ppmm) (ppm) (pptm) (ppm) (pptm)
Littérature citron® NI ND ND ND ND ND ND
Littérature24 Line J atnafue 46T 665 MD ™MD 488 414 2034
Littérature 24 Lime MEXiquE T30 655 B58 504 2415 1034 6202
Authentiques
CEL101 IO MO D [0 MO D MO
CEL102 D MO D [0 MO D MO
CEL103 ] MO MDD [0 MO MDD MO
CEL104 IO MO D [0 MO D MO
CEL105 IO MO D [0 MO D MO
CIL35 D MO D 0 MO D MO
CIL34 [0 MO MDD [0 MO MDD MO
Cl2a-R IO MO D [0 MO D MO
Cl3h-R IO MO D [0 MO D MO
Clap-R D MO D 0 MO D MO
Cl5e-R D MO D [0 MO D MO
ClEh-R ] MO MDD [0 MO MDD MO
ClB-R IO MO D [0 MO D MO
z19-R IO MO D [0 MO D MO
CN2-R D MO D [0 MO D MO
Cl¥bio-R B,y MO 05 [0 B4 MDD 136
ZI1-R 7.3 MO 23 [0 33 D 129
CNO-R 36 MO 50 [0 3.2 D 117
CN3-R 47 1.2 30 [ a7 M 126
Cl4-R 3,0 1.0 248 [ 55 M 12,3
Commerciaux
CI26df 21 MO D [0 1.1 D 3.2
C129di 3,1 MO 1.4 0 1.2 D 57
)} 35 MO 15 [0 2.1 D 7.0
CC07 1.1 MO MDD [0 B,1 MDD 7
Clig2 5,2 MO D [0 23 D 74
o108 A4 MO 09 [0 21 D 9.4
Z133m a4 MO 2B [0 4.4 D 15,4
CASE 5.3 25 35 0.4 38 0a 16,4
A3 g2 27 4.8 03 =} 1,0 247
Cl27 57 40 G0 04 =}t 16 249
Cl25 7.2 54 83 1.3 97 1.8 a4 2
Cl23 33 11 25 [0 11,2 0.4 45 2
A1 18,4 74 205 1,1 166 1,2 Bo B
Cl2a 388 1272 23 148 27 A 28 1061
Adultérés
CIC36-1 10 (== 113 1,1 13 04 431
CIC37-5 57 8 a9 il b5 = 4 7 2041
CIC38-10 1124 78 135 126 144 9 8,3 491 2
CIC39-20 1911 14M0 261 231 2835 16 B 905 3
CICEE-5 569 aga] 67 8 =] BE 5 42 237 3
CICE7-10 110,2 715 130 6 12 1304 g3 462 5
CICER-20 2168 144 7 254 2 243 2582 16 9 9141
Théoriques
+5% théorigue 18,0 a0 210 a0 125 258 B5,0
+10% théorique 36,0 160 420 =] 250 50 1300
+20% théorigue 720 320 840 12,0 00 10,0 2600

ND non détecté; NQ non quantifiable; En rouge : valeur anormalement haute; en bleu : présence de PMF

inattendues pour des échantillons défurocoumarinés.

*[6, 10, 12, 14-17, 20-24]

TABLE 5.60: Teneurs en PMF des échantillons d’huile essentielle de citron et les teneurs quantifiées
de TAN et NOB



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSIONS 237

Tout d’abord, aprés observation des résultats pour les échantillons de référence et les huiles
essentielles extraites au laboratoire, il apparait que pour la plupart aucune PMF n’a été dé-
tectée. Ce qui correspond aux résultats observés dans la littérature. Cependant certains échan-
tillons authentiques possédent de faibles teneurs en PMF, avec un profil moléculaire parfois
semblable a I'orange. C’est pourquoi la quantification est indispensable a cette étude des PMF
dans le citron.

En ce qui concerne les échantillons commerciaux plusieurs profils de PMF sont identifiés.
Certains sont similaires a ceux de I'huile essentielle d’orange. Par contre aucun échantillon com-
mercial ne semble avoir un profil similaire a celui de 'huile essentielle de lime qui contient des
teneurs importantes en sinensetin d’aprés 1’étude menée par A.O. Wheatley et al. [24]. Cette
analyse ne nous a pas permis d’étayer I’hypothése de 'adultération avec de 'huile essentielle

de lime.

[’étude de 'adultération avec I’huile essentielle d’orange présente des abondances de PMF
bien plus importantes pour les échantillons adultérés au laboratoire que celles de nos échantillons
commerciaux. Parmi les échantillons commerciaux, 1’échantillon CI28, pourtant le plus riche en
PMF ne serait adultéré qu’avec 2% d’huile essentielle d’orange contenant 4500 ppm de PMF,
ce qui parait étre une fraude peu rentable. Il est vrai que I'huile essentielle d’orange adultérante
est relativement riche en PMF. Il est probable qu'une huile essentielle d’orange ajoutée soit
relativement pauvre en PMF afin de rendre la fraude rentable mais discréte.

Les échantillons d’orange dont nous disposons sont a l'exception de l’échantillon OI13s,
trés riches en PMF. Afin de pouvoir élaborer des adultérations théoriques, permettant une
interprétation approfondie des résultats, nous avons démontré la linéarité de I’ajout d’huile
essentielle d’orange sur la teneur en PMF. Ceci a été effectué sur les teneurs en TAN et NOB

mesurées.
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FIGURE 5.32: Teneurs en ppm des PMF mesurées (TAN +NOB) en relation avec le pourcentage

d’ajout d’huile essentielle d’orange
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Sur ce graphique 'ordonnée a 'origine est de 0 car I’échantillon de citron de départ ne posséde
pas de PMF.

Les teneurs obtenues pour les coupes théoriques sont dans la gamme des échantillons com-
merciaux CI25, CI23, CA81, CI28, ce qui étaye la thése de I'adultération avec une huile essen-
tielle d’orange relativement pauvre en PMF. Les échantillons cités sont trés probablement issus
d’un mélange d’huiles essentielles de citron et d’orange.

Ainsi qu’il a été remarqué préalablement une huile essentielle de citron peut contenir de
faible teneur en PMF. ce qui complique l'interprétation des teneurs en PMF inférieures & 17
ppm retrouvées dans les échantillons commerciaux.

L’échantillon CA85 contient 16.5 ppm de PMF et le profil moléculaire correspond a celui
d’une orange. Il se pourrait qu’il soit lui aussi la résultante d’un ajout d’huile essentielle d’orange
dans celle de citron. Cependant d’autres analyses devront le confirmer.

Pour les échantillons restants, les teneurs sont trés faibles et les profils moléculaires différent
de ceux de l'orange. Il est probable que la présence de PMF soit naturelle dans ces cas la. Par
contre les deux échantillons en bleu (éch. CI26df, CI29df) dans le tableau 5.60 bien que défuro-
coumarinés, sont légérement colorés et ont été analysés. Il n’est pas possible de dire si les PMF
détectées proviennent d’un ajout d’huile essentielle d’orange postérieur a la défurocoumarini-

sation ou si ce procédé a été incomplet.

En paralléle la détection éventuelle d’aurapténe ou de molécules augmentant ’absorbance
UV (cf. section 3.2.1.2) a été étudiée. Aucune de ces molécules n’a été détectée dans la fraction

lourdes des échantillons d’essence de citron.

5.4.4 Profil de I'huile essentielle de mandarine

La figure 5.33 représente le chromatogramme obtenu lors de ’analyse des PMF :
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FIGURE 5.33: Profil (SIM) d’une huile essentielle de mandarine
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La pertinence de I'analyse a été évaluée sur I'huile essentielle

des échantillons non défurocoumarinés sont présents ci-dessous.

Le tableau 5.61 synthétise les résultats obtenus :
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de mandarine. Les résultats

HEX TAN sCU HEPT QUER HOB SIN P F/fraction wolatile
REF (o) (%) () (¥ 0] (%) () (%)
WD 570739 0,1.02 §0-141 ND 179-28 5 0,0.0,1
Littérature(1e] ND 605.739 0,1.0;2 80123 ND 180-269 0,1.03
ND 33,7-70,2 00-66 74-325 ND 222241 D336
MIlr-R 0,3 82,0 0,0 53 0,0 12,5 0,0 017
MIZ-R 04 66,9 04 77 0,0 24,6 0,0 0,22
MI3-R 0,1 66,3 1,0 47 0,0 274 0,06 0,23
MI4v-R 0,2 50,3 21 124 0,0 35.0 0,0 01
MI-R 04 23,2 13,9 30,2 24 28.0 2.0 017
MI7v-R 0,6 38,2 10,8 34,1 32 14,1 0,0
MI8v-R 0,5 74,5 1,1 94 0,0 144 0,1 0,34
MI%-R 23 72,3 1,0 11,0 0,0 13,2 0.3 0,75
MI10-R 07 68,5 0.3 12,7 0,0 17,3 0,0 0,21
MILAS 0,2 534 21 154 0,0 284 0.4 0,25
MIL1] 0,5 74,5 1,1 94 0,0 144 0,1
MI12 0,3 85,1 0,0 6.3 0,0 8,3 0,0
MILS 0,5 79.0 0.3 5.0 0,0 11,3 0,0 0,19
MI16r 04 66,3 0,3 3.4 0,0 243 0,0 0,26
1120 04 85,9 0,0 76 0,0 6,1 0,0
MI23 0,3 74,8 0.3 75 0,0 17,1 0,0
MLAGT 07 72,9 0,0 13.0 0,0 13,5 0,0
MAGE 1,9 45,2 47 354 0,0 127 0,0
MAgd 1,1 65,3 0.6 227 0,0 104 0,0
MET0v 04 83,3 0,0 8.2 0,0 8,2 0,0 0,35
METlw 1,1 577 24 16,0 0,0 228 0,0
METiv 0,1 55,5 L6 72 0,0 353 0.3
MBET5 0,1 55,3 2,6 54 0,0 364 0,3
MCLT? 0,0 537 0,0 0.0 0,0 46,3 0,0
MIC33-5 0,2 657 1,0 104 0,0 22,3 0,1
MIC34-10 0,1 62,7 L5 11,9 0,1 23,6 0,1
MIC35-20 0,1 60,2 2,0 12,9 0,2 244 02

TABLE 5.61: Teneurs en PMF des échantillons d’huile essentielle mandarine et les teneurs quantifiées
de TAN et NOB

En rouge : valeur anormale; en bleu : profil atypique

La mandarine est une huile essentielle traditionnellement utilisée sans purification préalable,

car elle ne contient pas de furocoumarines photosensibilisantes.

Deux échantillons (éch. MI6j-R, MI7v-R, en bleu) présentent un profil similaire a celui d’une

orange, ce qui ne correspond pas aux résultats obtenus pour les échantillons adultérés au labo-

ratoire. Ces échantillons sont par ailleurs conformes aux résultats de référence et ont méme été

désignés comme des huiles essentielles de référence. Ce résultat est donc inexpliqué.

L’huile essentielle de mandarine est plus riche en PMF que celle d’orange, ce qui explique

que I'addition d’huile essentielle d’orange dans la mandarine ne fasse pas varier significative-
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ment le profil moléculaire des PMF. De plus en cas d’ajout de terpénes d’orange ou d’huile
distillée, le profil des PMF reste inchangé.

Seul I’échantillon MAG68 semble présenter une teneur en SCU représentative de I'addition
d’huile essentielle d’orange. Par ailleurs, I'étude statistique des rapports entre PMF dans le but

de discriminer les mélanges d’huiles essentielles de mandarine et d’orange, ne s’est pas avérée
concluante.

5.4.5 Profil de I'huile essentielle de pamplemousse

La figure 5.34 présente le chromatogramme relatif a ’analyse du pamplemousse

alnumssns e TM I‘]E-PT

TS 400 032 O asta = e

TIre—

FIGURE 5.34: Profil (SIM) d’une huile essentielle de pamplemousse

Dans le tableau 5.62 sont rapportés les résultats de 1’étude
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HEX TaM aCU HEPT QUER MCOB SN PFfraction valatile
REF (2 2. () () (+6) (0 (¥0) (+6)
Littérature ND 44,4 1.3 242 ND 30,1 ND
Littératurel'?] ND 34,1 6,8 171 ND 273 148
PAl 1,5 36,7 1,5 44,3 0,10 18,6 0,05 007
PAZ 1,1 36,0 0,5 44,6 0,16 18,1 0,40
PA3 2,0 7 0,3 45,7 0,08 14,3 MDD 0,05
PA4 2,1 35,5 1,5 43,6 ND 17,5 0,12 0,11
PC5 2,0 33,9 0,8 46,6 0,08 16,5 0,07 0,08
PFd 1,3 38,3 1,1 38,7 0,13 19,9 0,60 0,13
PF7 1,3 35,6 1,2 42,0 0,06 20,1 MDD 0,05
PUSS 1,2 357 1,3 44,2 ND 17,8 0,20 0,09
PUELL 0,5 25,3 0,2 56,7 0,01 174 0,03 0,08
FI14 1,5 333 1,0 42,68 0,17 21,3 MDD 0,24
FI15 1,7 40,5 0,2 45,8 ND 11,9 0,02 0,09
Palla 1,3 46,0 1,1 4.7 0,06 16,9 0,30
PARI7 2.2 10,8 3.8 54,2 ND 28,8 MDD 0,09
Pilg 14 32,3 0.4 44,9 ND 21,0 MDD 0,11
Pi13 1,1 26,4 1,6 46,6 0,29 237 0,26 0,11
Pizl 0,7 3l4 0,8 45,2 0,20 21,6 0,60
Pi2i 2,0 339 0,8 46,6 0,03 16,5 0,07
Pi23hio 0,0 38,2 1,6 20,1 ND 391 MND
PUEL30 0.1 14,5 17 15,5 0,18 66,9 1,38
PURL31 0,5 19,5 13,68 a7 4.10 324 2,20
PC3d MND ND ND ND ND MND MND
PiC24-5 14 3La 1,2 494 0,74 15,6 MND
PiC25-10 0.8 25,5 3,3 42,2 1,02 174 MND
PiC26-20 0.8 23,5 57 39,2 2,26 21,8 ND

TABLE 5.62: Teneurs en PMF des échantillons d’huile essentielle de pamplemousse et les teneurs
quantifiées de TAN et NOB

En rouge : valeur anormale

Les profils des échantillons commerciaux semblent différents de ceux des échantillons d’orange
par des quantités notablement supérieures en HEX et inférieures en SCU. De plus on remarque
que les échantillons adultérés présentent une modification significative de leur profil comparé a
celui du pamplemousse d’origine.

Néanmoins I’échantillon PUSL31, extrait au laboratoire, posséde un profil identique a celui
d’une orange. Cette observation corrobore les conclusions de ’analyse isotopique, oil ce méme

échantillon avait un profil identique a 1’orange.
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5.4.6 Discussion

Chaque citrus posséde un profil moléculaire de PMF spécifique. La bergamote et le citron
en possédent peu ou pas du tout. L’orange, la mandarine et le pamplemousse quant a eux
contiennent des teneurs similaires.

Nos résultats ne correspondent pas toujours totalement a ceux rapporter par la littérature,
mais restent néanmoins comparables. Ceci peut s’expliquer par le fait que nous utilisons une
méthodologie différente. En effet, nous ne détectons qu'une sélection d’ions caractéristiques et
non les molécules entiéres comme expliqué au chapitre 4.5.3.

De maniére générale, les profils de PMF, ainsi que les teneurs en ppm sont trés variables
pour un citrus donné. Il n’a pas été possible de faire de lien entre la maturité du fruit, I'ori-
gine géographique (sauf peut-étre pour l'orange) et le profil obtenu. L’influence de la technique
d’extraction, ou du cultivar auquel appartient le fruit est probablement responsable de ces va-
riations. Dans certains cas, pour la bergamote et le citron la pertinence de cette analyse a été
prouvée. Malgré I'orientation de I'industrie vers des huiles essentielles purifiées, cette étude nous
a permis une meilleure compréhension et connaissance de nos échantillons, aidant ainsi a l'in-
terprétation de certains résultats obtenus via d’autres techniques analytiques. L.’analyse pourra
étre mise en ceuvre pour les huiles essentielles de bergamote et citron non défurocoumarinées.
Cependant les échantillons de bergamote discriminés ici comme étant adultérés, 'étaient déja

par 'analyse chirale.

En ce qui concerne le pamplemousse et la mandarine, I'analyse semblait pertinente au
premier abord au regard des profils PMF. Cependant la variabilité des profils évoquée plus
haut a rendu impossible la détection des cas d’adultération.

Deux échantillons de mandarine (éch. MI6j-R, MI7v-R tableau 5.61) de référence ont des
profils de PMF équivalent a I'orange et ceci est probablement da a des fruits d’autres origines,
a un cultivar ou un hybride différent. La possibilité qu’il s’agisse de tangerine ou de tangor a
été étudiée. D’aprés W.C. Ooghe et C.M. Detavernier [9] et A.O wheatley et al. [24] le profil
de PMF de la tangerine est semblable & celui de la mandarine. Au cour de la premiére étude,
de nombreux hybrides de tangor ont été analysés dont certains présentent un profil de PMF
semblable & ceux de l'orange et donc aux deux échantillons MI6Gj-R, MI7v-R. Cependant un
tangor venu de 'INRA de Corse présentent des excés énantiomériqes des terpénes identiques
a l'orange, ce qui n’est pas le cas de MI6j-R, MI7v-R. En effet ces huiles essentielles sont
conformes pour tout autre type d’analyse. Pour finir d’aprés E.M. Gaydou, J.P Bianchini, et
R.P Randriamiharisoa ces profils de PMF ne correspondent pas non plus a celui d’un mélange
de T'huile essentielle d’origine avec une tangerine, une clémentine ou une king mandarine [7].
Ces profils de PMF atypiques pourraient provenir de variétés d’hybrides non envisagées ici.

Le pamplemousse semble, ainsi que nous l’avions remarqué lors de l'analyse isotopique,



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSIONS 243

posséder un cultivar affichant des résultats trés similaires a ceux de I’huile essentielle d’orange.
Seule la présence de nootkatone le différencie réellement d’une orange. En raison de la complexité
d’interprétation des résultats et I'impossibilité a prouver I'ajout d’huile essentielle d’orange,
I’analyse des PMF n’est pas maintenue pour la détection de I’adultération des huiles essentielles
de pamplemousse et mandarine.

Il est possible ainsi que I'hypothése qui avait déja été émise lors de l’analyse chirale de
la mandarine (citronnellal) que 1’ajout de terpénes d’orange soit privilégié, auquel cas cette
analyse n’est pas adaptée.

En conclusion seule 'analyse des PMF des huiles essentielles de citron (voire de bergamote)

est pertinente pour notre étude.

5.5 Analyse thermogravimétrique

Une huile essentielle, particuliérement celle non distillée, posséde en plus de la fraction
volatile, une fraction lourde. Elle contient les molécules non volatiles, non analysables en GC a
300°C. Dans le but d’évaluer la pertinence de la mesure de la fraction lourde pour notre étude,

un échantillonage de chaque type d’huiles essentielles a été analysé par ATG.

5.5.1 Les huiles essentielles de citrus
5.5.1.1 Huile essentielle d’orange

Les résultats d’analyses ATG des huiles essentielles d’orange sont présentés dans le tableau
5.63 :

Reésidu Residu
REF (%) (%)
[B]=}] 327 ol2d 2R3
(] = 241 Ok 4 5-df 2,16
[B]= 232 2i15-df 0,15
B4 1,20 Dilk 2.0k
DCRE 0,43 iy 208
QCRY 3.21 Di18hio-df 051
QEA 3,14 Qi1e 220
2o 3,40 021 225
011 5-df gat Qi 3t 251

TABLE 5.63: Résidus des huiles essentielles d’orange

Le taux de résidus des huiles essentielles d’orange non défurocoumarinées se situe entre 2
- 3 %. Les échantillons OI11s-df et OM14s-df ont des résidus supérieurs a ceux attendus pour

des huiles défurocoumarinées.
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5.5.1.2 Huile essentielle de bergamote
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Les résultats d’analyses ATG des huiles essentielles de bergamote ont été regroupés dans le

tableau 5.64 :

TABLE 5.64: Résidus des huiles essentielles de bergamote

En rouge : résidu anormalement haut

Residu Residu
REF (%) (%]
Bl1-R 4 2R Bl 4,10
BIZ2-R 350 BIl22-df 022
Bl3-R 394 BlZ3 027
Bl 4 .90 Bl25 343
B0 5,30 BI27 036
Bl11 4,34 Bl28-df 024
Bl 2-hin 0,0 BI25 009
Bl13 428 Bl30 016
Bl14-df 5,093 Bl31-df 035
Bl15 974 BIl32-df 102
BI7 229 BleEdt 013
Bl1a 237 BCIFO 019
B9 232 BAY1 303
BI20-df 0,35

A T'exeption de BI14-df les huiles essentielles défurocoumarinées présentent de maniére at-

tendue une teneur en résidus moins importante.

Le résidu des échantillons de référence se situe aux environs de 4% ce qui est un peu plus

élevé que pour 'huile essentielle d’orange. Ceci est di a la forte présence en bergapténe (furo-

coumarine) dans 'essence de bergamote.

L’échantillon BI15 a un résidu anormalement élevé.
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5.5.1.3 Huile essentielle de citron

Le tableau 5.65 présente les résultats d’analyse ATG pour I’huile essentielle de citron :

Residu Reésidu
REF (%) (%)
CHdf-R 0,28 Cl29-df 0h1
Cl2a-R 1,32 CI30-df 0598
Cl3h-R 141 131 173
Cldp-R 2,11 132 20
Cl5e-R 257 Cl33m 270
Cleh-R 103 CATT 1,33
CI7hin-R 1,72 CARZ-df 054
CHE-df 0,21 CATS 151
ClG 228 CARS 149
CH7-df 0,23 CiCleE 284
CI18-df 102 CCIEY-df 0,45
[ 212 CIBShio-df 007
CI20-df Q77 Cligan 203
Cl21-df 1,14 Clign 167
Cl23 0593 Clig2 471
Cl24 4 0F CE93 347
Cl25 2 A0 CE94 2,18
Cl26-df 042 CEL105 A .56
CI27 241 CHO09dt 107
Cl2a 0,72 CI10dt n,.a2

TABLE 5.65: Résidus des huiles essentielles de citron

En rouge : résidu anormalement haut

En vert : résidu trés important de ’huile essentielle de citron extraite au laboratoire
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Les échantillons de référence ont un résidu proche de 2 %, ce qui est légérement plus faible

que pour les essences d’orange. La totalité des échantillons défuroucoumarinés présente de

faibles résidus.

L’échantillon extrait au laboratoire CEL105 (en vert) et surtout 1’échantillon commercial

CI32 (en rouge) ont des fractions lourdes anormalement élevées.
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5.5.1.4 Huile essentielle de mandarine

Les résultats d’analyse ATG des huiles essentielles de mandarine sont synthétisés dans le
tableau 5.66 :

Residu RHesidu
REF (%] (%)
M- 200 17 -df 0,08
MI2J-R 225 bt |1 - dIf 0,16
W3- 2 h2 w20 ufpala)
fld- R 2 AL - df 025
hIS)-R 189 W2 225
hIGj-R 370 hI23-df 0,32
Al - R 373 bIEA-hd 0,15
MI10)-R 094 M ABE-df 0,31
hI12 116 hAET | 322
hl14-df 045 WIBT v 226
W15 189 MB7 3w 2 .80
MI1Gr 193 WE7S 3,05

TABLE 5.66: Résidus des huiles essentielles de mandarine

En rouge : résidu anormalement haut

Les résidus des huiles essentielles de référence varient entre 1,9 et 4 %. La variabilité de
ces teneurs est plus importante que pour les essences précédentes. Les différentes maturités, et
les nombreux cultivars utilisés pourraient étre responsables de cela (mandarine verte, jaune ou
rouge).

De maniére attendue les huiles défurocoumarinées ont de faibles fractions lourdes.



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSIONS 247

5.5.1.5 Huile essentielle de pamplemousse

Le tableau 5.67 présente les résultats d’analyse ATG pour I'huile essentielle de pample-

mousse :

REF | Reésidu (%) REF | Résidu (%)
PAT 0,27 PP12-df | 27,49
PAZ 772 P4 8,15
PAT 5,08 P& 445
PCE 4,55 PASTE 555
FFE 410 GiE 8,52
PF7 4,08 Pilg 452
PUSE 5,50 Pi21 457
PUSI-df 1,64 PizZ RE
PUSTO 7774 PiZ3hio £ BE
PUST 4,20 PUSLA0 26,06
PP13df 0,002

TABLE 5.67: Résidus des huiles essentielles de pamplemousse

En rouge : résidu anormalement haut

En vert : résidu trés important de ’huile essentielle de citron extraite au laboratoire

L’ensemble des résidus est extrémement variable, mais semble en moyenne plus élevé que
celui des huile essentielles d’orange. Ceci s’expliquant probablement par la présence de fortes
teneurs en aurapténe (furocoumarine).

Les résidus des échantillons commerciaux PUS10, PP12-df (en rouge), ainsi que celui du

PUSL30, échantillon extrait au laboratoire (vert), semblent quant & eux anormalement éleveés.
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5.5.2 Les huiles essentielles de lamiacées
5.5.2.1 Huile essentielle de lavande

Les résultats d’analyse ATG des huiles essentielles de lavande ont été regroupés dans le
tableau 5.68 :

Résidu

REF (%)
LF1-R 0F4
LF4-R 1 R7
LF&-R 147

LF& 158
LF10 3598
LF12 139
LF14 141
LF17 180

TABLE 5.68: Résidus des huiles essentielles de lavande

Les résidus des huiles essentielles de lavandes analysées semblent assez homogénes autour
de 1.5 %. Seul LF10 a une teneur en molécules lourdes anormalement élevée.
Ces teneurs sont plus faibles que pour les citrus, car il s’agit d’huile essentielle distillée,

procédé entrainant principlement les molécules volatiles.

5.5.2.2 Huile essentielle de lavandin super

Le tableau 5.69 présente les résultats d’analyse ATG pour I'huile essentielle de lavandin

super :
Résidu
REF (%)
Laboratoire| 0810
L5F1 072
L5F2 1,49
LSF3 092
L=5F4 IESY
LSFY 050
LSF12 0as
L5F13 09a
LSF14 om
L=F15 104
LSF16 096
LSF18 106
LSF 140
L=F27 1,00

TABLE 5.69: Résidus des huiles essentielles de lavandin super
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Les résultats obtenus pour les huiles essentielles de lavandin super sont en accord avec ceux
obtenus précédemment au laboratoire. Le résidus de I’huile essentielle de lavandin super semble

en moyenne plus faible que celui de la lavande.

5.5.3 Discussion

Le procédé de défurocoumarinisation élimine la majorité des molécules lourdes. Les échan-
tillons défurocoumarinés doivent donc posséder un résidu inférieur. Si ce n’est pas le cas (éch.
BI14-df, OI11s-df, OM14s-df) une forte évaporation de la fraction volatile peut expliquer cela.
De la méme maniére, certains échantillons présentent des taux trés elevés de molécules lourdes.
Ces échantillons correspondent a des huiles essentielles datant de 2009, donc I’évaporation des
volatils malgré la conservation au réfrigérateur est trés probablement a ’orgine de I'augmenta-
tion du pourcentage résiduel lors de 'analyse ATG.

Les échantillons extraits au laboratoire (éch. PUSL30, CEL105) ont de trés forte teneurs en
molécules lourdes, car le procédé d’extraction a entrainé la solvatation de cire.

Les huiles essentielles de citrus ont des teneurs caractérisques assez proches les unes des
autres. Les huiles essentielles de bergamote et pamplemousse semblent avoir une fraction lourde
plus riche que les autres, alors que celles de citron apparaissent comme les plus pauvres. Il en
est de méme pour les huiles essentielles de lamiacées, ot ’on observe un résidu plus faible pour
le lavandin super. Cependant la différence entre les résidus reste faible. De plus la variabilité
naturelle et celle induite par les conditions de conservation demeurent importante. Cette analyse

ne parait pas pertinente pour notre étude.

5.6 Spectroscopie proche infrarouge de réflexion

Cette analyse permet d’avoir une vue d’ensemble de I'échantillon (fraction volatile et non
volatile) et de discriminer statistiquement les spectres des huiles essentielles authentiques et
celles adultérées. Idéalement cette technique pourrait, a 'avenir, remplacer I'analyse du profil
moléculaire en analyse de controle de routine dans 'industrie. En effet, la spectroscopie proche
infrarouge de réflexion présente I'avantage d'un appareillage miniaturisé, facile d’emploi et le
temps d’analyse est inférieur a 1 minute.

Néanmoins, cette analyse est trés sensible aux variations de surface ou de température de
I’échantillon. Ceci nécessite un grand nombre de répétitions d’analyse afin que la distinction
entre deux huiles essentielles s’établisse réellement sur des facteurs intrinséques aux échantillons

et non a des paramétres extérieurs variables lors des prises de mesure.
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5.6.1 Analyses des citrus

[’étude de 'adultération des citrus n’est pas aisée par proche infrarouge car les spectres de
chaque huile essentielle sont trés proches. La figure 5.35 représente les spectres normalisés des

citrus :
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FIGURE 5.35: Spectres PIR des huiles essentielles de citrus

En rose : spectre HE de bergamote, en rouge : spectre He de pamplemousse, en vert : spectre HE de citron, en

turquoise : spectre HE de mandarine en bleu spectre HE d’orange

Il est possible de statistiquement différencier les spectres des essences de citron, de berga-
mote, de mandarine et d’orange en utilisant les dérivées secondes et la normalisation vectorielle
des spectres. Voici la carte factorielle obtenue, permettant de bien différencier les huiles essen-

tielles de citrus a l'exception du pamplemousse :
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B3

FIGURE 5.36: Carte factorielle des citrus (sans HE de pamplemousse). En bleu la bergamote, en vert

l'orange, en rouge la mandarine et en jaune le citron

Les ellipsoides sont distinctes et ne se croisent pas. L’ellipsoide bleue des bergamotes est plus
importante ce qui démontre une plus grande variabilité de composition de cette huile. Lors de
nos essais, la présence de nombreux échantillons commerciaux probablement adultérés explique
cette variabilité. L’essence de bergamote est celle dont la composition moléculaire est le plus
affectée par 'ajout d’huile essentielle d’orange. C’est pourquoi la concernant, cette analyse est
certainement plus adaptée a la détection de la fraude.

Par contre afin que la fraude reste discréte des composés d’origine naturelle ou synthétique
peuvent étre ajoutés, comme le linalol ou I'acétate de linalyle dans le cas de la bergamote, le
citral pour celui du citron ou encore le NMAM pour la mandarine. Ces modifications appor-
tées a I'huile essentielles ne sont pas visibles sur un spectre NIR et vont contribuer a rendre

I’échantillon semblable aux échantillons de référence.

Concernant le pamplemousse et 1'orange, les bandes d’absorption du limonéne couvre la
majorité du spectre. Des essais de soustraction de spectres du limonéne (spectre pamplemousse
- 0.92*spectre limonéne) afin de faire apparaitre des différences éventuellement masquées par
le limonéne, n’ont pas apporté d’éléments discriminants. De plus, du fait de la sensibilité de la

technique l'incertitude de mesure est significativement augmentée.
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5.6.2 Analyses des lamiacées

Cette étude a été initiée par un stagiaire de licence dans le laboratoire de technique vibra-
tionnelle au SCA. Les analyses ont été effectuées sur des lavandes, lavandins (super, grosso,
abrial).
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FIGURE 5.37: Spectres infrarouges de lavande (bleu) et lavandin super (vert)

Il n’y a pas de différences fondamentales entre les spectres, il s’agit principalement de dif-
férences d’intensité. Ces différences sont exploitées pour I’analyse statistique afin de distinguer
graphiquement les substances étudiées.

Ainsi, des échantillons de lavande coupées par du lavandin super a 10 % 20 % et 50 % ont été
analysés. Grace a l'analyse statistique ACP et I’analyse de classification automatique hiérar-

chisée, on obtient le graphe 3D et les différents groupes suivants :
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FIGURE 5.38: ACP sur les lavandes (jaune), lavandins (rouge) et coupes (vert 10% de lavandin dans
la lavande, bleu 20%, violet 50%)

Cependant le modéle est constitué d’'un nombre réduit d’échantillons. La grande quantité
de points provient de la répétition des mesures pour s’affranchir au mieux de l'incertitude de
mesure. La représentation de chaque mesure a été préférée a la représentation de la moyenne des
mesures d’'un méme échantillon afin que la variabilité de la mesure puisse étre appréciée. Dans

le but de valider ce modéle, un grand nombre d’échantillons supplémentaires sont nécessaires.

5.6.3 Analyses des lavandes

Nous avons donc poursuivi ce travail, avec I’échantillonnage de ’étude en nous concentrant
sur la lavande et les mélanges lavande et lavandin super. Nous avons cherché a développer
un test d’identité permettant de classifier un échantillon dans un des groupes prédéfinis, sans
passer par une représentation graphique.

La figure 5.39 représente des spectres de lavandes et lavandins super et d’un mélange.
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FIGURE 5.39: Spectres d’huile essentielle de lavande (bleu), huile essentielle de lavandin super (rose)

et de huile essentielle de lavande coupée a 20% de lavandin (rouge).

Au regard des spectres, 'ajout de 20% de lavandin super n’est pas visible. Le traitement

statistique des spectres est donc indispensable.

En utilisant seulement les échantillons fiables, une analyse discriminante, appelée test iden-
tité dans le logiciel opus, peut-étre mise en place. Le but de cette méthode est de détecter la
fraude sur les lavandes, il est donc intéressant d’intégrer des lavandes coupées au laboratoire

dans le modéle. Avec les échantillons suivants :

— groupe 1 : les échantillons de lavandes authentiques

— groupe 2 : les échantillons de lavandes coupés a 50 %

Pour cette analyse, 'opérateur prédéfinit les groupes (ici les groupe 1 et 2 cités plus haut) et
le test statistique montre que, dans notre cas, les deux groupes sont statistiquement distincts
a un degré de confiance de 97 %. Cependant nous n’avons pu établir de groupes statistiques
differents pour des huiles essentielles avec un ajout inférieur 50 % de lavandin super dans
la lavande. Pourtant dés a 5-10 % d’addition de lavandin super la teneur en camphre est
significativement élevée. Cette analyse ne semble pas trés sensible, en comparaison a I’analyse du

profil moléculaire de la fraction volatile. L’étude amorcée précédemment semblait plus sensible,



CHAPITRE 5. RESULTATS ET DISCUSSIONS 255

cependant le test identité demande un échantillonnage plus solide et complet que ’'ACP. Au
moment de I’étude, nous ne disposions pas d'un échantillonnage suffisamment complet et fiable.
Cette analyse n’a pas été maintenue, dans le but de se concentrer sur la mise en place d’une
méthodologie, contournant les difficultés rencontrées pour la mise a disposition d’un solide
échantillonnage. Une étude approfondie devrait permettre le développement d’un test identité

fonctionnel pour le controle de routine dans I'industrie.

5.6.4 Discussion

Cette analyse n’a pas été maintenue pour ce projet, ce qui ne signifie pas qu’elle n’a pas d’ave-
nir. Cependant elle nécessite un important travail d’incrémentation de base de données, avec
I’analyse d’un grand nombre d’échantillons authentiques. La mesure du spectre d’un échantillon
donné doit étre répétée de nombreuses fois dans le temps, afin de prendre en compte l'incer-
titude de mesure. Des recherches approfondies pourraient peut-étre permettre de développer,

pour l'industrie, une méthodologie intéressante.
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5.7 Bilan des analyses sélectionnées

Ces nombreuses expériences nous ont permis d’acquérir une solide connaissance de nos
échantillons et une meilleure vue d’ensemble sur les pratiques actuelles de la fraude. La suite
de cette étude consiste a élaborer une méthodologie fiable de détection de la fraude avec un
nombre réduit d’analyses. Pour ce faire en considérant les résultats obtenus nous avons dé-
cidé de conserver 'analyse des profils moléculaires indispensables a la bonne connaissance de
I’échantillon. Toutefois une analyse statistique est mise en place afin de valoriser 'information
apportée et de rapidement discriminer un échantillon atypique. Pour une meilleure compréhen-
sion de la fraude, ou parfois pour améliorer la discrimination, cette analyse est complétée par

les analyses détaillées dans le tableau 5.70 suivant :

HE etudiées GC-FID Chiralite lsotopie Autres
Carbone 13 Deuterium Azote 15
Profil moléculaire, tenaur Linalol, ) )
relative en 8-3-carene acétate de linlol, Linalol,
EBergamote - L . acétate de acétate de PME {GC)

rapports de teneurs relatives linalyle, : :

S linalyle linalyle

Sabinéne

Profil moléculaire, teneur
Citron relative en 5-3-caréne, sahinéns Citral Citral FMF (50)
rapports de teneurs relatives

Profil moléculaire, tenaur

Mandarine relative en &-3-caréne, _ m-Pi_néne, NIIAM MIIAM
rappors de teneurs relatives Sahinéne,
Citronnellal,
Famplemousse linalol a
approfandir
Frofil moléculaire, teneur Ljnalol, . .
) relative en camphre, rapports ac_etate de L!nalol, L!nalol,
Lavande fine de teneLrs relatives linalyle, acetate de acétate de
acétate de linalyle linalyle
lavandulyle

TABLE 5.70: Récapitulatif des analyses sélectionnées pour la mise en place de la méthodologie visant

a identifier la fraude des huiles essentielles de citrus et lavande



Chapitre 6

Analyse des résultats -
Méthodologie dégagée pour le controle de

I’authenticité

6.1 Analyses statistiques — Arbre de décision

De nombreuses données ont été obtenues. L’outil statistique constitue aussi une aide a
la prise décision afin de répondre a la problématique initiale, en considérant 1’ensemble des
résultats.

Comme décrit précédemment dans la section 5.7, la réduction maximale du nombre d’ana-
lyses est indispensable a la discrimination de la fraude. Nous nous sommes attachés dans un
premier temps a I'étude du profil GC-FID.

Les échantillons extraits au laboratoire ayant des teneurs relatives trés différentes des autres
échantillons n’ont pas été inclus dans les analyses utilisant ces paramétres (sauf exception).
En revanche, ils présentent des abondances isotopiques et excés énantiomériques conformes et
peuvent étre inclus dans les tratements statistiques des analyses complémentaires. En raison
d’une importante variabilité du profil moléculaire suivant ’origine géographique, pour les huiles
essentielles de bergamote, citron et mandarine, les modéles sont construits seulement pour le
type Italie. Idéalement ce processus devrait étre adapté a chaque origine géographique. Nous
ne disposions pas de quantité suffisante d’échantillons des différentes origines pour élaborer
des modéles robustes pour chacune d’entre elles. Cependant ces échantillons sont intégrés au
traitement statistique en tant qu’échantillons inconnus afin d’observer leur comportement dans

le modéle. Dans certains cas cela constituera une premiére approche de 'adultération.

Ensuite 'analyse discriminante est mise en place utilisant les paramétres sélectionnés pour

I’ACP. Ceci afin de développer une méthodologie plus facile d’emploi en proposant une dis-

257
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crimination rapide et chiffrée plutot que graphique des échantillons. Cette méthodologie est

adaptée a I'industrie lors des controles de production ou au cours du processus d’achats.

Les échantillons de référence constituent un groupe statistiquement représentatif des huiles
essentielles sur le marché. Il y a donc une faible probabilité pour qu'un échantillon éloigné gra-
phiquement de ce groupe, le soit en raison d’une variabilité naturelle, si bien stir I’échantillon
est réellement de l'origine indiquée. Ces modéles sont par ailleurs dynamiques et doivent étre
incrémentés au fils des analyses avec des échantillons a la naturalité confirmée. Plus la base de

données de référence sera étoffée, plus la méthode sera robuste et fiable.

A T'inverse au niveau des analyses complémentaires, les analyses chirales et isotopiques en
carbone 13 sont relativement indépendantes de l'origine géographique, et autres facteurs de
variabilité naturelle. Les valeurs isotopiques en deutérium et azote 15 ainsi que les profils PMF
sont quant a eux sensibles a 'origine géographique.

Cependant lorsque les effets de la fraude sont suffisamment évidents, la fraude peut-étre
démontrée, quelque soit l'origine de I’échantillon de départ. Ainsi les échantillons adultérés
d’autres origines qu’ltalie pour les huiles essentielles de citrus et France pour les celles de la-

vande peuvent tout de méme étre détectés.

Ces analyses statistiques ont un double intérét :

— Lorsque les échantillons sont extérieurs a I'ellipse de densité des références sur la premiére
ACP, ces analyses permettent une meilleure compréhension de la fraude.
Lors qu’ils paraissent authentiques, des analyses plus ciblées permettent de confirmer ou
non leur authenticité, ou de révéler une adultération plus « fine ».
De plus l'utilisation de deux types d’analyses statistiques, permet une importante fiabilité des
résultats. Il faut cependant garder a I'esprit que I'analyse discriminante nécessite un échantillo-

nage consistant, authentique et fiable.
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6.1.1 Synthése des données pour la bergamote

La figure 6.1 représente le modéle construit pour I'huile essentielle de bergamote et les dif-
férentes adultérations connues. Trois plans ont été représentés afin d’obtenir un pourcentage

d’information au dessus de 65%.

L’ajout de terpénes d’orange améne des modifications dans la composition moléculaire sta-
tistiquement similaires a celles de I'ajout d’huile essentielle d’orange qui est constituée a plus
de 97% de terpénes. Cela a été démontré pour les huiles essentielles de citron et mandarine (cf.
section 6.1.3 et 6.1.4). En conséquence, nous n’avons pas effectué de coupes avec des terpénes

d’orange pour I'étude des huiles essentielles de bergamote.

Le modéle (cf. figure 6.1) n’inclut pas d’échantillon distille ou de coupes avec de I'huile
essentielle de bergamote distillée car cette fraude n’a pas été évoquée dans la littérature. I.’ajout
d’essence de ho wood acétylée ou non est équivalent a I’ajout de linalol et /ou d’acétate de linalyle

synthétiques, ces fraudes ont donc été étudiées simultanément.
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Jaune Coupes avec 5-10-20% citron (rond-carré-trianole)
Wert kaki Coupes10% citron + 3-79% linalol + 3-12 % acétate de linalyle frond-carré)
Rouge Coupes10%orange + 3-7% linalol + 312 % acétate de linalyle (rond-carré)
Wiolet Coupes 10% orange + 5-8 % linalaliho wood
Bleu Coupes 10% orange + 5-5 % acetate de linalyvle
Yert Référances
Carrévertclair) Echantillons de références utilisées pour coupes ad laboratoire
Carré violet | Ho woodilinalal
Carre bleu Howood acétyléel acétate de linalyle
Cerclevert | Ellipses de référence

A : composante principale 1 en fonction composante principale 2; B : composante principale 2 en fonction
composante principale 3; D : composante principale 2 en fonction composante principale 4; C : cercle des
corrélations.

FIGURE 6.1: Modéle ACP pour lidentification de la fraude des huiles essentielles de bergamote

Cette analyse statistique exprime 65,8 % de I'information initiale sur trois plans (A, B, C)

utilisant quatre composantes principales (PC1, PC2, PC2, PC4) (cf. figure 6.1).
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Le plan A (cf. figure 6.1) discrimine les échantillons de référence de ceux adultérés avec
de P'orange (huile essentielle ou terpénes) avec ajout (a partir de 5%) et sans ajout de linalol,

acétate de linalyle ou ho wood. C’est aussi le cas sur les plans B et C (cf. figure 6.1).
Le plan B (cf. figure 6.1) distingue une coupe a 20 % avec I’huile essentielle de citron.

Sur le plan C (cf. figure 6.1) les coupes avec I’huile essentielle de citron sont déplacées vers
le haut de la figure. Cependant les points restent inclus dans I'ellipse de densité, ce qui signifie
que la discrimination est insuffisante. les conclusions sont identiques concernant I'ajout exclusif
de ho wood ou de ho wood. Avec ce traitement statistique ces adultérations semblent les plus
discrétes. Compte-tenu du cotit non-négligeable de I’huile essentielle de citron, c’est cependant
celle qui permet le plus faible bénéfice du point de vue du fraudeur. L’incrémentation de ce
modeéle avec des références devrait permettre de réduire ’écart-type et d’obtenir une discrimi-

nation supérieure.
[’ajout de ho wood acétylé ou non est quant a lui détecté par analyse isotopique.

Le cercle des corrélations (D, cf. figure 6.1) montre I'importante correspondance entre les

hautes valeurs de sabinéne (+) et de 3-3-caréne du a 'ajout d’orange.

Les échantillons commerciaux ont ensuite été injectés dans le modéle statistique figure 6.2 :
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Wert kaki Coupes 10% citron + 3-73% linalol + 3-12 % acétate de linalvle (rond-carré)
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Cercle vert | Ellipses de référence
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FIGURE 6.2: Injection des échantillons commerciauz dans le Modéle
: composante principale 1 en fonction composante principale 2; B : composante principale 1 en fonction

composante principale 3; C : composante principale 1 en fonction composante principale 4.
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L’échantillon BI29-df en particulier (cf. figure 6.2) est trés éloigné des références. Afin d’en
comprendre la raison, nous avons injecté dans le modéle un mélange d’échantillon de berga-
mote avec I'huile essentielle hydro-distillée, dans le but de les comparer. Graphiquement le
déplacement est important vers la gauche et se situe dans la méme direction que 1’échantillon
en question. Il se peut en effet que cet échantillon provienne de I'hydrodistillation de fruit.

L’analyse chirale du linalol pourra aider a I'interprétation de ces résultats.

La majorité des échantillons n’est pas incluse dans I'ellipse de densité et est trés probable-
ment adultérée (cf. figure 6.2). Les échantillons BI11, BI12, BI28-df, BI31-df (notés 2, cf. figure
6.2) sont, certainement d’aprés I'analyse chirale des terpénes, issus de mélanges avec de 1’huile
essentielle d’orange. De nombreux autres échantillons commerciaux se situent dans la méme
région. Cependant, ’analyse chirale n’a pas validé I'adultération a I'huile essentielle d’orange
pour ces derniers. Il pourrait alors s’agir de mélange avec de I'huile essentielle de citron (voir
section 5.2.1.2), cependant cette représentation graphique ne permet pas de le confirmer, les

échantillons concernés n’avoisinant pas particuliérement les coupes a ’huile essentielle de citron.

L’analyse discriminante (cf. tableau 6.1) est donc effectuée sans pouvoir alimenter la base des
échantillons de référence. Les échantillons de références sont dans le groupe 1 (en vert a droite
sur le graphe B 6.1) Tous les échantillons commerciaux semblent adultérés et appartiennent
au groupe 2 (& gauche sur graphe A 6.1) . Le groupe 3 contient les échantillons auxquels ont
été ajoutés de I'huile essentielle de ho wood acétylée ou non. Les échantillons BI12 et BI32-df
proches ou inclus dans 'ellipse de densité sur les 3 plans, ont été considérés comme inconnus

lors de I'analyse discriminante afin d’observer leur classement aprés le traitement statistique.

Effectifs | Groupes | Distances groupe 1 | Distances groupe 2 | Distances groupe 3
9 Groupe 1 8§-31 22 - 75 216 -305
50 Groupe 2 19 - 92 9-58 237 - 310
5 Groupe 3 182 - 467 182 - 464 7-42
BI12 84 64 316
BI32-df 78 109 298

TABLE 6.1: Résultat de l’analyse discriminante de I’huile essentielle de bergamote

L’ensemble des échantillons (cf. tableau 6.1) respectivement classés dans les groupe 1, 2,
3 ont effectivement une distance plus courte avec le centroide de leur groupe respectif, a I'ex-

ception d’un. En effet un échantillon commercial, le BI21 est équidistant des groupes 1 et 2.
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L’adultération de cet échantillon n’est donc pas validé.

L’échantillon BI12 (cf. tableau 6.1) apparait plus proche des échantillons adultérés, tandis

que I'échantillon BI32-df est lui plus proche des références.

Les résultats des analyses complémentaires seront étudiées pour conclure sur ces deux échan-

tillons.

Analyses complémentaires

Ainsi qu’il a été démontré dans la section 5.2.4.2, les échantillons B124, BI29-df, BI20-df ont
un exces énantiomérique inférieur a la normale en ce qui concerne le linalol. Ceci peut étre di a
I’ajout d’huile essentielle de bergamote hydro-distillée, ho wood, ou d’un faible taux de linalol
de synthése. I.’échantillon BI31-df présente un excés énantiomérique d’acétate de linalyle hors
gamme de naturalité. Cet échantillon a probablement été adultéré avec de 'acétate de linalyle
de synthése. Les échantillons BI8 et BI28-df ont, quant a eux, un excés énantiomérique d’acétate
de linalyle inférieur a la gamme de naturalité. Un ajout d’acétate de linalyle de synthése est
a suspecter. L’analyse isotopique de ces deux molécules est indispensable a I'interprétation de
ces résultats.

Par ailleurs, I'analyse de PMF (cf. chp 5.4.2) avait mis en évidence un probable ajout d’huile

essentielle d’orange pour les échantillons BI28-df et BAT71.

Afin d’obtenir la meilleure des discrimination nous avons suivi I’évolution des rapport isoto-

piques suivant :

~ 3’Hdu linalol (diminuant en raison d’ajout de ho wood) et du linalol-acétate de linalyle
(la différence varie en raison d’ajout d’une seule des deux molécules, ou d’ajout de ho
wood acétylé ou non)

— 33Cdu acétate de linalyle et du linalol - acétate de linalyle (la valeur isotopique de
I’acétate de linalyle varie en raison d’ajout de cette molécules de synthése ou de ho wood

acétylé, celle du linalol reste stable)
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FIGURE 6.3: ACP des analyses isotopiques du linalol et acétate de linalyle de 'huile essentielle de

bergamote
A : composante principale 1 en fonction composante principale 2 ; B : cercle des corrélations.

Le graphe 6.3 représente 65,5% des variations, ce qui est suffisant pour I'interprétation des

résultats.

Au regard des échantillons fraudés au laboratoire, les échantillons regroupés en 1 (cf. figure
6.3) résultent certainement d’'un mélange avec de I'huile essentielle de ho wood acétylée. Ceci

confirme les résultats de la premiére analyse statistique ot ils avaient déja été détectés comme
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adultérés.

Les échantillons situés dans le cercle 2 (cf. figure 6.3) sont quant & eux, trés probablement
issus d'un mélange d’huiles essentielles de bergamote et de ho wood. Seul I’échantillon B129-df
était suspect aprés analyse chirale du linalol et acétate de linalyle. En effet, en fonction de
I'excés énantiomérique de 'huile essentielle de ho wood (95 & 98 ,8%) l'influence sur la chiralité
de I'échantillon adultéré n’est pas systématique, I’analyse isotopique est donc indispensable a

la détection d’ajout d’huile essentielle de ho wood.

L’échantillon BI29-df (cf. figure 6.3) déja suspecté de provenir d'un mélange avec de 1'huile
essentielle de bergamote hydro-distillée, semble aussi contenir de I’huile essentielle de ho-wood.
Cette adultération complexe, permettrait une économie substantielle. Cet échantillon tend a
prouver l'existence de techniques de fraude plus élaborées que celles envisagées dans un premier
temps. Dés lors au regard de ces résultats et de ceux de ’ACP précédente, ’échantillon BI29-df

pourrait constituer un mélange avec plus de 20% d’huile essentielle de bergamote hydro-distillée.

L’analyse isotopique (cf. figure 6.3) ne confirme pas 'ajout de linalol de synthése dans

I’échantillon BI31-df, en raison d’un ajout supposé trop faible.

L’échantillon BI12 malgré un profil moléculaire proche des références et des excés énantio-
mériques de linalol R et acétate de linalyle R normaux, est adultéré. En effet cet échantillon
contient, probablement de 'huile essentielle de ho wood. L’échantillon BI32-df est quant a lui

conforme.

L’analyse chirale des terpénes confirment l’adultération de I’échantillon BA7T1 par ajout
d’huile essentielle d’orange, tandis que les analyses isotopiques démontrent I’ajout de ho wood

non acétylé sur ce méme échantillon.

Sur le marché, il existe aussi des huiles essentielles de ho wood elles-mémes mélangées avec
du linalol de synthése. Ce mélange d’huile essentielle a été acétylé (en gris sur le graphe 6.3) et
est révélé par 'analyse isotopique. En cas d’ajout de ce type de mélange a une huile essentielle

de bergamote, les analyses chirale et isotopique en permettent la détection.

Globalement les fraudes sur les échantillons commerciaux semblent plus conséquentes que

celles effectuées au laboratoire, car mieux discrimées graphiquement.

Les fraudes formellement identifiées sont les suivantes :
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Ajout d’huile essentielle de ho wood acétylée (6 cas)

— Ajout d’huile essentielle de ho wood (3 cas)

— Ajout d’huile essentielle d’orange (au moins 4 cas)

— Ajout d’huile essentielle de citron (cf. section 5.2.1.2)

— Ajout d’huile essentielle d’orange/citron et de ho wood acétylée ou non (au moins 3 cas)
Faible ajout de linalol et acétate de linalyle synthétique pour satifaire la norme ( au moins
3 cas)

— Probable ajout d’huiles essentielles hydro-distillée et de ho wood acétylée (au moins 1 cas).

La totalité des échantillons commerciaux d’huile essentielle de bergamote a été démontrée

comme adultérés.
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FIGURE 6.4: Arbre de décision pour le contréle de naturalité de [’huile essentielle de bergamote

Chemin facultatif pour les échantillons trés différents des références mais important

flache bleue pointillée :
pour mieux comprendre les procédés de fraudes et éventuellement distinguer fraude et dégradation (analyses

complémentaires anormales sont significatives de la fraude)
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La figure 6.5 représente le modéle construit pour I’huile essentielle de citron et les différentes
adultérations connues.

: geranialgeraniial-
; e D
: GERAN I | Lamerolingrsl
. st-4-clic renellsl
: ALFHATERFINECLTERPINENE 4 0L
&= : 0.5 I SAEINENEF}
= : ~ W [/ BETAFHELLANDAEN
= : / RIS TIANGLA . o epanyL X
= o = VS ALPHATHUYENE &=
E A . o ARANE THUJANOL 4 4 \
£ R AN = f i APrAFINEE |
=1 H b — o
E—.:._...................."..Il'r \ .................. e = emem (=1 .:I_:'_l_ .................. L] ____,_,..-_‘ F}!'d,?
3 . - | LI o ol o e e
e p- ¥ a & c 4 T C e |
- R 14 s - dimorimony_QECTA ICARENE 5 o pneiin ol
: . E i - -
"\.. - S 4g5hingne (+) ulSBETﬁEﬁWE%E
\\ . J TRANS BETA OCIMEN TF
. J le o
T v 0.5
ET ' = CAMPHENE
-10 5 0 5 10
Component 1 (43.8%)
iy .
:I T T .I T
4 . 1.0 0.5 oo 05
. Componant 1 (43.8%)
E . :
oo - . . o
= : T
=] “. . /: ,u'll
— - . [ ]
o |:| .1: [ ] / !
R R
. ra
5 Y
= ™~ F
= L] A T
[ ) A 7
o ' L /
. rd
[/
L
[N
_4 [ [ lI [ 1
10 -3 Q 3 il
Cuompuonent 1 (43.8 %)
E
Mlarron Coupes avec 5-10-20 % d'orange (rond-carré-triangls)
Jaune Coupes avec 5-10-20 % citron hydro-distillé rond-carré-triangle)
“ert clair Coupes avec 5-10-20 % lime (rond-carré-triangle)
Rose saumon| Coupes avec 5-10-20 % terpénes d'orange (rond-carré-triangle)
Orange Coupes avec 5-10-20 % aorange hydro-distillée (rond-carré-triangle)
Yiolet Coupes 20% orange+ 05 % ot 1% citral et Coupes 20% orangedistillée + 1 % citral (oarrétriangle-rond)
Bleu Coupes 20% citron distillé ou lime +1 % citral et 0,2 % acétate de géranyle C(triangls- rond)
“ert foncé Echantillons de références
Carré wert Echantillons de référence utilisés pour coupesau laboratoire

FIGURE 6.5: Modéle ACP pour l'identification de la fraude des huiles essentielles de citron

A

: composante principale 1 en fonction composante principale 2; B : composante principale 1 en fonction
composante principale 3; C : cercle des corrélations




CHAPITRE 6. ANALYSE DES RESULTATS -
METHODOLOGIE DEGAGEE POUR LE CONTROLE DE L’AUTHENTICITE 270

Deux plans ont suffit a la représentation de 68.9% des variations initiales, dont la majorité
se situe sur la composante principale 1 (CP 1). Sur le plan A (cf. figure 6.5), les échantillons
de référence sont bien regroupés, tandis que les mélanges d’huile essentielle de citron issue
de Pexpression avec celles issues de I'hydrodistillation (jaune), et celles de lime (vert clair),
sont discriminés. Les échantillons auxquels des molécules synthétiques de citral et acétate de

géranyle ont été ajoutées sont clairement distingués des échantillons de référence (cf. figure 6.5).

En ce qui concerne les échantillons de référence, sauf dans le cas du numéro 1 sur le plan A
de la figure 6.5, toute fraude est identifiable dés 5 % d’ajout quelque soit I'aldultérant. Ce plan
ne suffit donc pas toujours a la discrimination. Sur le plan B, les échantillons sont toujours re-
lativement bien regroupés. La discrimination des adultérations avec I'huile essentielle d’orange

issue de I'expression ou de I’hydro-distillation, et des terpénes d’orange, est meilleure.

On remarque par ailleurs que les modifications de la composition moléculaire de I’échantillon
de départ apportées par I'ajout de terpénes d’orange ou ’ajout d’huile essentielle d’orange sont

comparables.

Le cercle des corrélations (cf. figure 6.5) montre que les échantillons coupés avec de 1'huile
essentielle d’orange sont décalés vers le bas a gauche en raison de teneurs élevées en 6-3-caréne,
et en sabinéne (+). Ceci n’est pas le cas des échantillons adultérés avec de I'huile essentielle de

citron hydrodistillée déplacés vers le haut en raison de fortes teneurs en alcools.

Aprés injection des échantillons commerciaux dans le modéle, la figure 6.6 est obtenue :
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FIGURE 6.6: Injection des échantillons commerciauz dans le Modéle

A : composante principale 1 en fonction composante principale 2; B : composante principale 1 en fonction

composante principale 3

Les points notés 88 et 89 (cf. figure 6.6), représentent 1’échantillon CI2a-R auquel a été ajouté
uniquement du citral (CIC79-+1std) ainsi que de 'acétate de géranyle (CIC80-1std+0,2gac).

Ils sont déplacés par rapport a ’échantillon CI2a-R, mais demeurent inclus dans les ellipses de

densité.
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L’ajout de citral a des échantillons issus de mélanges huiles essentielles de citron et d’orange
(en violet sur la figure 6.6) ne permet pas de rendre la fraude plus discréte. Nous n’avons pas
ajouté d’acétate de géranyle car nous avons pu observer le peu de différence qu’il induisait entre
les échantillon 88 et 89.

Pour étre détecté, le seul ajout de citral et acétate de géranyle nécessite ’analyse isotopique.

Les échantillons figurés par une croix noire (cf. figure 6.6) ont de trés faibles teneurs en
a-terpinéol. Ainsi que cela a été expliqué dans le chapitre 5.1.2.2, ceci peut étre di a ori-
gine géographique de I’échantillon, ou autre hypothése, a leur défurocoumarinisation pour les
échantillons concernés.

Parmi ces échantillons, ceux en dehors de 'ellipse de densité sur le plan B 6.6 (éch. CI20-df,
CI22-df, CI23, CI24, CI28,) sont probablement issus d’un mélange avec de 'huile essentielle
d’orange, car déplacés dans la méme direction que les coupes avec de I'orange.

Parmi les échantillons cités ci-dessus, CI23, CI24 et CI28 n’ont pas été défurocoumarinés,
leurs faibles teneurs en a-terpinéol provient donc certainement de l'origine géographique. Il
est donc possible que le mélange avec de I'huile essentielle d’orange, soit destiné a les rendre
comparables a des échantillons type Italie.

Les échantillons restants (éch. CI15-df, CI21-df, CI26-df, CI29-df, CI30-df), sont contenus
dans Pellipse densité sur les deux plans (6.6). Cette analyse tend a démontrer que le faible taux

d’a-terpinéol est di au procédé de défurocoumarinisation.

Afin de ne pas charger le graphique (cf. figure 6.6) les échantillons d’origines Argentine et
Cote d’Ivoire n’ont pas été ajoutés a I'exception des échantillons CCI86 et CCI88+1std+0,2gac.
En effet I’échantillon CCI86 d’origine Cote d’Ivoire n’est pas graphiquement semblable aux
origines ITtalie. A cette échantillon ont été ajouté du citral et de 'acétate de géranyle (ech.
CCI88-+1std+0,2gac), dans le but d’évaluer I'impact d’ajouts de citral et acétate de géranyle
pour rapprocher un échantillon Cote d’Ivoire d’une origine Italie. De ’huile essentielle d’orange
n’a pas été ajoutée car la teneur en limonéne de I’échantillon d’origine était déja supérieure a
la norme Italie (AFNOR NF ISO 855 (mai 2004)).

Sur le plan B (cf. figure 6.6) I’échantillon CCI88+CCI88+1std+0,2gac est nettement dis-
criminé, 'ajout de citral ne compensant pas la différence de composition moléculaire. Cet
échantillon n’a pas permis de démontrer la possibilité de commercialiser un échantillon d’ori-
gine Cote d’Ivoire comme étant d’origine Italie. Cependant 1'utilisation d’un échantillon type
Cote d’ivoire de composition plus adatpée pourrait le permettre, la gamme de naturalité de

lorigine Cote d’Ivoire étant trés étendue.
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L’échantillon fleché CI16 (cf. figure 6.6) n’est pas nettement discriminé mais n’est pas inclus
dans 'ellipse de densité sur le plan B. Cet échantillon pourrait étre issu d’'un mélange avec de

I’huile essentielle de citron hydro-distillée.

Les échantillons d’origine Espagne sont représentés en rose sur le graphique (cf. figure 6.6).
Les échantillons les plus éloignés des références correspondent aux échantillons extraits au la-
boratoire. Il est & remarquer que 1'ajout d’huile essentielle d’orange déplace aussi un échantillon
type Espagne vers la gauche (en turquoise). Un échantillon d’origine Espagne fortement déplacé
dans le méme sens que les échantillons adultérés pourra étre suspecté. Des analyses complé-
mentaires doivent obligatoirement valider les premiéres observations car le modéle reste adapté
a l'origine Italie.

L’échantillon CE94 (cf. figure 6.6) a été pointé en rouge, car cet échantillon peut aisément
étre confondu avec une origine Italie sur ce graphe. Comme nous le démontrons par la suite
cet échantillon contient du citral et acétate de géranyle synthétique. Il est donc possible de «
rectifier » en citral et acétate de géranyle des huiles essentielle type Espagne, initialement plus

pauvres en ces molécules, afin de les commercialiser sous une appellation origine Italie.

[’ensemble des échantillons commerciaux exceptés trois (ech. CI17df, CI19, CI33m), proches
des références sur les deux plans (seuls point noirs inclus dans ellipses de densité su le plan
B cf. figure 6.6) , semble adultéré. Cependant les échantillons commerciaux ne semblent pas
particuliérement corrélés aux fraudes effectuées au laboratoire. Les analyses complémentaires

serviront a valider la naturalité de ces échantillons.

D’aprés ’ACP nous avons identifié trois groupes. . Le groupe 1 constitué des références (en
vert en bas a droite sur le plan A de la figure 6.2), le groupe 2 est constitué des échantillons
fraudés a I’huile essentielle d’orange (marron, orange et saumon sur la gauche sur le plan A de la
figure 6.2) et lime (en vert clair sur la figure 6.2), puis le groupe 3 avec celle de 'huile essentielle
de citron hydro-distillée (en jaune en haut sur le plan A de la figure 6.2). Les échantillons
CI17-df, CI19, CI33m comparables aux références sont testés afin de vérifier la cohérence de
I’analyse discriminante et de ’ACP. L’échantillon CI16, est d’apreés le plan A de la figure 6.6,
probablement issu d’un mélange avec de I’huile essentielle de citron hydro-distillé. Il a été testé
via I'analyse discriminante afin de valider cette hypothése. Les échantillons défurocoumarinés
CI15-df, CI21-df, CI26-df, C129-df, CI30-df, sont testés afin de vérifier que la faible teneur en
a-terpinéol est due au procédé de défurocoumarinisation. Les échantillons commerciaux restants

ont été considérés comme appartenant au groupe 2 des échantillons adultérés.
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Effectif s | Groupes | Distances groupe 1 | Distances groupe 2 | Distances groupe 3
14 groupe 1 14 - 37 23 - 77 47 -100
46 groupe 2 23 - 102 10 - 50 30 - 90
11 groupe 3 56 - 124 30 - 96 13 - 47

CI16 inconnu 1368 1314 1319
CI17-df | inconnu 280 303 357
CI19 inconnu 791 915 990
CI33m | inconnu 67 125 174

CI15-df | inconnu 434 465 497

CI21-df | inconnu 125 98 122

CI26-df | inconnu 104 68 89

CI29-df | inconnu 452 523 276

CI30-df | inconnu 107 86 117

TABLE 6.2: Résultat de l’analyse discriminante de [’huile essentielle de citron

Lors de la validation, I’échantillon CI2a-R appartenant au groupe 1, a une distance inférieure

avec le centroide du groupe 2. Cet échantillon est a 'origine de nombreuses adultérations, c’est

pourquoi il est statistiquement plus proche des échantillons adultérés. Ceci pourra étre corrigé

en étoffant le modéle avec d’autres références.

Les échantillons CI19, CI33m, CI17-df sont plus proches des références. Ils ne semblent pas

adultérés.

Les échantillons CI15-df, CI129-df sont plus proches du groupe 1, tandis que CI21-df, CI26-
df, CI30-df sont proches du groupes 2. Il est donc possible que la défurocoumarinisation soit a
I'origine des différences des échantillons CI15-df, CI29-df et les échantillons CI21-df, CI26-df,
CI30-df tendent & étre adultérés.
L’échantillon CI16, est trés éloigné et équidistant des trois groupes. D’aprés le plan A de

la figure 6.6, il est probablement issu d’un mélange avec de 'huile essentielle de citron hydro-

distillée. Cependant du fait de la une grande variabilité naturelle des huiles essentielles il est

difficile de corréler nos échantillons fraudés avec les fraudes commerciales.

Les analyses complémentaires vont alors compléter ces premiéres informations.
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Analyses complémentaires

[’analyse PMF a été corrélée avec la teneur en 8-3-caréne, sabinéne (+) et la teneur en
PMF totale. Cette corrélation permet de distinguer les échantillons adultérés avec de 'orange
(huile essentielle par expression, hydro-distillation, terpénes). Elle permet également d’évaluer

I’authenticité des échantillons d’autres origines qu’ltalie.
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Cercle vert Ellipse de référence

FIGURE 6.7: ACP des résultats des analyses de PMF, teneurs en 6-3-caréne et sabinéne (+) de l’huile

essentielle de citron

Les échantillons regroupés en 1 sont probablement adultérés avec de I’huile essentielle
d’orange, compte tenu des hautes teneurs en PMF, tandis que les autres regroupés en 2 (cf.
figure 6.7) le sont par de I'huile essentielle d’orange défurocoumarinée, hydrodistillée ou des
terpénes d’orange, indiqués par les fortes teneurs en sabinéne (+) et 8-3-caréne et normales en

PMF. Ceci confirme les premiers résultats obtenus (cf. figure 6.6).

Le graphique A (cf. figure 6.7) représente 74,3% des variations c¢’est pourquoi un seul plan

est représenté ici. Cette analyse statistique a permis de prouver I’adultération des échantillons
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type Argentine CA81, CA83, CA85 (groupe 1) et CA82-df (groupe 2).

En paralléle, I'échantillon CI17-df (cf. figure 6.7) est ici discriminé. En effet la teneur en
0-3-caréne parait trop élevée pour étre issue d’une huile essentielle de citron authentique. Ceci
est a 'encontre des résultats de I’analyse discriminante précédente. Cet échantillon pourrait

étre adultéré.

Ensuite I’échantillon CI16 qui pouvait résulter d’'un mélange avec de I'huile essentielle de
citron hydrodistillée sur la figure 6.6, apparait ici (cf. figure 6.7) comme étant adultéré avec de

I’huile essentielle d’orange.

Par contre les échantillons CI15df, CI21df, CI29df, CI30df, discriminés sur la premiére ACP,
n’apparaissent pas anormaux d’apres les résultats de cette analyse car ils n’ont probablement
pas été adultérés par de 'orange. A l'inverse les échantillons CI19, CI33m sont encore une fois

semblables aux échantillons de référence.

Enfin, nous avons appliqué le méme traitement statistique aux résultats des analyses isotopiques
du carbone 13 et deutérium du citral et de 'acétate de géranyle. Nous avons dans ce cas conservé
tous les paramétres analysés en *C et 2H car permettent la détection d’ajout de molécules
synthétiques. La mesure isotopique du citral en 3C permet quant a elle la détection du citral

provenant de lemongrass.
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FIGURE 6.8: ACP des résultats des analyses isotopiques du citral et de lacétate de géranyle de ’huile

essentielle de citron

A : composante principale 1 en fonction composante principale 2; B : cercle des corrélations.

Le plan A (cf. figure 6.8) représente 75,4 % des variations c¢’est pourquoi deux composantes

principales sont suffisantes.

Sur le cercle des corrélations (cf. B; 6.8), les valeurs isotopiques du néral et géranial (citral)
en carbone 13 et deutérium sont respectivement corrélées. Ceci était attendu comme détaillé
dans le chapitre 5.3.2.3. Les valeurs isotopiques de l'acétate de géranyle sont quant a elles
anti-corrélées avec celle du citral car I'ajout de cette molécule synthétique abaisse sa valeur

isotopique a l'inverse du citral. Cette anti-corrélation démontre que dans la plupart des échan-
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tillons ces trois molécules sont ajoutées. C’est le cas des échantillons se trouvant dans le cercle

2 situé aux plus fortes valeurs de citral et faibles en acétate de géranyle (cf. figure 6.8).

Le cercle 1 contient les échantillons auxquels ont seulement été ajoutés du citral car peu

déplacés selon I'axe de I'acétate de géranyle.

A partir de ce graphique (cf. figure 6.8), il apparait que les échantillons adultérés ont des
valeurs isotopiques de deutérium bien plus élevées que nos échantillons fraudés. Cela peut étre
di a la quantité de citral ou d’acétate de géranyle ajoutée qui serait beaucoup plus faible que
dans les échantillons commerciaux. Cependant a partir des échantillons dont nous disposons,
ajouter de plus grandes quantités de citral aurait augmenté la teneur de ces molécules de fagon
trop importante. Il est alors possible d’imaginer que des échantillons d’origine Cote d’Ivoire,
Brésil ou désertique (Norme AFNOR NF ISO 855 (mai 2004)) ont pu étre utilisés car ces huiles
essentielles contiennent naturellement des teneurs inférieures en citral. Aussi il pourrait s’agir
de mélange avec des huiles essentielles reconstituées o le citral présent est exclusivement d’ori-

gine synthétique. Les deux cas de figure sont probablement rencontrés.

[’échantillon CIi92 a des valeurs isotopiques en carbone 13 du citral significativement plus
hautes que celles des échantillons de référence. Il est possible que du citral provenant du lemon-

grass ait été ajouté a cet échantillon.

Dans le cercle 3 (cf. figure 6.8) sont situés des échantillons montrant des valeurs isotopiques
en carbone 13 plus hautes que la majorité des références. Cependant ils restent proches de

certains échantillons authentiques, ou dégradés.

Les échantillons CI15-df, CI21-df, CI29-df, CI30-df (cf. figure 6.8), ne paraissant pas adul-
térés avec de 'orange, ils sont contenus dans les cercles 1 et 2 et seraient donc adultérés avec

du citral et de 'acétate de géranyle synthétique.

Seul I’échantillon CI19, proche des références sur 'ensemble des graphes, ne comporte au-

cune anomalie toutes analyses confondues. L’authenticité de cet échantillon semble comfirmée.
En ce qui concerne 'origine Espagne, seul I’échantillon CE94 (cf. figure 6.8) est probable-
ment adultéré. Concernant les autres origines, seuls les échantillons CA84, CCI86, similaires

aux références sur la figure 6.8, ne paraissent pas adultérés.

En conclusion, nous avons identifié des échantillons d’huile essentielle de citron auxquels
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avaient probablement été ajoutés :

— de I'huile essentielle d’orange (au moins 4 cas)
— des terpénes d’orange ou de I’huile essentielle d’orange hydro-distillée (au moins 19 cas)
— ajout de citral et /ou acétate de géranyle synthétique pour compenser une premiére fraude,
ou augmenter la qualité de 'huile essentielle et donc son prix (cf. section 3.2.1.2)
Ajout d’huile essentielle de citron reconstituée (plus 75 % des cas pour ces deux derniers

points)
[’ajout d’huile essentielle de citron hydrodistillée ou de lime n’a pas formellement été identifié.
La majorité des échantillons commerciaux s’est révélée étre adultérée. La plupart des adulté-

rations sont mises en évidence dés la premiére ACP (cf. figure 6.6) et ont toujours été confirmées

par au moins une analyse complémentaire. La fiabilité du modéle est ainsi démontrée.
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FIGURE 6.9: Arbre de décision pour le controle de naturalité de I’huile essentielle de citron

fleche bleue pointillée : Chemin facultatif pour les échantillons trés différents des références mais important
pour mieux comprendre les procédés de fraudes et éventuellement distinguer fraude et dégradation (analyses

complémentaires anormales sont significatives de la fraude)
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6.1.3 Synthése des données pour la mandarine

La figure 6.10 représente le modele construit pour I'huile essentielle de mandarine et les

différentes adultérations connues.
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FIGURE 6.10: Modéle ACP pour Uidentification de la fraude des huiles essentielles de mandarine

A
composante principale 3; C :

corrélations.

composante principale 1 en fonction composante principale 2; B :

composante principale 2 en fonction composante principale 4; D :

composante principale 1 en fonction

cercle des
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Ce modéle (cf. figure 6.10) représente 66,7 % des variations initiales, dont la majorité se
situe sur la composante principale 1 (CP 1). Nous avons choisi de représenter un plan supplé-

mentaire (en utilisant le PC4) afin de traiter un maximum d’informations.

Sur le plan A (cf. figure 6.10), les échantillons de référence sont groupés a droite du gra-
phique. Les coupes a 5-10-20 % de mandarine hydrodistillée sont déplacées vers le bas de la
figure, selon les fortes teneurs en alcools et les coupes a 5 % de feuilles vers le haut, vers les
hautes teneurs en NMAM (cf. D, figure 6.10). Par contre les échantillons adultérés avec 1'orange
(issue de l'expression ou de I’hydro-distillation ou les terpénes) sont déplacées vers la gauche,
d’aprés les axes du limonéne, 8-3-caréne et du sabinéne (+) (cf. D, figure 6.10). La discrimina-

tion de tous ces types de fraude est possible sur ce plan.

Les plans B et C (cf. figure 6.10) permettent une meilleure identification du type de fraude
ainsi qu’'une meilleure comparaison des similarités entre échantillons. Les trois plans sont né-
cessaires pour observer exhaustivement les similarités entre échantillons. Le plan C permet

d’abaisser le seuil de détection d’ajout d’orange (cf ellipse de densité figure 6.10)

En ce qui concerne 'huile essentielle de mandarine, la norme AFNOR NF ISO 3528 (nov
1997) n’est valide uniquement pour le type Italie. Ainsi qu’il a été détaillé dans la section
3.2.1.3, les huiles essentielles provenant d’Argentine ou du Brésil produisent des chémotypes
significativement différents. Afin de vérifier cette hypothése nous avons appliqué cette ACP aux
échantillons de référence type Italie ainsi qu’aux échantillons des différentes origines (cf. figure
6.11).
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FIGURE 6.11: Application auz différentes origines des huiles essentielles de mandarine

A T'exception d’un seul, les échantillons d’origine Brésil sont proches de ceux de type Italie.

Toutefois ces échantillons restent séparés sur le graphe.

Les échantillons d’origine Argentine sont quant a eux statistiquement trés différents, I'un
d’entre eux semble proche d'un type Brésil. Ce résultat est inexpliqué.

Les échantillons type Argentine sont injectés dans le modéle avec les échantillons type Italie,
afin d’observer leur comportement (cf. figure 6.11).

Aprés injection des échantillons commerciaux (traités comme des inconnus) dans le modéle,
la figure 6.12 est obtenue :
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Winlet foncé Echantillon orging Brésil
Winlet Echantillon distillé
Carre marran MIGZ + 0.4 % MM AN
Carré vert MICET-10 + 0.4 % BIAM
Moir Echantillon commerciau
Carré violet MCBTE-10
Fléche bleue 12 3-df
1 M3, WA, W E-df, WA W20 MWIZ21-df, MIZ22
2 MIT2j, MITTj-df, M1 Sy-df
Cercle vert Ellipse de référence

FIGURE 6.12: Injection des échantillons commerciauz dans le Modéle
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A : composante principale 1 en fonction composante principale 2; B : composante principale 1 en fonction

composante principale 3; C : composante principale 2 en fonction composante principale 4.
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Les échantillons dans le cercle 1 (cf. figure 6.12) ont trés probablement été adultérés avec de
I’huile essentielle d’orange, en raison de leurs positions proches des coupes oranges effectuées
au laboratoire. Cependant pour I’échantillon MI13, tout en haut sur le graphe B 6.12, la fraude
est possiblement un peu plus complexe, car éloigné des échantillons du cercle 1 sur les plans
A et B. Cet échantillon a donc des similitudes avec ceux du cercle 1, mais demeure cependant

assez différent.

Les échantillons dans le cercle 2 (cf. figure 6.12) pourraient étre issus d’un mélange avec de

I’huile essentielle distillée.

Au regard de I’échantillon MI62 + 0.4 % NMAM (cf. figure 6.12), 'ajout de NMAM ne mo-
difie que trés légérement le profil moléculaire de I’huile essentielle. En effet 'ajout de NMAM

doit étre limité pour rester dans des teneurs de la gamme de naturalité.

Les échantillons de type Brésil (cf. figure 6.12) sont regroupés sur les 3 plans mais sont
statistiquement différents des références de type Italie. D’apres I’échantillon MCB79-10, I’ajout
d’huile essentielle d’orange a un échantillon d’origine Brésil ne permet pas de masquer la diffé-

rence d’origine .

L’échantillon MI23-df (fleché en bleu cf. figure 6.12) est trés atypique sur les plans A et
C, d’apres cette méthode nous ne pouvons le corréler a aucun type de fraude. Cet échantillon
non-conforme & la norme AFNOR NF ISO 3528 (nov 2008) pour un grand nombre de teneurs,
contient notamment un pourcentage élevé en NMAM. L’échantillon MICf36-5 était destiné a
démontrer que I’échantillon MI123-df avait été pollué par la présence de feuilles lors du procédé

d’extraction. Cette expérience ne permet pas de valider ’hypothése.

L’échantillon MI16j est le seul comparable aux références sur les 3 plans (cf. figure 6.12). 11
est pourtant légérement hors norme, cependant une dégradation et non une adultération de ce

dernier pourrait en étre a l'origine.

L’analyse discriminante (cf. tableau 6.3) a été mise en place avec les échantillons de référence
définis auparavant. Les échantillons commerciaux ont été fractionnés en plusieurs groupes. Le
groupe 2 correspondant au coupes avec de l'orange, le 3 regroupant les coupes avec de la man-
darine hydrodistillée et le 4 celles avec 'huile essentielle issue des feuilles. Aucun échantillon
commercial n’a été ajouté a ces échantillons authentiques, tandis que les échantillons regrou-
pés en 1 (cf. figure 6.12) sont classés dans le groupe des échantillons adultérés (groupe 2) et

I’échantillon M123-df est classé dans le groupe 4.
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Effectif s | Groupes | Distance Distance Distance Distance

groupe 1 groupe 2 groupe 3 groupe 4

11 groupe 1 16 - 43 63 - 125 54 -117 26314 -
27705

35 groupe 2 48 -143 8-49 24 -105 25701 -
26854

6 groupe 3 46 - 83 31 -84 5-20 26285 -
27181

2 groupe 4 26925 26359 26756 25

MI18v-df | inconnu 284 419 420 27830
MI12j inconnu 137 206 192 28568
MI17j-df | inconnu 504 579 630 31359
MI16j inconnu 1586 1596 1609 30169

TABLE 6.3: Résultat de l'analyse discriminante de l’huile essentielle de mandarine
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Aprés validation, aucun échantillon n’est mal classé. Les 4 échantillons inconnus sont plus
proches du groupe 1 (cf. tableau 6.3). L’échantillon MI16j est équidistant et éloigné des groupes

1, 2, et 3. Cet échantillon est probablement adultéré ou tout au moins pas de qualité attendue.

Les échantillons MI18v-df, MI12j et MI17j-df ne sont pas réellement discriminés par cette

analyse, les analyses complémentaires sont indispensables pour conclure dans ces cas la. A noter,

que les échantillons MI18v-df et MI17j-df peuvent étre légérement différents des références en

raison du procédé de défurocoumarinisation.
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Analyse isotopique du NMAM
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Les résultats des analyses isotopiques du deutérium et de ’azote 15 du NMAM sont présentés

sur la figure 6.13

1400 # Authentiques
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FIGURE 6.13: Résultats des analyses isotopiques du NMAM de °H en fonction de celle de 15y

D’emblée nous remarquons que les valeurs isotopiques en deutérium et azote sont complé-
mentaires car toutes deux distinctes entre les échantillons naturels et synthétiques. De plus les
coupes effectuées au laboratoire sont significativement translatées vers la gauche en comparai-
son avec les échantillons de référence ayant été utilisés pour les coupes. Il sont ainsi discriminées
des naturels. Cependant la concentration intrinséque du NMAM dans une essence naturelle est

faible, d’ott des ajouts trés limités en cas de fraude, donc difficiles a identifier.

Deux échantillons de feuilles ont été analysés, présentant des résultats trés différents. Un
complément d’analyse est requis pour une meilleur compréhension de ’ajout de NMAM issu

des feuilles de mandarinier dans un échantillon.

Les échantillons dans le cercle 1 (cf. figure 6.13) présentent les plus faibles valeurs de 3'°N
parmi les références. De plus ils ont des valeurs 32H assez basses. Ces échantillons avaient été

choisis comme références avant que I'analyse isotopique ne soit complétée. Aucune autre analyse
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n’est suspecte et le profil chromatographique ne présente aucune anomalie. Il semblerait que
ces échantillons soient bien des références concernant la composition moléculaire. Par contre
une faible quantité de NMAM synthétique a probablement été ajoutée afin que ces échantillons
respectent la norme AFNOR NF ISO 3528 (nov. 1997)

Les échantillons MI12J, MI13 et MI14-df (cf. figure6.13) contiennent visiblement du NMAM
de synthése, car ils ont des valeurs de 5'°N trés inférieures a la normale. L’échantillon MI13 a
une valeur isotopique de 'azote équivalente aux NMAM synthétiques, il s’agit vraissemblable-

ment d’une huile essentielle de mandarine reconstituée (cf. 3.2.1.3).

Les échantillons MI16j, MI17j-df sont plus complexes a interpréter, car ils ont une position
intermédiaire entre les référérences et un échantillon de feuilles (cf. figure6.13). Il se pourrait
cependant que du NMAM provenant de feuilles ait été ajouté.

La présence de feuilles lors de 'extraction serait une autre explication, cependant les échan-
tillons MI16j et MI17j-df présentent des profils moléculaires proches des références, tandis que
la présence de feuilles tendrait a modifier significativement la composition moléculaire (cf. point
bleu figure 6.12).

MI23-df a un taux de NMAM anormalement élevé. Cependant sa position sur le graphique
n’est pas aisément interprétée. En effet cet échantillon demeure proche des références avec néan-
moins une valeur de 3'°N faible, mais posséde une valeur de 3?Hcomparable au références. Nous

n’avons pu conclure sur cet échantillon.

L’échantillon MI22j (cf. figure 6.13) détecté comme étant un mélange avec de I'huile essen-
tielle d’orange, ne semble pas avoir de valeurs isotopiques anormales. Il est probable qu’il n’y

ait pas eu d’ajout de NMAM dans cette huile essentielle.

Concernant les échantillons d’origine Brésil ou Argentine, seul un des échantillons (MB73v)
a une valeur de deutérium suspecte. I.’absence de norme sur ces origines peut expliquer ’absence

de fraude, car il n’est alors pas nécessaire d’ajuster la teneur en NMAM pour étre conforme.

[’adultération de I’huile essentielle de mandarine présente des résultats variables. Certaines
adultérations sont grossiéres et la comparaison a la norme ainsi que le suivi de la teneur en
0-3-caréne semblent suffisants. D’autres ajouts d’huile essentielle d’orange sont plus discrets au

regard du profil GC-FID, mais sont détectés par 1’analyse statistique (cf. figure 6.13).

Enfin, I'ajout unique de NMAM n’est pas détecté par le traitement statistique du profil mo-
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léculaire et seule I'analyse isotopique démontre 'ajout de NMAM synthétique. Cette analyse
est dans ce cas indispensable a la détection de la fraude. Cependant ces ajouts peuvent étre
suffisamment faibles pour ne pas étre détectables. De plus le nombre d’échantillons de référence

analysés doit étre augmenté pour affiner et fiabiliser 'interprétation des résultats.

La méthodologie mise en place a permis d’identifier différents types de fraude de I’huile

essentielle de mandarine par addition de :

— huile essentielle d’orange défurocoumarinée, hydro-distillée, terpénes d’orange (au moins
7 cas)

— huile essentielle de mandarine distillée (au moins 1 cas)

— Ajout d’huile essentielle de mandarine reconstituée (au moins 1 cas)
ajout de NMAM synthétique pour compenser une premiére fraude ou pour faire cor-
respondre T'huile essentielle 4 la norme AFNOR NF ISO 3528 (nov 2008) (au moins 6

cas)
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Arbre de décision

HE mandarine

G2-FID : obtention du profil moléculaire
Enantio-GC  'n-pinéne, sabinéne
=2 ACT + analyse discriminante

Echantillons non-
conformes [/ fraudés
4

Position échantillon Echantillon
hors ellipse de

densité

sur le graphe ¥

Echantillon |dans ellipse de
densité

Analyzes isotopigques “H, PN
MN-methyle anthranilate de méthyle e __________| ____
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Procédé de fraude 7
Dégradation 7
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Position échantillon Echantillon
sur le graphe ¥ hors ellipse de
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FIGURE 6.14: Arbre de décision pour le contréle de naturalité de I’huile essentielle de mandarine

fleche bleue pointillée : Chemin facultatif pour les échantillons trés différents des références mais important
pour mieux comprendre les procédés de fraudes et éventuellement différencier fraude et dégradation (analyses

complémentaires anormales sont significatives de la fraude)
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6.1.4 Synthése des données pour le pamplemousse

En ce qui concerne le pamplemousse, aucune analyse statistique employant les teneurs rela-
tives des constituants de la fraction volatile ne s’est révélée pertinente. En raison de I'importante
similitude des profils moléculaires, nous n’avons pas dégagé d’analyse pouvant permettre d’éva-
luer I'ajout d’huile essentielle d’orange dans le pamplemousse, principale fraude connue. Les
analyses chirales du citronnellal et du linalol pourront étre développée sur GC multidimension-
nelle afin d’étudier la possibilité de discriminer 'ajout d’huile essentielle d’orange (cf. 5.2.2.3).

Concernant I'analyse de la composition moléculaire, il semblerait que la teneur en nootkatone
soit souvent plus faible qu’elle ne I'était auparavant. Cependant ces teneurs correspondent & la
gamme proposée par la norme NF ISO 3053 (janv 2005). De plus dans la littérature, certains
cultivars possédant de faibles teneurs en nootkatone ont été étudiés (cf section 3.2.1.4). Le
fait que I'huile essentielle de pamplemousse de 'INRA de Corse ne posséde pas de nootkatone
étaye cette hypothése. Le suivi de cette molécule n’est donc pas indiqué pour I’évaluation de la
fraude des huiles essentielles de pamplemousse. Au regard de nos résultats le 8-3-caréne semble
spécifique a l'orange. Dans la majorité des publications il n’est pas détecté ou a des teneurs
inférieurs 4 0,015%. Seuls S.1. Kirbaslar et al rapportent des teneurs pouvant allez jusqu’a 0,05%
[44, 60, 65, 72, 73|.

L’optimisation d’'une méthode en analyse chirale ciblant le linalol ou le citronnellal, si elle se
révélait discriminante, permettrait d’avoir une méthode plus robuste de détection de la fraude

sur ’huile essentielle de pamplemousse.

A présent il n’existe donc pas de méthodologie pour la détection de la fraude sur I'huile

essentielle de pamplemousse.
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6.1.5 Synthése des données pour la lavande

La figure 6.15 représente le modéle construit pour I’huile essentielle de lavande et ses diffé-
rentes adultérations. Tout comme pour 'huile essentielle de bergamote 'ajout de ho wood et

de standards de linalol et acétate de linalyle de synthése ont été assimilés pour cette premiére
ACP.
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Wer Echantillons de référence
Carré vert clair | Echartilons de référence utiisés pour coupes au laborataire
R ouge Lavande + 5-10-20% lavandin super (rond-carré-trisnole)
R ose Lavande + 5-10-20% lavandin super + 3% linalol et acétate de linalylemo wood acétyée (rond-carrériangls)
M auve Lavande + 5-10-20% lavandin super + 5% linalol et acétate de linalyletho wood acétée (rond-carré-triangle)
Bleu Lavande + 5-5% linalol et acétate de linalylemho wood scétyiée (rond-triangle)
Winlet Lavande + 5%linalol ou §% acétate de linalyle (rond-triangle)
Cercle vert Elipzes de densité

FIGURE 6.15: Modéle ACP pour lidentification de la fraude des huiles essentielles de lavande

A : composante principale 1 en fonction composante principale 2; B : composante principale 1 en fonction
composante principale 3; C : cercle des corrélations.



CHAPITRE 6. ANALYSE DES RESULTATS -

METHODOLOGIE DEGAGEE POUR LE CONTROLE DE L’AUTHENTICITE

Ce modéle (cf. figure 6.15) représente 73,4 % des variations initiales, dont la majorité se

situe sur la composante principale 1 (CP 1).

Sur le plan A, les échantillons de référence sont regroupés sur la droite du graphique. Les
coupes avec du lavandin déplacent les échantillons vers la gauche et le bas du graphique selon
’axe du camphre (cf. C; 6.15). L’ajout de linalol et d’acétate de linalyle déplace les échantillons
plus fortement vers la gauche selon les axes liés aux teneurs de linalol et acétate de linalyle.
Le plan B, permet une discrimination compléte de la plupart des fraudes envisagées. Seules les

uniques ajouts de linalol et acétate de linalyle ne sont pas toujours mis en évidence (Cf. ellipse

plan B 6.15). L’analyse isotopique est indispensable dans ce cas 1a.

L’injection dans le modéle des échantillons commerciaux permettra une évaluation de I’adul-

tération des huiles essentielles de lavande figure 6.16.
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FIGURE 6.16: Injection des échantillons commerciauz dans le Modéle

A : composante principale 1 en fonction composante principale 2; B : composante principale 1 en fonction

composante principale 3.
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L’échantillon LF11 a été identifié par le producteur comme étant pollué par un nettoyage
incomplet du réacteur aprés une précédente distillation de lavandin super. Avec un déplacement
similaire sur 'ACP, LF15 et LF16 semblent aussi résulter d’'un mélange avec de I’huile essen-
tielle de lavandin super. Il n’est pas possible, via cette analyse statisitique, d’identifier I’origine
du mélange avec le lavandin super. Il peut s’agir d’une pollution comme d’une fraude (cf. figure
6.16).

Dans le cercle 1 (cf. figure 6.16), I'échantillon pollué LF11 est le moins déplacé. Ceci ten-
drait & prouver que la proportion ajoutée de lavandin super est plus révélatrice d’'une fraude que
d’une pollution accidentelle. Dans le cas ot 'ajout de ho wood serait démontré par I'analyse

isotopique cette hypothése sera confirmée.

[’échantillon LF14 pourrait lui aussi provenir d’'un mélange avec du lavandin super, car il
est déplacé selon I'axe du camphre ainsi que des Z et E-B-ociménes sur le plan A. Il est égale-

ment situé dans la méme zone que les échantillons adultérés sur le plan B (cf. figure 6.16).

Les échantillons commerciaux en bas de graphique sont pauvres en Z et trans-3-ociméne. Si
les LF15 et LF16 (bas cerlce 1, cf. figure 6.16) sont déplacés vers les fortes teneurs en camphre
témoin du lavandin super, ce n’est pas le cas des LF17, LF18 et LF14 (bas cercle 2, cf. figure
6.16). Pour ces échantillons les faibles teneurs en E-{-ociméne peuvent aussi étre dues a une
dégradation de I’échantillon. Les échantillons LF17, LF18 ont de fortes teneurs en oxydes ce

qui étaye la thése de la dégradation de ces échantillons et non de leur adultération.

Les échantillons LF13, LF9, LF10, LF12 et LF19 sont quant a eux comparables aux réfé-

rences. Ces échantillons sont probablement authentiques.

L’échantillon LB47 correspond a un clone de lavande qui n’est pas soumis a la norme AF-
NOR NF ISO 3515 (déc. 2004), car son profil moléculaire est trés atypique (cf. figure 6.16).

Pour I'analyse discriminante (cf. tableau 6.4), Les échantillons LF13, LF9, LF10, LF12 et
LF19 sont ajoutés a la base des échantillons authentiques. Les échantillons adultérés et commer-
ciaux identifiés comme fraudés sont classés dans le groupe 2. Le comportement des échantillons
LF14, LF17, LF18 est observé (aucun groupe préétabli), via cette analyse discriminante, afin

de pouvoir conclure quant a leur éventuelle adultération.



CHAPITRE 6. ANALYSE DES RESULTATS -
METHODOLOGIE DEGAGEE POUR LE CONTROLE DE L’AUTHENTICITE

Effectifs | Groupes | Distance groupe 1 | Distance groupe 2
12 groupe 1 30 - 36 18 - 100
29 groupe 2 34 - 89 4 -39
LF14 inconnu 533 019
LF17 inconnu 1007 1083
LF18 inconnu 2447 2401

295

TABLE 6.4: Résultat de l’analyse discriminante de ['huile essentielle de lavande

Le modéle n’est pas validé car un échantillon (éch. LF5-R) de référence est mal classé.
Cet échantillon a servi comme origine a de nombreuses adultérations effectuées au laboratoire,
c’est pourquoi il en est statistiquement proche. L’analyse d'un plus grand nombre d’échantillons
éliminera ce probléme. [.’échantillon LF14 est plus proche des échantillons adultérés. Les échan-
tillons LF17 et LF18 sont éloignés et presque équidistants des deux groupes. Ces échantillons
ne semblent pas correspondre a de la lavande fine d’origine France, cependant ils n’apparaissent
pas nécessairement adultérés avec de I'huile essentielle de lavandin super.

Ce modeéle (cf. tablean 6.4) demande a étre étoffé afin d’étre validé et encore plus performant.

Analyses complémentaires

Les analyses complémentaires permettent d’observer plus précisément ’ajout de linalol et
acétate de linalyle ou d’huile essentielle de ho wood acétylée ou non. L’analyse chirale a per-
mis d’affirmer qu’aucun échantillon n’avait été adultéré par ajout de ces molécules d’origine
synthétique (cf. section 5.2.4.2). L’analyse isotopique permet la détection de 'ajout d’huile es-
sentielle de ho wood acétylée ou non dans les huiles essentielles de lavande. Les échantillons des

différentes origines peuvent étre comparés.

Afin d’obtenir la meilleure des discrimination nous avons suivi ’évolution des rapport isoto-

piques suivant :

5?Hdu linalol - acétate de linalyle (la différence varie en raison d’ajout d’une seule des
deux molécules, ou d’ajout de ho wood acétylé ou non)

— 8'3Cde l'acétate de linalyle et du linalol - acétate de linalyle (la valeur isotopique due
acétate de linalyle varie en raison d’ajout de cette molécule de synthése ou de ho wood

acétylé, celle du linalol reste stable)
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FIGURE 6.17: ACP des résultats des analyses isotopiques du linalol et acétate de linalyle

A : composante principale 1 en fonction composante principale 2 ; B : cercle des corrélations.

L’échantillon LF8 (cf. figure 6.17) est proche de I’échantillon HWac9-20std car tous deux
ont de plus faibles rapports isotopiques en carbone 13 pour 'acétate de linalyle. Par contre sa
valeur isotopique en deutérium se situe dans la moyenne. D’aprés la littérature [134], une faible
valeur isotopique en carbone 13 ne signifie pas systématiquement une adultération. De plus,
une adultération avec un mélange de ho wood et de linalol synthétique aurait été détectée par
I’analyse chirale. Les faibles rapports isotopiques en carbone 13 non corrélés avec des valeurs

en deutérium anormales peuvent étre naturels.

En ce qui concerne LF15 et LF16 (cf. figure 6.17) leur proximité avec ’échantillon de ho

wood acétylé semble indiquer 'adultération de ces échantillons. Par ailleurs, ils ont été identifiés
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comme coupés avec de I'huile essentielle de lavandin super. En effet I'ajout de linalol et acétate
de linalyle issus du ho wood acétylé, permet une plus grande économie ainsi que la diminution

de la teneur relative en camphre caractéristique du lavandin super.

Les échantillons LF11 et LF14 ne présentent aucune anomalie en analyses isotopiques, Si
I’on sait que LF11 a été pollué avec du lavandin super, il pourrait en étre de méme pour LF14.

La fraude n’est pas démontrée dans ce cas la.

Enfin, les échantillons LF17 et LF18 ne semblent pas adultérés. Ces échantillons ont subit

des dégradations menant a une légére variation du profil moléculaire.

Les procédés d’adultération utilisés pour les huiles essentielles de lavande semblent moins
complexes et moins fréquents que pour les huiles essentielles de citrus. Nous avons seulement
identifié deux échantillons probablement issus d’un mélange d’huile essentielle de lavande, de
lavandin super et de ho wood acétylée. Par contre les risques de pollution avec du lavandin

super ne sont pas négligeables chez les distillateurs.
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Arbre de décision
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FIGURE 6.18: Arbre de décision pour le contréle de naturalité de I’huile essentielle de lavande

Chemin facultatif pour les échantillons trés différents des références mais important

flache bleue pointillée :
pour mieux comprendre les procédés de fraudes et éventuellement différencier fraude et dégradation (analyses

complémentaires anormales sont significatives de la fraude)
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6.1.6 Conclusion

Nous avons développé une méthodologie visant a détecter la fraude en analysant statisti-
quement en premier lieu le profil moléculaire de la fraction volatile de I'huile essentielle. En
ce qui concerne les citrus, les résultats de I'analyse chirale des monoterpénes (a-pinéne, sabi-
néne) ont été ajoutés a cette analyse statistique pour une discrimination affinée. Seuls quelques
cas nécessitent l'intervention d’analyses plus spécifiques pour étre certain de ’adultération.
Les analyses complémentaires ont aussi permis une meilleure compréhension de la fraude et
d’identifier partiellement les procédés d’adultération actuels.

Les modeéles ont pu étre développés uniquement pour les origines Italie des citrus et France
des lavandes. Pour les autres origines, une étude plus approfondie serait nécessaire. Néanmoins,
en ce qui concerne les citrus et en 'absence de modéle, le suivi de la teneur en 0-3-caréne, ainsi
que les analyses chirales et isotopiques permettent de détecter de maniére fiable la fraude sur
les échantillons d’origines autres qu’ltalie.

Toujours pour les citrus, lors du traitement statistique des profils moléculaires, les échan-
tillons commerciaux sont rarement regroupés sur tous les plans avec les échantillons adultérés
au laboratoire. Il apparait alors que la fraude commerciale est difficile & reproduire, laissant
parfois supposer des adultérations plus complexes. De plus il n’a pas été non plus possible de
reproduire parfaitement une adultération ni d’en évaluer le pourcentage d’adultérant ajouté,
tant les compositions des huiles essentielles peuvent étre quantitativement variables. Cependant
malgré I'impossibilité de détailler certains procédés frauduleux ainsi que le taux effectif de la
coupe, la méthodologie mise en place permet la détection d’adultérations méme « fines », ce
qui était le but premier de cette étude.

L’incrémentation en continu des données statistiques par de nouveaux échantillons de réfé-

rence et adultérés rendra dans le temps les modéles plus robustes et discriminants.



Conclusion générale

Les huiles essentielles sont un ensemble de molécules volatiles extraites d’'un végétal dont la
synergie leurs conférent des propriétés olfactives et thérapeutiques propres. Leur utilisation est
de plus en plus répandue de nos jours. Leur cott élevé entraine de nombreuses fraudes afin que
la marge des fournisseurs soit augmentée ou aussi pour que le prix de vente corresponde a la
réalité du marché. De plus I'existence de normes restrictives, normalisant la composition mo-
léculaire, provoque l'addition de composés normés afin que I’huile essentielle lui corresponde.
Pour s’assurer de I'authenticité des huiles essentielles compte tenu des origines variétales et
géographiques, il est indispensable d’avoir des bases de données les plus exhaustives possibles,
composées d’échantillons authentiques, et frauduleux (commerciaux et adultérés au labora-

toire).

Deux phénoménes intrinséques aux végétaux, I’énantio-sélectivité, et la discrimination iso-
topique au cours biosynthéses des molécules, permettent un controle d’authenticité. Ainsi cer-
taines molécules révélatrices de fraude sont ciblées. Nous avons lors de cette étude développé
des analyses énantiosélectives et isotopiques. Nous avons aussi étudié les profils moléculaires
de la fraction volatile ainsi que des PMF pour les citrus. Les données fiables ont ensuite été
sélectionnées afin de mettre en place une méthodologie robuste et efficace permettant la mise en
évidence d’échantillons frauduleux. Nous nous sommes attachés par le biais d’analyses statis-
tiques du profil moléculaire a réduire au maximum le nombre d’analyses requis pour le controle
de l'authenticité.

Ainsi pour les citrus d’origine Italie et lavande d’origine France, I’étude statistique du profil
moléculaire associé a l'analyse chirale du sabinéne et parfois de I'o-pinéne, suffisent a la dé-
tection de nombreux échantillons frauduleux. Les analyses énantio-sélectives du linalol et de
I’acétate de linalyle, ainsi que les analyses isotopiques du citral et de 'acétate de géranyle, du N-
méthyle anthranilate de méthyle complétent I’analyse statistique et permettent la détection de
certaines fraudes plus « fines ». De plus ces analyses permettent une connaissance plus précise

des procédés d’adultération et la détection de la fraude d’échantillons d’origines autres qu’lItalie.

Nous avons donc réalisé des modéles statistiques pour les huiles essentielles de Bergamote,
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Citron, Mandarine d’origine Italie et de Lavande d’origine France. L’utilisation en routine de
ces modéles permettra de rapidement identifier les échantillons propres a une utilisation dans
la parfumerie ou cosmétique. Ils pourront étre étoffés en incluant des échantillons authentiques
et adultérés afin d’en augmenter la fiabilité et la performance.

Le méme type de modéle pourra étre élaboré pour d’autres origines si besoin. Nous ne dis-
posions pas de ces échantillons en quantité suffisante pour le réaliser lors de cette étude. En

I’absence de ces modéles, la discrimination de la fraude est plus fastidieuse mais possible.

La mise en place de cartes statistiques a partir de profils moléculaires pourrait étre un outil
intéressant pour le controle qualité des eaux florales, matrices aussi trés utilisées en cosmétique.
Dans le futur, il serait intéressant d’étudier la faisabilité de ce type de méthodologie sur des

produits cosmétiques finis.

Aussi les techniques isotopiques et chirales pourront permettre la distinction entre molécules

naturelles ou issues des biotechnologies.

L’intérét de la spectrométrie proche infrarouge a été investigué. Nous pensons que cette
technique n’est pas a négliger dans I’avenir du controle de I'authenticité de routine. Elle néces-
site cependant un grand nombre d’analyses et une base d’échantillons compléte et tres fiable,

afin de pouvoir mettre en place des modéles statistiques.

[’émergence et le développment permanent de la chromatographie telles que, le développe-
ment de nouvelles phases stationnaires, la fast GC, la GCxGC (comprehensive, heart cutting),
permettront une identification des molécules toujours plus rapide et exhaustive, en particulier
pour les molécules présentent a de faibles teneurs ou coéluées|58]. De la méme maniére les
spectrométres de masses ont des limites de détection et des résolutions sans cesse améliorées,
permettant la détection et l'identification de composés a I'état de traces, mais pouvant étre
déterminant dans I'étude de la naturalité.

La chromatographie sur couche mince haute performance pourra également trouver sa place
dans un environnement industriel, car permet ’analyse rapide de matiéres premiéres avec un
appareillage relativement simple en comparaison aux techniques précédemment citées. Elle
permet notemment la mise en évidence de 'ajout de corps gras.

Enfin, les analyses olfactives effectuées par des nez humains ou électroniques ne sont égale-

ment pas a négliger.

L’analyse isotopique de 'oxygéne 18 pourra également étre envisagée. En effet, 'oxygéne

présent dans les molécules produites par les plantes est assimilé a partir de deux sources dif-
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férentes : Le CO5 atmosphérique et I'eau. Les rapports isotopiques de ces deux sources sont
trés différents, ceci pouvant créer des variations naturelles vraissemblablement intéressantes a

mettre en évidence et a exploiter.

[’étude du Fractionnement Isotopique Naturel Site-spécifique par Résonnance Magnétique
Nucléaire (SNIF-RMN) du deutérium de chaque composé étudié afin de caractériser les valeurs
isotopiques de chaque site d'une molécule. Ceci permet par analyse de chaque site, la différen-
ciation d’origine botanique et géographique. Cependant ceci n’est applicable qu’aux molécules
isolables facilement, car le composé doit étre pur et concentré pour cette analyse (de 0.5 a
1g de produit sont nécessaires a 'analyse), et ceci, sans discrimination isotopique lors de la

purification (ce qui complique la méthode).
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Annexe 1

Profil chromatographique d’huile essentielle d’orange
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Profil chromatographique d’huile essentielle de bergamote
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Profil chromatographique d’huile essentielle de citron
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Profil chromatographique d’huile essentielle de mandarine
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Profil chromatographique d’huile

essentielle de pamplemousse
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Profil chromatographique d’huile essentielle de lavande
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Annexe 2

Spectres de masses de molécules inconnues
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Spectres de masses de molécules inconnues (suite)
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Spectres de masses de molécules inconnues (suite)
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Spectres de masses de molécules inconnues (suite)
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Annexe 3

Principales molécules étudiées
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