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RESUME 
 

 

Les huiles végétales ozonées sont étudiées depuis des années pour leurs propriétés 

antibactériennes et antifongiques. Ce produit biosourcé est issu de la réaction de l’ozone, un 

gaz oxydant puissant, sur un large spectre d’huile végétale. Avec une action microbiologique 

avérée sur un grand nombre de souches bactériennes et champignons, les huiles ozonées se 

présentent comme une véritable alternative naturelle à l’utilisation d’antibiotiques pour 

certaines pathologies. Il a été démontré que les propriétés du produit obtenu sont liées aux 

conditions de réaction et seule une synthèse en batch est possible à ce jour. De plus, les analyses 

pour caractériser ce produit sont longues, fastidieuses et nécessitent l’emploi d’une grande 

quantité de produits chimiques dangereux. 

 

L’objectif de ces travaux était d’optimiser les méthodes de synthèses et d’analyses de 

l’huile de tournesol ozonée afin de produire efficacement un produit bioactif capable d’agir 

contre une pathologie d’intérêt en agronomie : les mammites. 

 

Dans un premier temps, des mélanges ternaires huile de tournesol/eau/acide 

nonanoïque ont été étudiés. L’ajout d’eau et/ou d’acide permet de modifier les propriétés 

physiques du mélange tout en conservant des propriétés chimiques intéressantes voire de les 

améliorer. Des produits finis fluides avec des propriétés chimiques similaires à des produits 

pâteux tels que décrits dans la littérature ont pu être synthétisés. Cette viscosité faible est une 

caractéristique physique importante qui permet d’envisager une synthèse innovante en 

microréacteur. A ce jour, il s’agit d’une première preuve de concept pour l’ozonation d’huile 

végétale en flux continu. 

 

Les méthodes de référence pour la mesure de l’indice d’iode et de l’indice de peroxyde 

sont longues, coûteuses, destructrices et consommatrices de nombreux produits chimiques. Des 

méthodes d’analyses alternatives ont été recherchées. La mise en relation des analyses 

chimiques sur les huiles ozonées avec des mesures spectrales dans le domaine de l’infrarouge 

a permis d’établir des modèles de prédiction. Cette technologie, après une phase de calibration 

spécifique, permet de quantifier rapidement les indices désirés. Il est même possible d’envisager 

utiliser cette méthodologie au sein d’un réacteur ou en sortie de ligne lors d’une synthèse en 



 

 

flux continu. Ainsi, des informations sur les paramètres chimiques d’un mélange en temps réel 

seraient obtenues. 

 

Enfin, la mammite est une inflammation de la mamelle, le plus souvent, en réponse à 

une invasion d’origine bactérienne, qui impacte la santé de l’animal et la qualité du lait. Il a été 

montré l’intérêt de l’huile de tournesol ozonée pour lutter contre les mammites, qui se présente 

comme une alternative à l’utilisation abusive d’antibiotiques. Plus d’une centaine de souches 

bactériennes isolées de cas déclarés de mammites chez les brebis ont été soumises à de l’huile 

de tournesol ozonée. L’effet antibactérien du produit a été mesuré et les profils 

d’antibiorésistances des souches ont été déterminés. Il a été démontré l’efficacité du produit 

contre l’ensemble des souches y compris sur un grand nombre de souches multirésistantes. Ces 

résultats permettent de conclure que l’utilisation de l’huile de tournesol ozonée se présente 

comme une alternative efficace pour remédier au phénomène de résistance bactérien sans cesse 

en évolution. Cependant, il serait intéressant de valider ces résultats sur le vivant afin d’évaluer 

l’efficacité in-vivo de ces huiles ozonées. 

 

Mots clés :  ozone, huile de tournesol, huile ozonée, solvant, spectroscopie infrarouge, activité 

antibactérienne. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Ozonated vegetable oils have been studied for years for their antibacterial and 

antifungal properties. This bio-sourced product is the result of the reaction of ozone, a powerful 

oxidising gas, with a wide spectrum of vegetable oils. With a proven microbiological action on 

many bacterial strains and fungi, ozonated oils are a real natural alternative to the use of 

antibiotics for certain pathologies. It has been shown that the properties of the product obtained 

are linked to the reaction conditions and only batch synthesis is possible to date. Moreover, the 

analyses to characterise this product are long, tedious and require the use of a large quantity of 

dangerous chemicals. 

 

The aim of this work was to optimise the methods of synthesis and analysis of ozonated 

sunflower oil to efficiently produce a bioactive product capable of acting against a pathology 

of interest in agronomy: mastitis. 

 

Initially, ternary sunflower oil/water/nonanoic acid mixtures were studied. The 

addition of water and/or acid makes it possible to modify the physical properties of the mixture 

while maintaining or even improving its chemical properties. Fluid end products with chemical 

properties like pasty products as described in the literature could be synthesised. This low 

viscosity is an important physical characteristic which makes it possible to envisage an 

innovative synthesis in a microreactor. To date, this is the first proof of concept for the 

continuous flow ozonation of vegetable oil. 

 

Subsequently, an optimisation of the analysis methods was envisaged by looking for 

alternative characterisations. The linking of chemical analyses on ozonated oils with spectral 

measurements in the infrared range made it possible to establish prediction models. The 

reference methods for measuring the iodine and peroxide indices are long, costly, destructive, 

and consuming many chemicals. Infrared technology, after a specific calibration phase, allows 

the desired indices to be quickly quantified. It is even possible to consider using this 

methodology online at the output of a continuous flow synthesis or in a specially designed 

reactor in the laboratory, and thus obtain information on the chemical parameters of a mixture 

in real time. 



 

 

Finally, mastitis is an inflammation of the udder, most often in response to an invasion 

of bacterial origin, which affects the health of the animal and the quality of the milk. Ozonated 

sunflower oil has been shown to be useful in the fight against mastitis as an alternative to the 

overuse of antibiotics. More than a hundred bacterial strains isolated from reported cases of 

mastitis in sheep have been subjected to ozonated sunflower oil. The antibacterial effect of the 

product was measured, and the antibiotic resistance profiles of the strains were determined. The 

efficacy of the product was demonstrated against all strains including many multi-resistant 

strains. These results lead to the conclusion that the use of ozonated sunflower oil presents itself 

as an effective alternative to remedy the phenomenon of constantly evolving bacterial 

resistance. However, it would be interesting to validate these results on living organisms to 

evaluate the in-vivo efficiency of these ozonated oils. 

 

Key words: ozone, sunflower oil, ozonated oil, solvent, infrared spectroscopy, antibacterial 

activity. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

LISTE DES ABREVIATIONS 

AN acide nonanoïque 

ATCC american type culture collection 

ATR réflectance totale atténuée 

AV acidité 

BCC bouille cœur-cervelle 

C carbone 

CCSI comptage cellulaire somatique individuelle 

CIP collection de l'Institut Pasteur 

CMI concentration minimale inhibitrice 

CMI50 concentration minimale inhibitrice pour inhiber 50% d'une population de souches 

CMI90 concentration minimale inhibitrice pour inhiber 90% d'une population de souches 

CMT california mastitis test 

COSY correlation spectroscopy 

CPG chromatographie en phase gazeuse 

DS déviation standard 

FT-IR spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier 

H hydrogène 

HMQC heteronuclear multiple quantum coherence 

HPLC chromatographie liquide haute performance 

I iode 

II indice d'iode 

IP indice de peroxyde 

IT insaturation totale 

KI iodure de potassium 

LM linoléate de méthyle 

MALDI - TOF matrix assisted laser desorption ionization - time of flight 

méq milliéquivalent 

MIR moyen infrarouge 

MSC normalisation standard du vecteur 

MTBE méthyl tert-butyl éther  

NIR near-infrared 

O oxygène 

OM oléate de méthyle 

P produit 

pH potentiel hydrogène 

PLS Partial Least Squares  



 

 

ppm partie par million 

PS polystyrène 

RI indice de réfraction 

RMN résonnance magnétique nucléaire 

RMSE erreur quadratique moyenne 

RPD déviation prédictive résiduelle  

rpm rotation par minute 

S soufre 

SEC chromatographie d’exclusion stérique 

SNV normalisation standard du vecteur 

ST-IR spectra-tech infrared 

TA température ambiante 

TAG triglycérides 

THO très haute teneur en chaîne oléique 

TMS tétraméthylsilane 

TMSH triméthylsulphonium hydroxyde  

UA unité d’absorbance 

UFC unité formant colonie 

UV ultraviolet 

Vis visible 
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INTRODUCTION GENERALE 
 

  L'intérêt de la recherche sur l’effet thérapeutique de produits biosourcés s'est 

considérablement accru au cours des cinquante dernières années et les produits végétaux ont vu 

leur utilisation se généraliser dans le domaine de la microbiologie. Bien qu'il existe un certain 

nombre de nouvelles approches thérapeutiques basées sur les plantes médicinales et leurs 

extraits, l'utilisation des huiles est de plus en plus envisagée, notamment pour leur effet 

antimicrobien. Cette nouvelle tendance est due à la fois à la propagation croissante de micro-

organismes résistants aux agents antimicrobiens classiques et à l'augmentation des études sur 

l'activité antimicrobienne des produits naturels. Une résistance aux médicaments peut survenir 

lorsque les bactéries et les levures subissent une mutation rapide, notamment des modifications 

des protéines de la membrane cellulaire. Elles ne sont alors plus reconnaissables par les 

médicaments. La plupart de ces produits biosourcés contiennent des centaines de principes 

actifs naturels dans des proportions variables, ce qui réduit fortement le phénomène 

d’antibiorésistance. En effet, les micro-organismes ne sont plus capables de s’adapter à des 

structures hétérogènes.  

 

 Les propriétés thérapeutiques des huiles, et notamment de l’huile d’olive, sont connues 

depuis des millénaires. Hippocrate préconisait l’utilisation de jus d’olive pour soigner les 

maladies mentales et guérir les ulcères. Au Moyen-Âge, l’huile d’olive était utilisée pour 

soigner les infections gynécologiques. D’un point de vue dermatologique, l’huile a également 

prouvé une activité antibactérienne dans les infections cutanées, que ce soit sur les bactéries à 

coloration de Gram positives (Staphylococcus aureus), bactéries à coloration de Gram négatives 

et diverses espèces de champignons comme Candida spp. De ce fait, l’huile d’olive rentre dans 

la composition d’un nombre de produits à utilisation topique dans le traitement d’inflammations 

(Ugazio 2020).  

 

 Il a été démontré qu’il est possible d’améliorer les propriétés des huiles en les faisant 

réagir avec l’ozone. En effet, l’ozone est reconnu pour ses propriétés bactéricides, antivirales 

et antifongiques. Il est utilisé de manière empirique comme agent thérapeutique. L’ozone est 

un oxydant puissant, qui permet la destruction des parois cellulaires des bactéries et des 

membranes cytoplasmiques, ce qui entraîne une augmentation de la perméabilité et donc l’accès 

aux molécules d’ozone dans les cellules. Dans le but d’améliorer l’action de l’ozone, qui 

possède une durée de demi-vie faible, il est possible de faire réagir l’ozone sous forme gazeux
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 avec d’autres composés chimiques permettant la formation de dérivés oxydés. Avec la présence 

d’insaturations au sein de leur composition chimique, les huiles et les matières grasses animales 

et végétales possèdent une bonne réactivité avec l’ozone gazeux. Les premières réactions ont 

été décrites par Fenaroli en 1906, tandis que les propriétés antifongiques des composés, 

notamment sur les inflammations cutanées n’ont été décrites que vers 1934. Les huiles végétales 

ozonées ont depuis été évaluées pour leur activité antibactérienne et antifongique, leur 

utilisation dans les traitements topiques de la peau (dermatologie) et une efficacité particulière 

dans la cicatrisation des plaies cutanées, et au cours de ces dernières années, ces études sont de 

plus en plus nombreuses.  

 

 Les huiles ozonées se présentent donc comme une alternative biosourcée intéressante 

pour la lutte antibactérienne. Son action a été démontrée contre de nombreuses bactéries, avec 

notamment une étude très complète sur plus de 250 souches. Cette étude a notamment démontré 

l’efficacité de ce produit contre S. aureus, E. coli et S. uberis. En se basant sur cette étude, nous 

avons développé des recherches pour cibler l’action des huiles ozonées sur certaines pathologies 

particulières, par exemple les mammites. Cette pathologie, qui consiste à une inflammation du 

tissu de la glande mammaire, présente une réelle problématique dans le domaine de la 

production laitière. En effet, les mammites ont un impact sur la qualité et la production du lait 

ainsi que sur la santé des animaux. Pour répondre au phénomène d’antibiorésistance et trouver 

des alternatives aux traitements actuels, il a été envisagé l’utilisation des huiles ozonées. Pour 

affirmer le potentiel d’utilisation des huiles ozonées contre les mammites, il est nécessaire de 

réaliser une étude sur un panel complet et représentatif de la pathologie. 

 

 Pour répondre à la demande croissante en huile ozonée, il peut être intéressant 

d’envisager une synthèse sur des quantités industrielles. Actuellement, les protocoles en 

réacteurs semi-continus à l’échelle du laboratoire sont maîtrisés. En ce qui concerne l’échelle 

industrielle, on utilise la réaction de l’ozone sur des insaturations, notamment sur l’acide 

oléique, pour synthétiser des acides azélaïque et nonanoïque. Une voie de synthèse à l’échelle 

industrielle peut être envisagée pour les huiles, en rupture avec les traditionnels procédés semi-

continus, dans l’utilisation de systèmes microfluidiques. Cette technologie permet d’intensifier 

et de rendre plus accessible certaines réactions comportant des risques comme des réactions 

possédant un caractère exothermique. La synthèse peut être menée en continu avec de faibles 

quantités de réactifs et une évacuation de la chaleur pour une meilleure efficacité de la réaction 

tel que l’on pourrait l’envisager pour la réaction exothermique entre l’huile et l’ozone. De plus, 
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les microréacteurs répondent à une stratégie de développement de procédés durables, plus 

respectueux de l’environnement et des hommes et plus rentable. Enfin, cet outil à l’avantage de 

posséder des conditions opératoires facilement transposables de l’échelle du laboratoire vers 

une production industrielle. 

 

 Pour finir, l’utilisation de la spectroscopie infrarouge est envisageable pour déterminer 

la composition d’un mélange issu de l’ozonation d’une huile végétale. En effet, il est possible 

de prédire certains paramètres chimiques d’une huile (indice d’iode, indice de peroxyde) à 

l’aide du spectre d’absorption dans la gamme du moyen infrarouge ou du proche infrarouge. 

De plus, l’analyse par proche infrarouge en sortie d’un réacteur en flux continu pour le suivi de 

la transestérification d’huiles végétales a déjà été réalisé avec de bons résultats. Il est donc tout 

à fait possible d’envisager cette technique pour suivre l’évolution de la composition des huiles 

ozonées, et de combiner ces analyses à la technologie d’un microréacteur. Enfin, cette méthode 

d’analyse offre aussi les avantages d’être rapide, non destructive pour l’échantillon analysé et 

limitante sur l’usage de solvants chimiques contrairement aux méthodes de référence utilisées 

actuellement (dosages volumétriques). 

 

 Ainsi, ce travail de thèse va s’orienter autour de six chapitres. Le premier chapitre 

dressera un état de l’art concernant la synthèse des huiles ozonées, leurs caractérisations et leurs 

propriétés antibactériennes.  

 

 Le deuxième chapitre fera état des différents outils et méthodes utilisés durant 

l’ensemble des travaux. 

 

 Une étude de la réactivité en réacteur semi-continu d’un mélange ternaire, composé 

d’huile et de deux solvants, avec de l’ozone gazeux sera menée dans le troisième chapitre. Cette 

étude aura pour objectif d’observer l’influence de la quantité des additifs sur les propriétés 

physiques, chimiques et microbiologiques. La finalité de cette étude sera de déterminer une 

composition optimale permettant d’envisager une transposition vers une synthèse d’huile 

ozonée sur un procédé en flux continu. 

 

 Le quatrième chapitre consistera à développer des modèles de prédiction d’indices 

chimiques à l’aide d’analyses spectrales. Cette méthodologie rapide et innovante dans le 

domaine des huiles ozonées permet de se substituer à l’utilisation abusive de produits 
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chimiques. De plus, la technologie utilisée peut s’adapter à différents procédés de synthèses 

que ce soit en sortie de ligne sur un procédé en continu ou au sein d’un réacteur semi-continu 

spécialement conçu. On peut ainsi envisager d’obtenir des informations sur la composition du 

milieu réactionnel en temps réel. 

 

 Le cinquième chapitre se composera d’une étude approfondie de l’effet antibactérien 

d’une huile ozonée sur une pathologie d’intérêt : les mammites. L’huile ozonée sera testée face 

à un panel de souches exhaustif représentatif de la pathologie. Ce panel complet prendra aussi 

en compte diverses pathologies. En parallèle, l’antibiorésistance des souches sera déterminée 

pour réaliser une analogie entre le potentiel des huiles ozonées et l’utilisation d’antibiotiques. 

 

 Enfin, une conclusion générale des travaux et les perspectives envisagées dans les 

différents domaines seront établies dans le sixième chapitre. 
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I.1 L’huile ozonée pour la lutte contre des pathologies infectieuses 
 

 I.1.1 Les propriétés antibactériennes de l’huile ozonée 
 

 Les pathologies infectieuses chez l’homme et chez l’animal sont causées par des 

bactéries, des champignons, des parasites ou des virus. L’utilisation d’antibiotiques est 

préconisée pour traiter les infections bactériennes mais de plus en plus de bactéries résistent à 

ces traitements, certaines peuvent même être qualifiées de « multirésistantes ». Ce phénomène 

d’antibiorésistance a entrainé des problèmes sanitaires majeurs au niveau mondial. Pour freiner 

ce problème, de nombreuses équipes sont en quête d’alternatifs aux antibiotiques et notamment 

dans le domaine des agroressources. 

 

 Il est connu depuis des temps anciens le potentiel antimicrobien des huiles végétales. 

L’huile d’olive était utilisée pour soigner les maladies mentales, guérir les ulcères ou apaiser 

les infections gynécologiques. Il a été prouvé l’efficacité de l’huile d’olive pour une application 

dermatologique sur les infections cutanées. On constate notamment l’action de l’huile sur des 

bactéries gram-positives (Staphylococcus aureus), des bactéries gram-négatives (Escherichia 

coli) et même sur des espèces de champignons comme Candida spp (Al-Waili et al. 2006, 

Baumann et al. 2007). Ces propriétés ont été mises à profit et l’huile d’olive rentre désormais 

dans la composition de nombreux produits thérapeutiques pour une application topique, 

notamment dans le traitement d’inflammations (Sechi et al. 2001).  

 

 Bien que l’huile végétale présente un intérêt dans son état initial, il a été envisagé la 

réaction de l’ozone sur les huiles pour synthétiser des huiles ozonées. L’ozone est reconnu pour 

ses propriétés bactéricides, antivirales et antifongiques (Martinez et al. 2005, Smith et al. 2017). 

La réaction de cet oxydant puissant sur les huiles permet d’améliorer les propriétés 

antibactériennes de ce produit biosourcé. Les premières tentatives de synthèse remontent au 

début du XXème siècle (Fenaroli et al. 1906). Cependant, l’activité antifongique, notamment sur 

les inflammations cutanées, n’a été démontrée que plusieurs dizaines d’années plus tard 

(Harada 1934). L’évaluation des propriétés antibactériennes et antifongiques des huiles ozonées 

reste un sujet contemporain (Menendez et al. 2011, De Almeida et al. 2016), et l’utilisation de 

ces propriétés pour des applications diverses est largement étudiée (Valacchi et al. 2013, Zeng 

et al. 2018).  
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 On trouve sur le marché plusieurs produits issus d’huiles végétales ozonées qui 

possèdent une activité antibactérienne. Les huiles les plus fréquemment utilisées sont l’huile 

d’olive et l’huile de tournesol, mais il existe des brevets pour une vingtaine d’huiles de 

différentes origines (Travagli et al. 2009). On peut ainsi noter la possibilité d’utiliser comme 

matière première de l’huile issue du thym, du sésame, du soja, de la noix de coco, du pépin de 

raisin parmi d’autres. Du fait qu’il n’existe pas de conditions de synthèses standardisées, il est 

difficile d’estimer et de comparer la relation entre coûts et bénéfices de ces différentes huiles. 

Il existe cependant de nombreux produits qui ont prouvé leur intérêt (Tableau 1). 

 

Tableau 1. Exemples de produits commerciaux issus d'huile ozonée (Ugazio, 2020) 

 

Désignation 

commerciale 
Matière première 

Pays de 

production 

Ozonia 3000® 
Huile de tournesol 

Italie 

Oleozon Cuba 

O2-ZAP® 
Huile d'olive 

Canada 

OOO USA 

Cocozone oil 
Huile de noix de 

coco 

Grande-

Bretagne 

 

 Actuellement, les produits à base d’huiles végétales ozonées sont utilisés pour des 

applications externes avec pour objectif la prévention et le traitement de diverses pathologies 

de la peau (Zeng et al. 2018). L’éventail de ces pathologies cutanées traitées est ciblé sur des 

maladies bégnines (Tableau 2). 

 

Tableau 2. Exemples de pathologies ciblées par les huiles ozonées 

 

Types de 

pathologie 
Pathologies traitées Références 

Infection de la 

peau 

Abcès Bialoszewski 2011, Zanardi 2013, Ouf 2016, 

Ozturk 2017 Pied d'athlète 

Allergie 

Eczéma 

Jenerowicz 2012, Gershwin 2015 Urticaire 

Prurigo 

Erythémateuse 

et squameuse 

Psoriasis 

Dia Paolo 2005, Bocci 2015 Pustulose 

palmoplantaire 

Autre 
Cicatrisatin des plaies 

Borges 2017 
Guérison des ulcères 
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 Les applications thérapeutiques étant diverses, il existe différentes formes galéniques 

pour le produit fini à base d’huile ozonée. On trouve donc des pommades, des gels ou bien 

encore des sprays. Les différentes galéniques vont pouvoir s’adapter par exemple à un 

traitement de la peau en gel pour stimuler la cicatrisation (De Almeida et al. 2016) ou un spray 

pour le traitement de l’acné, l’herpès, du psoriasis ou des infections fongiques (Carata et al. 

2019).  

 

 En plus de cibler un grand nombre de pathologies, des études ont déterminé l’efficacité 

des huiles ozonées contre des souches particulières en mesurant la concentration minimale 

inhibitrice (CMI). L’étude avec le plus large spectre de souches a été réalisée sur l’huile ozonée 

Oleozon®. Ce sont plus de 250 souches dont certaines multirésistantes qui ont été testées (Sechi 

et al. 2001). Les souches choisies appartiennent à 27 espèces bactériennes différentes et les 

valeurs des CMIs sont réparties entre 0,95 et 9,5 mg/mL (Tableau 3). La CMI est définie comme 

étant la plus faible concentration d’un agent antibactérien nécessaire pour inhiber toute 

croissance visible d’un microorganisme au cours d’une période définie et dans des conditions 

contrôlées (CLSI 2012). En comparaison, les données obtenues pour certains antibiotiques sont 

de l’ordre du µg/mL. Les valeurs obtenues pour l’huile ozonée apparaissent donc élevées 

cependant ce produit constitue un mélange très complexe. 

 

 Ces résultats ont été confirmés récemment, à la fois sur des bactéries à Gram négatif (E. 

coli et P. aeruginosa) et sur des bactéries à Gram positif (S. aureus et Micrococcus luteus) 

(Serio et al. 2017). De plus, on observe un effet antibactérien de l’Oleozon® sur des parasites 

protozoaires tels que Giardia duodenalis et Leishmania major (Hernandez et al. 2009). Ce 

produit est aussi considéré comme une meilleure alternative que le kétoconazole, un principe 

actif notamment utilisé pour le traitement des onychomycoses et ne présente aucun risque 

d’effets indésirables (Rajabi et al. 2015). Des études in vivo ont montré que les huiles ozonées 

pouvaient guérir des lésions cutanées graves causées par S. aureus, mais également par des 

souches de S. aureus résistantes à la méticilline (Song et al. 2018). La guérison est fréquente 

entre en un ou deux mois, avec des effets secondaires limités. Les huiles ozonées ont aussi été 

comparées à divers antibiotiques, tels que la kanamycine, l’érythromycine, la gentamicine et le 

chloramphénicol. Il a en effet été démontré que l’huile de coco permettait de limiter plus 

efficacement la croissance de S. aureus ATCC 25923 que les antibiotiques précédemment cités 

(Diaz et al. 2005). 
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Tableau 3. Valeurs des CMIs des différentes souches étudiées par Sechi et.al (2001) 

 

Groupe bactérien Espèce/Souche 
CMI 

(mg/mL) 

Enterococci 

Ent. hirae ATCC 9790 9,5 

Ent. faecalis ATCC 35038 9,5 

Ent. faecium ATCC 19474 9,5 

Ent. gallinarum ATCC 49573 2,37 

Ent. casseliflavus ATCC 25778 9,5 

Ent. maleodoratus ATCC 43197 4,75 

Ent. durans ATCC 19432 9,5 

Ent. solitarius ATCC 49428 9,5 

Ent. pseudoavium ATCC 49472 9,5 

Ent. avium ATCC 14025 9,5 

Ent. saccharolyticus ATCC 43076 9,5 

Ent. mundtii ATCC 43186 9,5 

Ent. faecium (21) 1,18 – 9,5 

Ent. faecalis (10) 4,75 – 9,5 

Streptococci Strep. pyogenes (40) 2,37 – 9,5 

Staphylococci 

Staph. aureus ATCC 29213 9,5 

Staph. epidermidis ATCC 14990 2,37 

Staph. aureus (50) 2,37 – 9,5 

Staph. epidermidis (19) 2,37 – 9,5 

Mycobactéries 

M. tuberculosis H37 Rv 0,95 

M. smegmatis mc155 0,95 

M. abscessus (1) 2,37 

M. aurum (1) 0,95 

M. avium (2) 2,37 

M. fortuitum (2) 0,95 – 2,37 

M. chelonae (2) 2,37 

M. tuberculosis (1) 0,95 

M. tuberculosis MDR (2) 0,95 – 2,37 

Autres bactéries 

E. coli ATCC 25922 4,75 

E. coli XL1 1,18 

E. coli (40) 1,18 – 9,5 

Ps. aeruginosa ATCC 27853 4,75 

Ps. aeruginosa (40) 4,75 – 9,5 

 

 Contrairement à l’ozonothérapie qui connait plusieurs effets secondaires (Fitzpatrick et 

al. 2018), la littérature révèle très peu d’effets néfastes des huiles ozonées sur la santé. Une 

étude récente met en évidence des cas d’irritations et des réactions allergiques causés par 

l’application topique de pommades à base d’huile ozonée (Aerts et al. 2016), mais dans un des 

cas, l’application est faite sur les lèvres, ce qui est vivement déconseillé car la muqueuse des 
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lèvres est pourvue d’une très fine couche cornée, ce qui en fait une zone plus sensible à l’action 

irritante des huiles et dont l’effet est plus prononcé avec l’ajout d’ozone. 

 

 La diversité des domaines d’applications des huiles ozonées ne cesse de croître. On 

trouve par exemple la présence de ce produit dans la composition de formulations cosmétiques 

comme des crèmes, des shampooings, des baumes à lèvres ou des lotions pour le corps. Le 

domaine médical se diversifie avec l’utilisation des huiles ozonées en médecine bucco-dentaire 

(Tiwari et al. 2017, Monteiro et al. 2020). Un autre domaine d’application d’intérêt est la 

gynécologie avec notamment le traitement des infections vulvovaginales causées par Candida 

spp. (Tara et al. 2016). L’utilisation en traitement oculaire est aussi envisagée (Spadea et al. 

2018). L’utilisation d’une formulation basée sur de l’huile de tournesol (Ozodrop®, FB Vision, 

Ascoli Piceno, Italie) est une alternative intéressante pour le traitement de troubles oculaires 

(conjonctivite ou kératite par exemple) avec des traitements envisagés chez les animaux et chez 

l’Homme, du fait des symptômes partagés (Baeyens et al. 2002). L’application d'Ozodrop® 3 

à 4 fois par jour permet de contrôler la pathologie jusqu'à la disparition. De plus, les gouttes 

oculaires à base de formulation ozonée pourraient être utilisées comme préparation aux 

interventions chirurgicales intra- et extra-oculaires. Dans le domaine agricole, il a été montré 

l’intérêt d’utiliser des huiles ozonées pour lutter contre l’apparition de moisissures sur les 

plants. Par exemple, l’application d’Oleozon® sur les pousses de concombres permet 

d’améliorer les rendements de production et la qualité du produit fini (Ma et al. 2017). Enfin, 

dans le domaine vétérinaire, les huiles végétales ozonées peuvent également constituer un 

nouveau moyen de prévenir et/ou de traiter la mammite. Cette pathologie d’intérêt pour ce 

projet sera détaillée dans un second paragraphe. 

 

 Peu d’études permettent d’expliquer le mécanisme d’action des huiles ozonées. Il a été 

mis en évidence que l’huile de tournesol ozonée présente une action instantanée sur la viabilité 

de la bactérie dès qu’elle entre en contact avec elle (Curtiellas et al. 2008, Ledea Lozano et al. 

2010). Il semblerait que l’action oxydative des huiles se situe au niveau des membranes de la 

cellule, sans déformer leur structure. Les cellules bactériennes exposée à Oleozon® ne montre 

pas d’altérations de l’ensemble de la paroi cellulaire quand on les observe au microscope. On 

remarque cependant une modification de certaines protéines membranaires, ce qui peut 

impacter la perméabilité de la membrane et entraîner une fuite du contenu cytoplasmique 

(Nagayoshi et al. 2004). Pour expliquer l’action antifongique des huiles ozonées, certaines 
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études émettent l’hypothèse de l’inhibition de l'élastase, une enzyme impliquée dans la 

virulence des champignons (Battinelli et al. 2006).  

 

 L’action de l’huile ozonée sur le développement de certains pathogènes a permis de 

cibler des pathologies particulières. Le développement des mammites dans le domaine agricole 

est notamment une étude ciblée de nos recherches.  

 

 I.1.2 Une application dans le domaine agricole : le traitement des 

mammites 
 

 I.1.2.1 Présentation de la pathologie 
 

La notion de mammite est associée à une inflammation du tissu de la glande mammaire 

et de la mamelle chez les mammifères. En général, c’est une réponse immunitaire causée par 

une infection bactérienne. Nous pouvons distinguer deux catégories de mammites en fonction 

de l’apparition ou non de symptômes : les mammites cliniques ou subcliniques. De même, nous 

pouvons répartir les mammites cliniques en trois niveaux de gravités selon différents 

paramètres (Royster and Wagner 2015) : le cas de gravité léger peut s’associer à une production 

de lait visiblement anormal (apparition de caillots et flocons notamment), les mammites 

modérées voient l’apparition de gonflements ou de rougeurs sur le quartier concerné en plus du 

lait anormal, enfin les mammites dîtes sévères sont déterminées par l’observation de signes 

systémiques tels que la fièvre ou la déshydration. 

 

Malgré la présence de cette pathologie sur un bon nombre d’espèce animales, les 

animaux domestiques impliqués dans la production laitière sont les plus touchés (Barlow 2011). 

Ce phénomène peut s’expliquer par le contact facilité entre tous les animaux. On observe 

différents taux d’apparition des cas de mammites précédemment cités en fonction de différents 

paramètres (zone géographique, caractéristique de l’animal, etc.). Par exemple, on peut évaluer 

la prédominance des mammites subcliniques sur les vaches laitières entre 15 et 40% selon la 

zone géographique (Zhao et al. 2015). On observe aussi davantage de formes subcliniques de 

mammites, en opposition au forme clinique, chez les brebis et les chèvres (Bergonnier et al. 

2003).  
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Les mammites ont un impact direct sur l’économie de l’exploitation : diminution de la 

production laitière, moindre valorisation du lait, davantage de travail pour l’éleveur, coût des 

traitements, etc. (Seegers, Fourichon et Beaudeau 2003). De multiples facteurs peuvent 

entraîner l’apparition de mammites dans les élevages (on parle de réservoir mammaire ou de 

réservoir environnemental par exemple) (Rattez et al. 2017), c’est pourquoi il est parfois 

difficile d’en identifier les causes. Depuis 2014, on observe une amélioration notable de la 

situation cellulaire des troupeaux laitiers français. Après les très bons résultats de 2016, 

l'amélioration continue en 2017, malgré un léger fléchissement de la baisse (Institut de 

l’Elevage). Cependant, c’est une infection qui entraîne toujours un manque à gagner, 

notamment avec des modifications de la composition du lait, ce qui limite le développement de 

la production laitière. 

 

 I.1.2.2 Les méthodes actuelles de prévention et traitements des mammites 
 

La limitation de l’action des mammites peut se faire en deux étapes. Tout d’abord, à 

l’aide d’actions préventives. Elles interviennent notamment par le biais de bonnes pratiques 

d’élevage, (traite, paillage, aération…). Elles permettent d’éviter la contamination des trayons 

avant ou après la traite, mais aussi les contaminations entre les vaches (Williamson et Lacy-

Hulbert 2013). Une fois que l’apparition de la mammite est observée, les actions préventives 

ne sont plus nécessaires. Les actions curatives entrent alors en jeu et ont pour but d’éliminer les 

infections. La mise en place de différents traitements existe en fonction de la mammite ciblée. 

Les mammites sont presque exclusivement d’origine bactérienne. Exceptionnellement, elles 

peuvent être causées par des champignons, des parasites, des agents chimiques, un traumatisme 

(comme un choc violent ou une agression de la peau du quartier ou du trayon) ou une sténose 

(engendrée par un dysfonctionnement de la machine à traire ou un papillome) (Remy et al. 

2010). C’est pourquoi le traitement privilégié est l’utilisation d’antibiotiques. Le traitement a 

lieu immédiatement si la mammite est dite clinique. Différents paramètres peuvent influencer 

le traitement (voie d’administration, durée, etc.) en fonction de la gravité de l’inflammation. 

Dans le cas d’une mammite subclinique, le traitement peut s’opérer plus tardivement, 

notamment durant la lactation ou au tarissement par voie intra-mammaire. On améliore 

considérablement le taux de guérison en traitant précocement et en intervenant dès l’apparition 

des premiers symptômes. Il faut donc avoir recours aux antibiotiques au bon moment, et avec 

la bonne posologie. Les actions préventives et curatives imposent donc d’avoir recours à 
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l’utilisation d’importantes quantités de médicaments pour le contrôle des mammites (Trevisi et 

al. 2014).  

 

 Malgré la mise en place de ces deux phases d’actions, on observe toujours une 

prédominance des mammites, ce qui entraîne une utilisation abusive d’antibiotiques (Oliver, 

Murinda, et Jayarao 2011). On remarque alors l’apparition de résistances des souches ce qui 

peut donc avoir un impact sur la santé de l’animal mais aussi sur la qualité du lait. Ce 

phénomène d’antibiorésistance est donc un enjeu majeur de santé publique actuellement pour 

des raisons thérapeutiques, économiques et épidémiologiques. Il est logiquement nécessaire de 

limiter l’utilisation d’antibiotiques. 

 

 Il existe différentes techniques pour identifier les pathogènes responsables de l’infection 

(CCSI, test CMT, ou diagnostic bactériologique) (Dudouet et al. 2004, Rémy et al. 2010, Salat 

et al. 2014). Elles permettent de cibler avec précision l’espèce bactérienne impliquée. Il faut 

alors mettre en place le traitement antibactérien adapté avec pour objectif de réduire la quantité 

d’antibiotiques. Il est nécessaire de distinguer les nombreux micro-organismes qui sont 

responsables des mammites pour pouvoir adapter le traitement. On différencie deux groupes de 

pathogènes. Tout d’abord les pathogènes contagieux, par exemple les Staphylococcus aureus 

ou les espèces du genre Mycoplasma. Ils sont notamment présents dans les trayons des vaches 

infectées, que l’on peut considérer comme réservoir primaire. Pendant la traite, les pathogènes 

passent de quartiers en quartiers ou de mamelles à mamelles via l’intermédiaire des réservoirs 

secondaires (lavettes, manchons trayeurs, mains de l’éleveur), de plaies ou à cause du mauvais 

fonctionnement de la machine à traire (Institut de l’élevage 2008, Remy et al. 2010). Dans un 

second temps, nous pouvons cibler les pathogènes environnementaux, tels que les coliformes 

ou les streptocoques (Oliver et Murinda 2012). Dans ce mode de contamination, les bâtiments 

d’élevage, et très principalement la litière, fournissent le réservoir primaire aux bactéries. La 

transmission se fait alors par contact direct entre les mamelles et cette litière lors des périodes 

de couchage. 

 

 La diversité des germes entraîne différentes réponses face aux antibiotiques. Certaines 

souches comme les streptocoques sont très sensibles tandis que les mammites issues 

d’Escherichia coli n’impliquent pas d’utiliser des antibiotiques. En effet, dans ce cas, la 

guérison est observée après quelques jours et sans utiliser de traitement (Robertson et al. 2012).  

Certains cas d’infections ne peuvent pas s’accompagner d’un traitement antibiotique, 
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notamment en raison de la nature de l’infection. C’est le cas d’infections par champignon, 

levure ou virus. Dans un second temps, ce cas peut être imposé par l’environnement d’élevage. 

Par exemple, dans le cas d’élevages dans des fermes biologiques, l’utilisation de produits 

antibactériens va entraîner la perte du statut biologique pour l’animal (Ruegg et al. 2009). Une 

solution efficace serait donc d’envisager un traitement alternatif qui répondrait aux différents 

problèmes économiques, de santé animale et biologique. 

 

 Il a été envisagé différents traitements naturels pour tenter de répondre à ces différents 

besoins. L’étude d’extraits naturels de plantes (Issauter et al. 2013) ou l’utilisation d’huiles 

essentielles (Lesot et al. 2006) ont permis de conclure à l’efficacité de ces produits sur plusieurs 

souches bactériennes isolées représentatives des mammites : S. aureus, E. coli ou S. uberis 

(Ananda Baskaran et al. 2009, Aiemsaard et al. 2011, Dal Pozzo et al. 2011, Fratini et al. 2014). 

Des mécanismes d’actions de ces produits naturels sont envisageables (Goetz 2012) et prouvent 

que des produits biosourcés peuvent être une solution alternative de lutte contre les mammites. 

  

 Depuis plusieurs années, les propriétés antibactériennes et antifongiques des huiles 

végétales ozonées ont été démontrées sur plusieurs cas d’études et ont prouvé l’intérêt de ce 

produit comme alternative. Tout d’abord, une étude menée en Asie (Jo et al. 2005) a comparé 

l’effet d’un antibiotique et de l’huile ozonée sur des quartiers de vaches allaitantes. Des études 

comparatives avec des médicaments utilisés habituellement ont permis de prouver l’intérêt des 

huiles ozonées comme alternative naturelle (Guerra-Blanco 2017). Des recherches sur 

différents types d’huiles ozonées affirment que ces produits ont une action antibactérienne sur 

un panel de souches impliquées dans les inflammations cutanées des animaux de productions 

laitières (Francisco et al. 2017, Oviedo et al. 2017). Enfin, un hybride d’huile de tournesol 

hautement oléique ozonée a prouvé son efficacité contre un panel de 59 pathogènes 

représentatifs de la pathologie de la mammite (Moureu 2015a). Ces travaux ouvrent la porte à 

de nouveaux essais pour approfondir la comparaison entre l’huile de tournesol ozonée et les 

antibiotiques utilisés habituellement. 

 

 Il a donc été démontré l’action antibactérienne des huiles ozonées. Ce sont les molécules 

formées au cours de la synthèse du produit qui sont responsables de cette propriété. La nature 

et la quantité de ces molécules sont dépendantes notamment des conditions appliquées pour la 

réaction entre l’huile végétale et l’ozone. 
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I.2 La synthèse des huiles ozonées 
 

 I.2.1 La matière première : les huiles végétales 
 

 I.2.1.1 Généralités sur les huiles végétales 
 

 On peut définir la composition des huiles végétales selon deux familles de molécules. 

La première représente les composés « mineurs » présents en faible proportion (1 à 5%), il 

s’agit de la fraction lipidique, qui possède la propriété de ne pas être saponifiable. Une partie 

des composés de cette fraction possède des propriétés particulières comme les tocophérols qui 

ont le rôle d’antioxydants notamment contre les dérivés réactifs de l’oxygène, issus de 

l’oxydation des acides gras (Bramley et al. 2000). Cette famille ne présente actuellement pas 

d’intérêt majeur pour la synthèse d’huile végétale ozonée. 

 

 La deuxième famille est composée des triglycérides (TAGs), en proportion majoritaires 

(95 à 99%). On peut définir les TAGs comme la combinaison d’une molécule de glycérol et 

d’acides gras reliés par des fonctions ester (R1, R2, R3 désignent les chaînes aliphatiques 

saturées ou insaturées d'acides gras) (Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figure 1. Structure chimique d'un triglycéride 
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 Les chaînes des acides gras peuvent avoir différentes structures, ce qui nous permet 

d’obtenir des TAGs homogènes (avec les mêmes chaînes grasses) et des TAGs hétérogènes (au 

moins deux chaînes grasses différentes).  Les chaînes grasses des huiles végétales possèdent 

plusieurs caractéristiques. Tout d’abord, elles sont composées d’un nombre d’atomes de 

carbone compris entre 6 et 24 (Dubois et al. 2007). Ensuite, les chaînes grasses peuvent être 

totalement saturées, ou bien fonctionnalisées avec des doubles liaisons entre deux atomes de 

carbones (insaturation). Ces insaturations sont présentes à des positions spécifiques de la chaîne 

(atome de carbone n° 6, 9, 12 ou 15 par rapport au carbone portant la fonction carbonyle) et 

présentent des configurations spatiales Z ou E. Il apparaît en majorité quatre types de chaînes 

grasse présentes dans la composition des huiles végétales, provenant de quatre acides gras : 

l’acide oléique, l’acide linoléique, l’acide palmitique et l’acide stéarique (Figure 2). 

  

  

 La présence de ces quatre profils seulement limite le nombre et la position des 

insaturations sur les chaînes grasses. La particularité des huiles végétales est la présence de 

différentes proportions de ces chaînes grasses, imposées par la nature ou adaptées par la 

production d’hybrides (Warner et al. 2007). Ainsi, on observe des huiles enrichies en acide gras 

de type oléique (huile de colza ou huile d’olive) ou des huiles avec une majorité de chaîne 

palmitique (huile de palme) (Kamal-Eldin and Andersson 1997, Vingering et al. 2010). L’huile 

de tournesol constitue notre espèce d’intérêt car la diversité variétale permet de travailler avec 

des huiles aux profils de chaînes grasses différentes. 

 

 

 

Figure 2. Structure des quatre principaux acides gras rencontrés dans des huiles végétales 
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 I.2.1.2 Cas particulier de l’huile de tournesol 
 

 La production mondiale d’huile de tournesol continue de se classer parmi les plus 

importante depuis des années (List 2015). En effet, près de 20 millions de tonnes ont été 

produites en 2019 à travers le monde (USDA), classant cette ressource au 4ème rang mondial 

derrière l’huile de soja, de palme et de colza. En France, un tiers des surfaces cultivées en 

tournesol est localisé en région Occitanie (Agreste – statistique agricole annuelle 2017), ce qui 

s’explique notamment par la situation géographique propice à l’exploitation de cette plante.  

 

 L’évolution de la production a amené l’apparition de nouveaux hybrides avec différents 

profils de chaînes grasses. Ainsi, il est possible d’obtenir des huiles de tournesol présentant une 

teneur en chaînes linoléiques variant de 50 à 75%. Ce sont des huiles issues d’hybrides 

classiques. Dans une autre mesure, il est possible d’obtenir des huiles à faible teneur en chaînes 

linoléiques et abondantes en chaînes oléiques (teneurs au-dessus de 70%). Ces huiles sont 

obtenues à partir d’hydrides oléiques et hauts oléiques (Warner et al. 2007).  

 

 Ces différents profils d’huiles présentent chacun des intérêts qui sont valorisés dans 

différents domaines. Tout d’abord dans le secteur de l’alimentaire où les propriétés de l’huile à 

haute teneur oléique tendent à se rapprocher de celle de l’huile d’olive (huile de friture). Ce 

dernier profil présente aussi un intérêt en industrie, notamment pour la production de différents 

acides à chaînes spécifiques (Godard 2012). La production de biocarburants, qui nécessite 

l’obtention d’esters méthyliques à partir d’huile de tournesol, est une autre source de 

valorisation de cette agroressource (Ramos et al. 2009, Richard 2011). Depuis plusieurs années, 

l’huile de tournesol vient à répondre à un nouveau défi, avec des propriétés antibactériennes 

intéressantes par le biais des huiles ozonées (Moureu 2015a ; Guerra-Blanco 2017).  

 

 I.2.2 La réaction d’ozonation des huiles végétales 
 

 I.2.2.1 Le réactif oxydant : l’ozone 
 

 L’ozone est une molécule chimique composée de trois atomes d’oxygène, de formule 

O3. Il s’agit d’une forme allotropique de l’oxygène. Elle possède des formes dîtes 

mésomères (Bailey 1978) (Figure 3). 
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 L’existence de cette molécule a été démontrée par la collaboration de deux chimistes 

dans la première moitié du XIX e siècle : Martin van Marumn et Christian Friedrich Schönbein. 

C’est un gaz coloré (bleu pâle) qui est soluble dans l’eau. Sa caractéristique principale est son 

odeur, qui est décelable facilement à des concentrations de 0,01 ppm (Cain, Schmidt, and 

Wolkoff 2007).  

 

 Il existe aujourd’hui plusieurs moyens technologiques et chimiques pour obtenir de 

l’ozone. Il est possible de produire de l’ozone à partir d’oxygène en utilisant un système de 

décharge électrique (décharge Corona) ou des ultraviolets (radiations UV). La voie 

électrochimique permet de convertir l’eau en ozone par électrolyse (Benson 1959, Dohan and 

Masschelein 1987) (Figure 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 L’ozone un oxydant puissant qui possède de nombreuses applications notamment dans 

le traitement des eaux (Langlais, Reckhow, and Brink 1991, Percival et al. 2014) ou comme 

moyen de lutte contre des champignons pathogènes du pommier (Pages 2015). En effet, sa 

Figure 4. Schéma de principe pour les différents générateurs d'ozone, 

A : décharge corona, B : voie électrochimique, C : radiations UV (Travagli, 2009) 

Figure 3. Les formes mésomères de l'ozone 
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décomposition rapide en oxygène permet des traitements oxydatifs sans persistance de la 

présence de la molécule (sa demi-vie est de 20 minutes à 20 °C dans l’eau et de 3 jours dans 

l’air). 

 L’ozone possède différents types de réactivité. Tout d’abord, une réaction indirecte est 

possible avec la formation préalable de radicaux libre HO•, ce qui implique ensuite un 

mécanisme de type radicalaire. Il est aussi possible d’observer une réaction directe entre l’ozone 

et un site réactionnel spécifique (Bourgin 2011). Dans un premier temps, une attaque 

électrophile peut avoir lieu sur des molécules à fortes densités électroniques telles que les 

composés aromatiques qui possèdent un substituant électrodonneur, ou des amines tertiaires 

(Henbest et Stratford 1964, Bailey 1982). Dans un second temps, le caractère dipolaire de 

l'ozone permet d'expliquer sa réactivité par cycloaddition (Bailey 1978). Cette réaction 

intervient généralement au niveau des liaisons insaturées selon le mécanisme de Criegee 

(Criegee 1975) ou bien au niveau des liaisons carbone-hydrogène activées. C’est cette réaction 

qui entre en jeu pour l’ozonation des huiles végétales en suivant un mécanisme réactionnel bien 

précis. 

  

 I.2.2.1 Le mécanisme réactionnel de la réaction d’ozonation 
 

 Le site de réactivité des huiles végétales est la double liaison entre deux atomes de 

carbone présentes sur les chaînes grasses des triglycérides (insaturation). L’ozone, molécule 

oxydante puissante, peut venir réagir sur ce site réactif selon un mécanisme décrit par Criegee 

(1975) composé de plusieurs étapes. 

 

 La première étape consiste en une addition cyclique de la molécule d’ozone sur 

l’insaturation. On parle de cycloaddition 1,3-dipolaire (Réaction 1, Figure 5, p. 22). Il se forme 

alors un ozonide primaire, ou molozonide, qui est instable et va rapidement se décomposer en 

deux espèces (Réaction 2, Figure 5, p. 22) : un zwitterion et un aldéhyde (Kuczkowski 1983). 

 

 Deux voies de synthèses sont ensuite envisageables en fonction de la nature du milieu 

réactionnel. En effet il est possible de réaliser l’ozonation d’huile végétale dans différents 

milieux : sans solvant, en milieu protique (présence d’au moins un atome d’hydrogène mobile) 

ou un milieu aprotique (absence d’atome d’hydrogène).  
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 Dans un milieu aprotique ou en absence de solvant, deux produits peuvent se former. 

Tout d’abord, une cycloaddition 1,3-dipolaire peut à nouveau permettre d’associer les 

aldéhydes et les zwitterions formés précédemment (Réaction 3, Figure 5, p. 22). On obtient 

alors les ozonides de Criegee ou 1,2,4-trioxolane. Il existe trois ozonides différents : deux sont 

dits « cross ozonides » (deux chaînes R1 ou deux chaînes R2) et un est dit « normal ozonide » 

(une chaîne R1 et une chaîne R2) (Wu et al. 1992). On peut aussi observer la formation de 

peroxydes dimériques et polymériques lorsqu’un zwitterion interagit avec un autre zwitterion 

(Réaction 4, Figure 5, p. 22) (Ishmuratov et al. 2010).  

 

 Dans le cas d’un milieu protique, par exemple de l’eau, les zwitterions vont en priorité 

réagir avec le solvant pour former des espèces peroxydées : les hydroperoxydes (Réaction 5, 

Figure 5, p. 22). Par équilibre chimique, ces peroxydes forment des acides carboxyliques ou 

des aldéhydes (Réaction 6, Figure 5, p. 22) (Vesna et al. 2009). Les acides formés peuvent de 

nouveau réagir avec les zwitterions encore présents dans le milieu pour former des α-

acyloxyalkyl hydroperoxydes (Réaction 7, Figure 5, p. 22) (Nishikawa et al. 1995). Cette 

réaction est aussi directement envisageable lorsque le milieu protique choisi pour diluer l’huile 

végétale est un acide carboxylique (Zhou et al. 2019). 

 

 Bien que la nature du solvant oriente la composition finale du produit, il a été démontré 

que l’ensemble des produits étaient formés pendant la réaction (Moureu 2015a).  On obtient 

donc un produit enrichi en espèces carbonylées et hydroperoxydes, avec une faible présence 

d’ozonide de Criegee lorsque le milieu est protique (Díaz, Núñez, et al. 2005, Omonov 2010). 

Et inversement, dans le cas d’un milieu aprotique ou sans solvant. Il est donc possible 

d’influencer la composition finale du produit à l’aide des paramètres de réaction.  
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Figure 5. Mécanisme réactionnel de l'ozone sur une espèce insaturée (Criegee, 1975) 
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 I.2.3 Les conditions opératoires de synthèses des huiles ozonées 
 

 En ayant connaissance du mécanisme réactionnel, il est possible de mettre en œuvre 

différents moyens technologiques pour obtenir une huile végétale ozonée. Bien que des 

procédures standardisées émergent, il est possible d’influencer différents paramètres 

réactionnels tels que :  

- Le type de réacteur (bullage, bouteille de Dreschel, etc.) 

- Le mélange réactionnel (origine et quantité de l’huile végétale, ajout ou non d’un 

solvant, nature et quantité de solvant) 

- Les conditions d’ozonation (débit et concentration en ozone) 

- Les autres facteurs cinétiques (température et durée de réaction) 

 

 Une liste non exhaustive présente un état des procédures existantes à ce jour pour la 

synthèse d’huiles ozonées (Tableau 4). On remarque à travers la littérature que les procédures 

possèdent certains points communs. Tout d’abord, elles engagent de petites quantités d’huile 

(une centaine de milligrammes ou de millilitres). De plus, la nature des solvants ajoutés est peu 

diversifiée. Il n’apparait pas d’étude de plusieurs solvants combinés et de l’influence de la 

quantité de solvant. Ensuite, l’ozone est injecté par bullage dans un réacteur semi-continu. La 

réactivité est donc limitée par la surface d’échange entre la phase gazeuse et la phase liquide. 

Enfin, on observe la présence d’un contrôle thermique pour limiter le dégagement de chaleur 

produit par la réaction. La réaction d’ozonation d’une huile végétale est reconnue exothermique 

et l’application d’un échangeur de chaleur permet d’éviter un emballement de la réaction et de 

limiter les risques d’explosion.  

 

 Au regard des procédés actuellement utilisés, il est possible d’envisager des solutions 

innovantes pour optimiser la synthèse des huiles végétales notamment en favorisant les 

échanges entre les deux phases, en mélangeant des solvants et en appliquant un contrôle efficace 

de la température. 

 

 Une fois la synthèse d’une huile ozonée effectuée, il est nécessaire de caractériser le 

produit obtenu et plusieurs techniques existent en fonction des paramètres que l’on souhaite 

étudier. 
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Tableau 4. Exemples de conditions opératoires d'ozonation d’huile végétale dans la littérature 

(TA : température ambiante) 

 

 

Nature 

du corps 

gras 

Quantité 

de corps 

gras 

Nature 

du 

solvant 

ajouté 

Montage 

réactionnel 

Débit 

d'ozone 

(L/h) 

Concentration 

en ozone 

Température 

(°C) 

Durée de 

réaction 
Référence 

Huile de 

canola 
100 g 

éthanol 

ou 

méthanol 

ou 

acétate 

d’éthyle 

Réacteur 

thermostaté 

avec 

agitation et 

bullage 

d'ozone 

390 ≈ 50 mg/L 0 90 min 
Omonov 

2010 

Huile de 

noix de 

coco 

150 g 

eau ou 

éthanol 

ou aucun 

Réacteur 

avec 

bullage 

d'ozone 

54 37,5 mg/L TA 74,4 min 

Diaz, 

Nunez 

2005 

Huile 

d'olive 
190 g aucun 

Bullage 

d'ozone 

dans la 

solution 

60 10 ppm 30 50 h 
Miura 

2001 

Huile 

d'olive 
80 mL 

eau 
Réacteur 

avec 

bullage 

d'ozone 

30 75,2 mg/L 25 

5,73 h Diaz, 

Hernandez 

2006 
Huile de 

tournesol 
eau 8,05 h 

Huile de 

tournesol 
150 g rien 

Réacteur 

avec 

bullage 

d'ozone 

42 79,5 mg/L TA 2h 

Díaz, 

Gavín 

Sazatornil 

2005 

Huile de 

tournesol 
192 g eau 

Réacteur 

avec 

bullage 

d'ozone 

72 81,6 mg/L TA 
jusqu'à 3,5 

h 

Díaz, 

Gavín 

2006 

Huile de 

tournesol 
150 mL aucun 

Réacteur 

colonne 

thermostaté 

avec 

bullage 

d'ozone 

20 30 mg/L TA 1 à 50 h 
Skalska 

2009 

Huile de 

tournesol 
150 mL aucun 

Réacteur 

avec 

bullage 

d'ozone 

30 79 mg/L 25 °C 
entre 1 et 

4,75 h 

Diaz-

Gomez 

2009 

Huile de 

tournesol 
200 mL aucun 

Réacteur 

avec 

bullage 

d'ozone 

30 36 ou 75 mg/L TA 
Différentes 

durées 
Diaz 2012 

Huile de 

tournesol 
50 g 

eau ou 

aucun 

Réacteur 

thermostaté 

et bullage 

d'ozone 

30 65 mg/L 27 
Différentes 

durées 

Moureu 

2015b 
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I.3 La caractérisation des huiles ozonées 
 

Il existe un grand nombre de caractérisations possibles pour les huiles ozonées et les 

huiles végétales, qui permettent notamment de suivre l’évolution de la composition et de 

pouvoir comparer entre elles les réactions.  

 

 I.3.1 Les caractérisations chimiques 
 

 I.3.1.1 Mesure de la quantité d’insaturations 
 

 La méthode privilégiée pour déterminer la quantité d’insaturation est la détermination 

de l’indice d’iode (II). Ce paramètre est défini par la masse de diiode susceptible de se fixer sur 

les insaturations des chaînes grasses des triglycérides. Il s’agit d’un dosage iodométrique en 

retour (AFNOR 2011). On détermine l’indice d’iode (exprimée en g de I2/100 g d’échantillon) 

à l’aide de la formule suivante :  

 

𝐼𝐼 =  
12,69∗𝐶∗(𝑉1−𝑉2)

𝑚
 (Eq. 1) 

 

avec C la concentration de la solution de thiosulfate de sodium (mol/L), V1 le volume de 

solution titrante pour le blanc (mL), V2 le volume de solution titrante pour l’essai (mL) et m la 

masse de la prise d’essai (g). Cette quantité est notamment soumise à la nature de l’huile 

végétale utilisée et la durée de la réaction. Ce phénomène a particulièrement bien été décrit par 

Moureu et al. (2015b) (Figure 6).  
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Figure 6. Evolution de l'indice de d'iode en fonction du temps d'ozonation et de la composition 

du mélange (Moureu et al. 2015b) 
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 L’utilisation d’un hybride hautement oléique (THO) va permettre de diminuer l’indice 

d’iode initial par rapport à une huile de tournesol classique qui possède notamment un plus 

grand nombre de chaîne linoléique. De plus, plus la durée de réaction augmente et plus l’ozone 

réagit avec les insaturations et donc l’indice d’iode tant à diminuer pour atteindre une valeur 

nulle lorsqu’il n’y a plus d’insaturations disponibles. 

  

 Une méthode alternative possible est la mesure de l’insaturation totale (IT). Cette 

méthode brevetée consiste à déterminer la quantité d’insaturations qui peut réagir avec l’ozone 

dans un échantillon à l’aide d’un ozonogramme (Poznyak 2008). L’échantillon dissous et un 

standard de structure connue sont placés dans un analyseur d’insaturation totale (AIT). L’ozone 

nécessaire pour réagir avec l’échantillon est mesuré puis comparé à la quantité consommée lors 

d’une réaction avec le standard. On peut déterminer l’IT (mol d’insaturations/g d’échantillon) 

à l’aide de la formule suivante (Guerra-Blanco 2015) : 

 

𝐼𝑇 =
𝐶𝑆∗ 𝑉𝑆∗𝑆𝑒∗𝑉𝑆𝑂𝐿

𝑆𝑆∗𝑉𝑒∗𝑚𝑒
 (Eq. 2) 

 

avec Cs la concentration en standard (mol/L), Vs et Ve les volumes du standard et de 

l’échantillon analysé (mL), Ss et Se les aires déterminées sur l’ozonogramme du standard et de 

l’échantillon analysée (unité SI), VSOL le volume total de l’échantillon analysé (mL) et me la 

masse de l’échantillon. 

 

 I.3.1.2 Détermination de l’indice de peroxyde 
 

 L’indice de peroxyde (IP) est associé à la quantité d’espèces peroxydées formées. Plus 

précisément, il s’agit de la quantité d’oxygène actif présent, à la suite de l’oxydation des 

triglycérides des huiles végétales. C’est aussi un dosage iodométrique (AFNOR 2010a) qui met 

en jeu une réaction entre les peroxydes et des ions iodures qui va former du diiode, qui pourra 

lui-même être dosé. On détermine l’indice de peroxyde (exprimée en milliéquivalent d’oxygène 

actif/kg d’échantillon) à l’aide de la formule suivante : 

 

𝐼𝑃 =  
(𝑉−𝑉0)∗𝐶∗1000

𝑚
 (Eq. 3) 
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avec V le volume de la solution de thiosulfate de sodium versé (mL), V0 le volume de la solution 

de thiosulfate de sodium utilisé pour l’essai à blanc (mL), C la concentration de la solution de 

thiosulfate de sodium et m la masse de la prise d’essai (g) 

 

 L’évolution de cet indice est dépendant de la nature du solvant et de la durée de la 

réaction mais pas de la nature de l’huile végétale utilisée (Moureu et al. 2015b) (Figure 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 L’IP connait une augmentation pendant l’ozonation des huiles végétales, associée à la 

formation croissante des peroxydes (Réactions 4, 5 et 7 ; Figure 5). La formation de ces espèces 

est notamment influencée par la présence d’un solvant protique tel que l’eau. Il s’agit d’un 

indice global et ne permet pas d’avoir d’informations sur la nature des espèces formées.  

  

 I.3.1.3 Détermination de l’acidité 
 

 L’acidité (AV) peut être reliée simplement à la quantité d’acides présents dans le milieu. 

Il s’agit d’un dosage acido-basique (AFNOR 2009) dans lequel les acides présents viennent 

réagir avec de l’hydroxyde de potassium. On peut déterminer l’acidité grâce à la formule 

suivante (exprimée en mg de KOH/g d’huile) : 

 

𝐴𝑉 =  
56,1∗𝑉∗𝐶

𝑚
 (Eq. 4) 
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Figure 7. Evolution de l'indice de peroxyde en fonction du temps 

d'ozonation et de la composition du mélange (Moureu et al. 2015b) 
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avec C la concentration exacte de la solution d’hydroxyde de potassium (mol/L), V le volume 

de la solution d’hydroxyde de potassium (mL) et m la masse de la prise d’essai (g). 

 

 L’augmentation de l’acidité avec la durée d’ozonation a été constatée (Moureu et al. 

2015b) (Figure 8) et s’explique par la formation d’acides notamment favorisée en milieu 

protique (Réaction 6, Figure 5, p.22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 8. Evolution de l'acidité en fonction du temps d'ozonation et de la composition du mélange 

(Moureu et al. 2015b) 
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 I.3.1.4 Suivi de la formation de formaldéhyde 
 

 Le formaldéhyde (Figure 9) est un sous-produit de réaction issu de la dégradation de la 

matière organique lors de l’ozonation des huiles végétales.  

 

 

 

 

 

 

 Malgré le fait que cette molécule possède une activité antibactérienne, elle présente une 

certaine toxicité et peut affecter l’intégrité de la cellule à partir d’une concentration de quelques 

ppm. La présence de cette molécule peut être détectée par une réaction à chaud avec l’acide 

chromotropique en solution avec de l’acide sulfurique, ce qui va provoquer une couleur violette 

(Guinesi 2011). Les quantités d’aldéhydes peuvent aussi être déterminées en utilisant la 

méthode d’analyse de la p-Anisidine. Cette procédure met en jeu l’addition d’hydroxylamine 

libre et le résultat obtenu est exprimé en mmmol d’aldéhydes par gramme d’échantillon 

(AFNOR 2007a). 

 

 I.3.1.5 Mesure de la viscosité 
 

 La mesure de la viscosité d’une huile ozonée peut être effectuée à l’aide d’un 

viscosimètre, à une température fixée de 35 à 40 °C et son unité est le Pa.s-1 (ou Poiseuille). La 

viscosité est très dépendante de la température. Par exemple, une huile de sésame ozonée peut 

présenter une viscosité de 900 mPa.s-1 à 22 °C tandis que celle-ci diminue à 400 mPa.s-1 à 35 

°C (Zanardi et al. 2008). Ce paramètre permet d’estimer la quantité d’insaturations présente 

dans l’huile. On peut associer une durée d’ozonation plus longue à une viscosité et une densité 

de produit plus élevée. La viscosité fournit une information sur les interactions de van der 

Waals, qui augmentent avec la diminution de la quantité d’insaturations présente dans le milieu 

réactionnel, mais surtout avec la production de composés polaires. On peut donc lier la valeur 

de la viscosité à la cinétique de réaction. De plus, une polymérisation peut se produire lors du 

processus d’ozonation, notamment avec l’apparition des peroxydes polymériques (Figure 10), 

ce qui peut aussi entraîner une augmentation de la viscosité. Des études ont, en utilisant des 

mesures de viscosité, déterminé que davantage d’ozonides polymériques étaient formés lors de 

l’ozonation d’une huile de pépin de raisin que lors d’une ozonation d’huile de tournesol 

Figure 9. Structure de la molécule de formaldéhyde 



CHAPITRE I – ETAT DE L’ART 

30 

 

(Guerra-Blanco 2015). De plus, la viscosité peut être liée directement aux conditions de 

réaction, comme la présence d’un solvant, notamment l’eau, qui permet d’obtenir une viscosité 

de produit après réaction plus élevée (Rodrigues 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 I.3.2 Les caractérisations spectrales 
 

 I.3.2.1 La RMN 1H et 13C 
 

 Cette technique spectroscopique peut être utilisée pour suivre les modifications de 

structure qui se produisent dans le mélange réactionnel. Les spectres sont obtenus par 

dissolution du corps gras dans du chloroforme deutéré (CDCl3) avec ou sans ajout de 

tétraméthylsilane (TMS) comme étalon interne (Díaz Gavín et al. 2006). Tout d’abord, les 

signaux des protons et des carbones liés à l’insaturation (δ 5,3 ppm pour l’hydrogène et δ 128-

130 ppm pour le carbone) tendent à disparaitre, car il y a une réaction entre l’ozone et ces 

insaturations. On observe l’apparition de nouveaux signaux avec la formation de nouvelles 

molécules, par exemple des aldéhydes (δH 9,6-9,7 ppm et δC 202 ppm), des ozonides (δH 5,1-

5,2 ppm et δC 103,4-104,5 ppm) et des hydroperoxydes (δH 2,4 et 5,5 ppm). On peut utiliser 

l’intégration des signaux des protons -OCH2 du glycérol comme référence car ils ne subissent 

pas de modification pendant la réaction. La RMN en 2D (COSY, HMQC) permet de lier des 

signaux protons et carbones et donc d’apporter des justifications structurales sur l’apparition de 

nouveaux produits (Díaz, Gavín Sazatorni 2005, Sega et al. 2010). Les signaux cités 

précédemment sont regroupés dans le Tableau 5. 

 

 

 

Figure 10.Structure d'un peroxyde polymérique 
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Tableau 5. Différents signaux RMN liés aux différents groupes fonctionnels présents dans les 

huiles ozonées 

 

Groupements 

fonctionnels 

Déplacements chimiques 

(ppm) 

1H 13C 

─CH3 0,8 – 0,9 14,28 

─(CH2)n─ 1,3 29,15 – 31,89 

─CH2−CH2−OCO─ 1,6 24,84 

─CH2OCO─ 2,3 34,08 

─OCO─ − 172,98 

─CH2−CH=CH−CH2─ 5,35 128,0 – 130,0 

─CH2−CH=CH−CH2─ 2 27,18 

 

  

 

5,1 – 5,2 103,4 – 104,5 

─COH 9,6 – 9,7 202 

Hydroperoxydes 
2,4 

− 
5,5 

 

 

 I.3.2.2 La chromatographie en phase gazeuse 
 

 L’utilisation de la CPG couplée à un détecteur à ionisation de flamme permet de 

caractériser des huiles ozonées et notamment d’observer la disparition des chaînes grasses qui 

réagissent avec l’ozone (Díaz, Hernández et al. 2006). Il est possible de déterminer l’apparition 

de certains composés volatils. En effet la décomposition des peroxydes et des hydroperoxydes 

conduit à la formation d’aldéhydes et d’acides carboxyliques avec des longueurs de chaînes 

différentes. Il est possible de quantifier ces espèces en utilisant le p-anisaldéhyde comme étalon 

interne (Omonov et al. 2010). Il faut noter que certaines molécules observées peuvent être le 

résultat d’une dégradation thermique, notamment des ozonides, lors de l’injection. En effet, 

l’injecteur est à une température de 250 °C et il a été démontré que les ozonides se décomposent 

à une température proche de 150 °C pour former des aldéhydes et des acides carboxyliques 

(Cataldo 2015). Cette méthode a notamment permis de déterminer la structure de la fraction 

volatile de l’Oleozon® (Ledea 2001), ou d’observer les molécules issues de la dégradation du 

produit lors du stockage de ce dernier pendant une certaine période (Moureu et al. 2016). 
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 I.3.2.3 La chromatographie liquide 
 

 La séparation des différents composés en fonction de leurs masses molaires est 

envisageable par chromatographie d’exclusion stérique (SEC). On peut isoler trois groupes de 

composés en fonction de leurs masses molaires. Il s’agit tout d’abord des composés de masse 

molaire inférieure aux triglycérides (aldéhydes et acides carboxyliques), puis les triglycérides 

et triglycérides modifiés (ozonides) et enfin les composés de masse molaire supérieure aux 

triglycérides (polymères) (Ledea Lozano 2005). En utilisant un réfractomètre, on peut suivre 

par analyse SEC-RI l’évolution de la masse molaire des molécules de l’échantillon en 

comparant les temps de rétention à des standards (Omonov 2010). 

 

 L’analyse de la structure des triglycérides avant et après réaction avec l’ozone ainsi que 

la formation des ozonides de triglycérides est réalisable par HPLC en phase inverse couplée à 

une détection UV (210nm). La formation majoritaire de tri-ozonides de trioléine a notamment 

été déterminée lors de l’ozonation d’huile d’olive (Miura et al. 2001). 

 

 I.3.2.4 La spectroscopie infrarouge 
 

 La spectroscopie infrarouge repose sur l’interaction entre un rayonnement 

électromagnétique et les liaisons chimiques qui composent le produit étudié. En effet, une partie 

de l’énergie du rayonnement électromagnétique peut être absorbée par une liaison chimique si 

les niveaux d’énergies de la liaison et du rayon infrarouge sont proches. Il peut y avoir ensuite 

transmission ou réflexion de l’énergie non absorbée qui peut être alors mesurée. Dans la gamme 

de longueur d’onde du spectre lumineux, l’infrarouge est situé juste avant le visible. 

L’infrarouge peut être divisé en trois régions : proche, moyen et lointain infrarouge (Figure 11). 

 

 

 

 

 

  

   

 Le domaine du moyen infrarouge (MIR) est largement utilisé pour caractériser les huiles 

végétales avant et après ozonation et observer l’évolution du milieu (Yu 2007, Moureu 2015a, 

Figure 11. Les différentes zones du spectre lumineux 
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An 2017, He et al. 2017, Amri et al. 2020). Pour ces analyses, on utilise la gamme du spectre 

allant de 2600 à 25000 nm (4000 à 400 cm-1) (Travagli et al. 2010). Toutes les études menées 

utilisent des parties spécifiques du spectre apportant des informations sur les structures des 

liaisons chimiques. On peut donc observer la consommation des doubles liaisons du milieu, 

avec l’étirement de la liaison C=C et de la liaison =C-H associée avec la diminution de 

l’intensité des bandes vers 1700 cm-1 et vers 3000 cm-1 respectivement Cette consommation 

conduit à la formation d’ozonides et on remarque l’augmentation de l’intensité de la bande vers 

1100 cm-1, qui s’explique par l’étirement de la liaison C-O des ozonides (Zanardi et al. 2008, 

Georgiev et al. 2015). On peut aussi déterminer la formation d’espèces hydroxylées (acides 

carboxyliques et/ou hydroperoxydes) avec l’apparition d’un large pic entre 3200 et 3600 cm-1. 

Enfin, la formation d’espèces carbonylées est associée à l’augmentation de l’intensité de la 

bande vers 1750 cm-1 (Guillén and Cabo 2002, Soriano et al. 2003, John, Bhattacharya, and 

Raynor 2004).  

 

 Les études sur les huiles végétales non oxydées s’orientent aussi vers l’utilisation de la 

gamme du proche infrarouge (NIR), soit de 830 à 2600 nm (50000 à 4000 cm-1) (Li 1999, 

Richard 2011, Adewale et al. 2014). Cette technique est mise en place en raison de plusieurs 

avantages : c’est une méthode rapide (acquisition des données de quelques secondes à quelques 

minutes), elle est non destructive (pas de dégradation de l’échantillon), nécessite peu de 

consommables et est peu toxique (pas ou peu d’utilisation de solvants comparé aux dosages 

volumétriques). La spectroscopie proche infrarouge est aussi une spectroscopie d’absorption 

mais la différence avec le moyen infrarouge provient du fait que les absorptions ne sont pas 

dues aux vibrations fondamentales des molécules (reliées directement aux fonctions 

chimiques), mais aux vibrations harmoniques et aux vibrations de combinaisons (Dufour 2009).  

  

 La spectroscopie infrarouge apporte une quantité importante de données et de variables. 

Pour en extraire un résultat exploitable, il est nécessaire d’employer la chimiométrie. Il s’agit 

de réaliser des prétraitements mathématiques des spectres réalisés sur les échantillons (par 

exemple effectuer des dérivations du premier ou second ordre) (Bertrand et Dufour 2006). Ces 

prétraitements permettent d’extraire les informations les plus significatives du spectre. Il est 

possible de réaliser ces prétraitements sur l’ensemble du spectre ou sur une partie seulement. Il 

est ensuite possible d’associer ces prétraitements à des modèles de prédictions. Une partie des 

échantillons vont constituer un set de calibration tandis qu’une autre partie va constituer un set 

de validation selon une proportion de 70% et respectivement 30%. Ces modèles vont permettre 
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d’associer des grandeurs chimiques ou physiques qui ont été standardisées aux données issues 

du spectres de l’échantillon. C’est ainsi que certains indices chimiques tels que l’indice d’iode 

ou l’indice de peroxyde ont été déterminés dans certaines huiles végétales (Li 1999, Adewale 

et al. 2014, An 2017, Seweh et al. 2019). 

 

 La Tableau 6 donne un inventaire non exhaustif des techniques de caractérisation mises 

en œuvre pour suivre la composition des huiles végétales ozonées. 

 

Tableau 6. Exemples de caractérisations et d'analyses sur des corps gras ozonés 

 

Caractérisation 
Indice 

d'iode 

Indice de 

peroxyde 
Acidité CPG RMN Infrarouge HPLC Viscosité 

Miura 2001     x x x  

Soriano 2003     x x   

Hernandez 2004  x   x   x 

Diaz, Nunez 2005  x x  x   x 

Diaz, Gavin 2005  x   x    

Diaz-Gomez 2006 x x x x     

Diaz, Hernandez 

2006 
x x x x     

Diaz, Gavin 2006  x   x    

Martinez, Diaz 

2006 
 x       

Sadowska 2008  x x x x   x 

Zanardi 2008 x x x  x x  x 

Skalska 2009 x x x     x 

Diaz-Gomez 2009  x x x     

Omonov 2010    x x  x  

Sega 2010 x x   x   x 

Valacchi 2011 x x x     x 

Diaz 2012  x x x    x 

Georgiev 2015   x x x x  x 

Rodrigues 2015 x x x      

Varol 2017 x x x     x 
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 I.3.3 La stabilité des huiles ozonées 
 

 Après réaction et à température ambiante, l’huile ozonée présente une texture 

homogène, plus ou moins visqueuse allant même jusqu’à l’obtention d’une pâte. Il a donc été 

nécessaire d’étudier les conditions optimales de stockage pour un produit à des fins 

commerciales. Il existe peu de données sur la stabilité des huiles végétales ozonées intervenant 

dans la formulation de produits commerciaux. Généralement, l’évaluation de la stabilité utilise 

l’indice de peroxyde comme référence. Une stabilité de 6 mois minimum a été déterminée pour 

Neozone 4000, une huile de tournesol ozonée, lors d’un stockage en zone réfrigérée ou à 

température ambiante. Une diminution significative de la quantité d’ozonide a été déterminée 

lors d’une période de stockage plus longue (jusqu’à 1 an) et une température plus élevée (40 

°C) (Cirlini 2012). Il a aussi été démontré que l’huile d’olive ozonée (OZO) peut être conservée 

pendant environ un an à température ambiante ou jusqu’à trois ou quatre ans dans un 

réfrigérateur (Boland‐Nazar 2016). 

 

 Une étude complète sur l’huile de tournesol ozonée à haute teneur en acide oléique a 

permis de déterminer la stabilité du produit sous différentes conditions de stockage (Moureu et 

al. 2016). Le produit ozoné pendant 4 h a été stocké de 1 à 12 mois sous une température 

contrôlée variant de -20 °C à +37 °C. On observe sur les échantillons conservés à température 

ambiante et à une température plus élevée (+37 °C) une rapide diminution de l’indice de 

peroxyde, une augmentation de l’acidité, et une disparition des ozonides. Pour les échantillons 

stockés à des faibles températures (-20 °C et +4 °C), on observe une stabilité de ces paramètres. 

Cette étude suggère la dégradation favorisée des peroxydes et des ozonides dans certaines 

conditions, favorisant la formation d’acides carboxyliques. On observe donc une stabilité des 

propriétés chimiques du produit sur une durée d’un an lors d’un stockage au réfrigérateur ou 

congélateur. Cependant, l'activité antibactérienne contre S. uberis est restée inchangée malgré 

la dégradation chimique, ce qui peut s’expliquer par l’augmentation de la quantité en acides 

nonanoïque et azélaïque qui compense la disparition des ozonides (Jang et al. 2012, Sieber et 

Hegel 2014). 
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I.4 Conclusion et objectifs de la thèse 
 

 Il a été démontré depuis longtemps l’utilité des huiles pour leurs propriétés 

antibactériennes. L’ajout d’ozone à ce produit a permis de confirmer qu’il était possible 

d’améliorer ces propriétés et les huiles ozonées présentent aujourd’hui un intérêt dans de 

nombreux domaines (cosmétique, alimentaire, thérapeutique). La synthèse de ce produit est 

maîtrisée sur de petites quantités en réacteur semi-continu mais une demande croissante en huile 

ozonée nécessite d’envisager des procédés à plus grande échelle avec l’amélioration de certains 

paramètres. Dans un souci de chimie plus responsable et pour gagner un temps considérable, 

les méthodes d’analyses actuelles doivent être repensées. Enfin, l’huile ozonée a démontré son 

potentiel pour la lutte contre les mammites mais il est nécessaire de déterminer plus précisément 

si ce produit peut se présenter comme une alternative aux antibiotiques actuels. 

 

 L’objectif de ces travaux de thèse est donc d’envisager l’optimisation de la synthèse 

d’huile ozonée, d’adapter les méthodes d’analyses et démontrer l’efficacité de ce produit contre 

une pathologie ciblée. 

 

 Dans un premier temps nous étudierons la possibilité d’obtenir un mélange ozoné à base 

d’huile de tournesol qui possède des caractéristiques chimiques intéressantes tout en conservant 

une viscosité faible. Cette étude a pour objectif d’envisager une synthèse en flux continu et ainsi 

optimiser la réaction pour une synthèse industrielle. 

 

 Comme le montre la littérature, il est possible de caractériser quantitativement les huiles 

ozonées à l’aide de méthodes chimiques de référence. Cependant, ces méthodes sont largement 

consommatrices en réactifs chimiques dangereux, destructrices pour l’échantillon et longues à 

mettre en œuvre. Les résultats sont obtenus au mieux en quelques heures voire plusieurs jours 

si les analyses sont groupées. Des moyens analytiques plus rapides et moins onéreux sont donc 

nécessaires. La spectroscopie infrarouge est une solution particulièrement bien adaptée. C’est 

une méthode rapide et non destructive. Cette méthodologie nécessite une phase d’étalonnage 

qui lie le spectre infrarouge aux résultats des mesures faites au laboratoire par des méthodes de 

référence. L’étalonnage doit être réalisé pour chacun des indices chimiques que l’on souhaite 

prédire par la suite. Cette méthode est déjà utilisée pour prédire avec succès des teneurs en 

acide, teneur en insaturation, etc. dans des huiles végétales mais aucune étude n’est encore 

disponible sur la prédiction d’indices caractérisant les huiles ozonées. 
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 Enfin, les huiles ozonées sont le plus souvent étudiées dans le but d’une application chez 

l’homme mais leur efficacité sur des espèces bactériennes impliquées dans le développement 

de mammites est clairement établie. Toutefois, aucune étude n’a été réalisée sur un panel 

complet de germes isolés d’animaux. Nous évaluerons l’activité antibactérienne de l’huile de 

tournesol ozonée, sur un panel de souches bactériennes isolées à partir de lait recueilli sur des 

brebis atteintes de mammites 
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II.1 Les réactifs utilisés 
 

 L’ensemble des réactifs utilisés au cours de toutes les expériences est référencé dans le 

Tableau 7. 

 

Tableau 7. Liste des réactifs utilisés lors des expériences 

 

Réactif Pureté (%) Fournisseur 

Acétate d'éthyle 99,9 Carlo-Erba 

Acide acétique glacial 100 Carl Roth 

Acide chlorhydrique 98 Sigma-Aldrich 

Acide nonanoïque 97 Fisher 

Agar de Mueller-Hinton -   

Bouillon cœur-cervelle -   

Cerium ammonium sulfate dihydraté >94 Alfa-Aesar 

Chloroforme deutéré 99,8 Sigma-Aldrich 

Cyclohexane >99,5 Carl Roth 

Ethanol >99,8 Carlo-Erba 

Heptamolybdate d'ammonium tetrahydraté - VWR 

Huile de tournesol à haute teneur en acide oléique - Atteris 

Huile de tournesol classique - Carquefou 

Hydroxyde de potassium 86,1 VWR 

Iodate de potassium >99,5 Sigma-Aldrich 

Iodure de potassium >99,5 Fisher 

Isooctane >99 Carl Roth 

Méthanol >99,9 Carlo-Erba 

Méthyl tert-butyl éther (TBME) >99,5 Sigma-Aldrich 

Oléate de méthyle >99 Sigma-Aldrich 

Réactif de Wijs - Fisher 

Thiosulfate de sodium >99 Fisher 

Toluène >99 Fisher 

Triméthylsulphonium hydroxyde (TMSH) ≈ 0,25 M dans méthanol Sigma-Aldrich 

Tween-80 - Fisher 

Undécanoate de méthyle 99 Sigma-Aldrich 

 

 L’eau milli-Q (ultra pure avec une résistivité de 18 mohm.cm-1) utilisée est obtenue à 

l’aide d’un appareil de purification de l’eau de type Milli-Q® Integral 15 (Millipore). 

L’ensemble des synthèses utilisant l’eau comme solvant nécessite l’emploi d’eau milli-Q. 
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II.2 L’ozonation des matières grasses 
 

 II.2.1 Ozonation en réacteur semi-continu 
 

 II.2.1.1 Description du montage 
 

 Le poste d’ozonation est composé des quatre outils suivants (Figure 12) : 

- Le générateur d’ozone (ou ozoneur) alimenté par de l’oxygène pur ou un mélange 

d’oxygène et d’air de qualité industrielle. 

- Le réacteur d’ozonation, qui est le lieu même de la réaction entre l’ozone et les matières 

grasses. 

- Les analyseurs d’ozone situé avant et après le réacteur. 

- La destruction chimique de l’ozone gazeux résiduel avant un rejet dans l’atmosphère 

(réaction avec du KI en solution ou à l’aide d’une cartouche de CuMnO3). 

 

 

 

 II.2.1.2 Le générateur d’ozone 
 

 Le générateur d’ozone était un ozoneur OZAT CFS-1 (Ozonia Suisse) à tubes 

diélectriques fonctionnant à une pression relative de 0,7 bar. Une circulation d’eau a été 

nécessaire pour permettre un refroidissement efficace du réacteur de production d’ozone. La 

Figure 12. Schéma du poste pour l'ozonation des matières grasses 
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concentration en ozone obtenue à la sortie dépend essentiellement de la nature du gaz (air pur 

ou oxygène pur), du débit de gaz et de la puissance appliquée aux deux électrodes. Pour 

l’ensemble des manipulations, le gaz utilisé a été de l'oxygène pur (Air Liquide) afin d'avoir 

une concentration en ozone la plus élevée possible.  

 

 II.2.1.3 Le réacteur d’ozonation 
 

 La plupart des réactions d’ozonation des huiles végétales et des matières grasses ont été 

réalisées dans un réacteur gaz-liquide semi-continu (Figure 13). Ce réacteur en verre d’un 

volume maximal en réactif de 80 mL est muni d’un circuit de régulation de température à 

l’intérieur d’une double paroi en verre. L’ozone a été introduit dans le réacteur grâce à un fritté 

qui vient s’insérer dans la partie inférieure du réacteur et qui permet de faire buller le gaz dans 

l’échantillon. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 II.2.1.4 Les analyseurs d’ozone 
 

Deux analyseurs d’ozone à affichage digital (Ozone analyser BMT 961) sont placés 

avant l’entrée et après la sortie du réacteur. Ils effectuent des mesures en continu de la 

concentration en ozone dans la phase gazeuse par analyse UV à 254 nm (Mendez et al. 2003). 

Figure 13. Réacteur semi-continu pour l'ozonation des huiles végétales et des matières grasses 
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La concentration déterminée est affichée en g/m3 et dépend de la pression et de la température 

de la phase gazeuse. 

 

 II.2.1.5 Destruction de l’ozone résiduel 
 

 L’installation comporte un système de destruction chimique à l’iodure de potassium 

(KI) pour éliminer les traces d’ozone en excès avant le rejet dans l’atmosphère. 

 

 II.2.1.6 Conditions opératoires standards 
 

 Dans l’ensemble des manipulations, sauf indications contraires, les conditions 

opératoires suivantes ont été appliquées : 

- Débit ozone pur = 30 L/h 

- Concentration en ozone = 65 g/m3 

- Quantité d’huile = 50 g 

- Température du circuit d’eau dans le réacteur = 27 °C 

- Durée de réaction = 4 h 

 

 II.2.2 Cas particulier de la synthèse en flux continu 
 

 L’ozonation de matières grasses a été envisagée en réacteur en flux continu pour un 

transfert de technologie vers une échelle industrielle. Le poste d’ozonation possède des 

similitudes avec la synthèse en réacteur semi-continu et est composé de plusieurs outils disposés 

selon le schéma suivant (Figure 14) : 

Figure 14. Dispositif expérimental utilisé pour l'ozonation en flux continu des corps gras 
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- Un générateur d’ozone OZAT-CFS-1 (Ozonia, Suisse) qui transforme l’oxygène pur 

(Air liquide) par système de décharge corona (A).  

- Un analyseur d’ozone (Ozone analyser BMT 961) qui est placés en sortie du générateur 

d’ozone (B). 

- Un compresseur qui permet de de comprimer l’ozone avant de l’injecter dans le réacteur 

et permettant d’augmenter le rapport gaz/liquide (C). 

- Une pompe type HPLC (D) qui permet de prélever l’échantillon (E). 

- Un microréacteur thermostaté (F) (réacteur Low-Flow, Corning). 

- Le produit est recueilli dans un récipient (bouteille par exemple) en sortie de réacteur 

(G). 

- Un système de destruction de l’ozone en excès (H), par exemple un piège au KI ou un 

système de hotte aspirante. 

 

Le microréacteur Low-Flow de Corning est composé d’une ou de plusieurs plaques (6 

au maximum) qui associent plusieurs dizaines de réacteurs de taille microscopique en continu 

(Figure 15). Le volume d’une plaque est de 0,45 mL. Il est donc possible de moduler le volume 

total du système. Les réacteurs présentent une technologie en forme de « cœur » qui permet une 

succession de flux laminaires et continus qui entraîne un meilleur transfert gaz-liquide. 

L’ensemble des plaques est soumis à un circuit d’eau thermostaté qui permet de maintenir ou 

d’appliquer une température à l’ensemble du système. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.3 Les plans d’expériences 
 

Un plan d’expériences permet d’étudier l’influence de plusieurs paramètres sur un 

procédé. Le plan est fondé sur deux approches principales : la recherche de l’importance des 

Figure 15. Vue d'une plaque de réacteurs du système Low-Flow de Corning 
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facteurs (factor screening) et la modélisation mathématique du procédé étudié (Goupy 2006). 

Une corrélation mathématique permet de décrire une variable réponse (une grandeur d’intérêt 

comme un indice chimique par exemple) à l’aide de facteurs qui sont les paramètres du procédé 

étudié (Leardi 2009).  

 

 II.3.1 Plan de Doelhert à deux facteurs 
 

Le plan de Doelhert a été choisi car il s’agit de l’un des plus efficaces et nécessite le 

moins d’expérimentations. De plus, il permet de décrire un comportement non-linéaire en raison 

du modèle mathématique de deuxième ordre et il est très utile pour optimiser le système 

(Ferreira et al. 2004). Les points d’expériences du plan proposé par David Doelhert en 1970 

remplissent de manière uniforme l’espace expérimental à deux facteurs et présentent une forme 

d’hexagone régulier avec un point central (Figure 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Le Tableau 8 est une représentation sous forme de matrice d’expériences de la Figure 

16. La disposition des points conduit à cinq niveaux pour le facteur X1 et trois niveaux pour le 

facteur X2. Avant tout, il faut donc définir un niveau minimal (-1) et maximal (+1) qui sont les 

limites d’études pour chaque facteur. 

 

Figure 16. Plan de Doehlert pour l’étude de deux facteurs 
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Tableau 8. Plan de Doehlert pour deux facteurs 

 

Essai Facteur X1 Facteur X2 

1 0 0 

2 + 1 0 

3 + 0,5 + 0,866 

4 - 0,5 + 0,866 

5 - 1 0 

6 - 0,5 - 0,866 

7 + 0,5 - 0,866 

 

  

 Pour ces sept points expérimentaux, il est déterminé une réponse Y qui peut être 

représentée par une fonction mathématique du second degré : 

 

𝑌(𝑛) = 𝑓(𝑋1(𝑛), 𝑋2(𝑛)) = 𝑎0 + 𝑎1 ∗ 𝑋1(𝑛) +  𝑎2 ∗ 𝑋2(𝑛) + 𝑎12 ∗ 𝑋1(𝑛) ∗ 𝑋2(𝑛) 

+𝑎11 ∗ 𝑋1(𝑛) ∗ 𝑋1(𝑛) + 𝑎22 ∗ 𝑋2(𝑛) ∗ 𝑋2(𝑛) + 𝑟(𝑛) 

 

Avec :  

- n : le numéro de l’essai 

- a0 : terme constant qui correspond à la réponse au centre du domaine 

- a1 et a2 : termes linéaires 

- a12 : terme d’interaction 

- a11 et a22 : termes quadratiques 

- r : le résidu qui correspond à l’écart entre la valeur observée et la valeur calculée  

 Les valeurs des coefficients ont été calculés par régression multilinéaire à l’aide des 

données obtenues expérimentalement. Les sept points expérimentaux permettent d’obtenir sept 

équations. Ce système peut être écrit sous forme matricielle de façon générale (Karam 2004) : 

 

(Y) = (X) (A) + (R) 

 

Avec : 

- (X) : matrice du modèle 

- (Y) : matrice des résultats d’essais pour une réponse donnée 

- (A) : vecteur des estimateurs des coefficients 

- (R) : matrice des résidus 
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 L’estimation des coefficients à partir de la méthode des moindres carrés fait alors 

intervenir l’équation matricielle suivante : 

 

(A) = (tXX)-1 (tX) (Y) 

 

 Une fois les valeurs de ces coefficients déterminés, il est nécessaire d’évaluer la variance 

du modèle ainsi que de chacun des coefficients. On simplifie les équations précédentes de la 

façon suivante : 

 

Y(n) = M(n) + r(n) 

 

Avec : 

- n : le numéro de l’essai 

- Y : réponse mesurée expérimentalement 

- M : réponse calculée à partir du modèle développé 

- r : résidu entre les deux mesures 

 

 Les analyses classiques de variances ne font pas intervenir les réponses mais les 

différences entre les réponses et leurs moyennes Ŷ, soit (Y - Ŷ) et (M- Ŷ). Ces termes peuvent 

être isolés à partir de la relation précédente sur le résidu en soustrayant Ŷ, on obtient alors : 

Y - Ŷ = M - Ŷ + r 

 

 On élève ensuite les termes au carré et on réalise la somme sur toutes les réponses 

obtenues (on suppose n essais), ce qui donne dans notre cas la relation : 

∑(Yi − 𝑌�̂�)

n

i=1

² = ∑(𝑀𝑖 − 𝑌�̂�)

𝑛

𝑖=1

² + ∑ 𝑟𝑖²

𝑛

𝑖=1

 

  

 On a donc réalisé une analyse de variance (ou test ANOVA) entre le modèle corrigé de 

la moyenne et les résidus, soit sur les facteurs (Mi - Ŷi).  et ri. Cette analyse nous a permis 

d’observer si le modèle proposé était significatif et si les réponses calculées ont été 

statistiquement significatives. 
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 Pour cette analyse, le degré de liberté des deux groupes était nécessaire. Le degré de 

liberté (ddl) de la variation du modèle corrigé de la moyenne correspond au nombre de 

coefficients calculés (ao, a1 …) moins un. Pour la variation des résidus, le degré de liberté est 

égal au nombre de réponses obtenus moins le nombre de coefficients. Ensuite, la variance, qui 

est aussi appelée « carré moyen » est déterminée par le rapport entre la somme des carrées et le 

degré de liberté. Enfin, un test F (ou test de Fisher) est effectué pour confirmer ou non que le 

modèle statistique soit représentatif ou non de la réalité. A partir de la valeur obtenue pour F, 

on peut déterminer une valeur de p qui correspond à la probabilité d’accepter la valeur du 

modèle alors qu’elle est fausse. Finalement, plus la valeur de p est faible et plus le modèle 

proposé est significatif. De la même manière, concernant les différents termes des modèles, 

lorsque leurs valeurs p ont été inférieures à 0,05, ces termes ont pu être considérés comme 

significatifs (Bourgin 2011) 

 

 La construction et l’analyse des plans d’expériences ont été réalisées à l’aide du logiciel 

JMP® et Minitab (version 18.1). 

 

 II.3.2 Plan de surface de réponse étendu 
 

Un plan de surface de réponse personnalisé est mis en place de la même manière que le 

plan de Doelhert mais le nombre d’essais et les compositions des mélanges sont différents. Les 

compositions ont été choisies arbitrairement pour représenter plus efficacement l'ensemble du 

domaine expérimental. 

 

Il faut considérer le passage entre les quantités de solvants et les variables codées à 

l’aide de l’équation suivante : 

 

X = (m-N0) / (N1 – N0) 

 

Avec : 

- X : la variable codée 

- m : la quantité de solvant pour le facteur étudié 

- N1 : la valeur du niveau +1 dans le domaine expérimental 

- N0 : la valeur du niveau 0 dans le domaine expérimental 
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La détermination des coefficients, l’analyse de la variance du modèle et des différents 

coefficients suivent la même méthode que pour le plan de Doelhert.  

 

II.4 Les caractérisations chimiques 
 

 L’appareil utilisé pour les dosages est un titrateur automatique Metrohm Ti-Touch 916 

(Figure 17), équipé de 2 électrodes (une solvotrode qui est une électrode pH combinée pour la 

mesure et une électrode de platine pour l’électrode de référence). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 II.4.1 Détermination de l’indice d’iode 
 

 L’indice d’iode (II) est déterminé par la masse de diiode (exprimée en g) capable de se 

fixer sur les doubles liaisons carbone-carbone des acides gras de 100 g de matière grasse. 

L’indice d’iode a été déterminé par dosage iodométrique en retour (AFNOR 2011). L’ensemble 

de la méthode, notamment la masse de la prise d’essai, a été adaptée en fonction du type de 

corps gras, de la durée d’ozonation ou de la présence d’adjuvants.  

 

 La détermination de l’indice d’iode d’un échantillon nécessite au préalable la mesure de 

celui d’un « blanc » (absence d’échantillon) et le protocole suit les étapes suivantes : 

- Dissoudre l’échantillon (entre 0,1 et 2,5 g) dans 20 mL d’un mélange cyclohexane/acide 

acétique glacial (1:1). 

- Ajouter 20 mL de réactif de Wijs, pour réagir avec les insaturations du mélange, à 

l’obscurité pendant 1h pour les échantillons avant ozonation et pendant 2h pour les 

échantillons après ozonation (Réaction 1, Figure 18). 

Figure 17. Dispositif de dosage (Ti-Touch 916) 
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- Ajouter 20 mL de solution de KI (iodure de potassium) à 100 g/L. Il se forme alors du 

I2 (diiode) en excès (Réaction 2, Figure 18). 

- Doser le I2 en excès par une solution thiosulfate de sodium à 0,1 mol/L (Réaction 3, 

Figure 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 On détermine finalement l’indice d’iode grâce à la formule suivante (exprimée en g de 

I2/100g d’échantillon) : 

𝐼𝐼 =  
12.69∗𝐶∗(𝑉1−𝑉2)

𝑚
 (Eq. 1) 

 

C : concentration de la solution de thiosulfate de sodium (mol/L) 

V1 : volume de solution titrante pour le blanc (mL) 

V2 : volume de solution titrante pour l’essai (mL) 

m : masse de la prise d’essai (g) 

 

 Il est nécessaire d’ajuster la prise d’essai (entre 0,1 et 2,5 g), en effet, si la masse de 

produit est trop élevée, V2 pourrait tendre vers 0 (pas d’excès de réactif de Wijs) et, à l’inverse, 

si la prise d’essai n’est pas suffisante, la différence entre V1 et V2 pourrait être insuffisante et 

l’indice d’iode sera imprécis. 

 

 II.4.2 Détermination de l’indice de peroxyde 
 

 L’indice de peroxyde (IP) est déterminé par la quantité de peroxydes formés durant 

l’ozonation des corps gras. L’indice de peroxyde a été déterminé par dosage iodométrique 

(AFNOR 2010a). L’ensemble de la méthode, notamment la masse de la prise d’essai, a été 

Figure 18. Réactions de dosages pour la détermination de l'II 
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adaptée en fonction du type de corps gras, de la durée d’ozonation ou de la présence 

d’adjuvants.  

 

 La détermination de l’indice de peroxyde d’un échantillon nécessite au préalable la 

mesure de celui d’un « blanc » (absence d’échantillon) pour corriger le volume équivalent. En 

effet, des substances oxydantes peuvent être présentes dans le mélange de solvant utilisé pour 

dissoudre l’échantillon. Le protocole suit les étapes suivantes : 

- Dissoudre l’échantillon dans 20 mL d’un mélange isooctane/acide acétique glacial (2:3). 

- Ajouter 500 µL de solution saturée d’iodure de potassium. 

- Placer l’échantillon à l’obscurité pendant 1 minute pour permettre la réaction entre les 

peroxydes et les ions iodures (Réaction 1, Figure 19). 

- Ajouter 100 mL d’eau et doser le diiode formé lors de la réaction 1 par du thiosulfate 

de sodium à 0,01 mol/L (Réaction 2, Figure 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 On détermine finalement l’indice de peroxyde grâce à la formule suivante (exprimée en 

kg d’oxygène actif/kg d’échantillon) : 

𝐼𝑃 =  
(𝑉−𝑉0)∗𝐶∗1000

𝑚
 (Eq. 3) 

 

V : volume de la solution de thiosulfate de sodium versé (mL)  

V0 : volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour l’essai à blanc (mL)  

C : concentration de la solution de thiosulfate de sodium (0,01 mol/L)  

m : masse de la prise d’essai (g) 

 

 Il faut noter que plus l’indice de peroxyde est élevé et plus la prise d’essai doit être faible 

pour restreindre le volume de thiosulfate de sodium qui va réagir avec le diiode. Une quantité 

comprise entre 0,05 g et 0,3 g est alors engagée pour déterminer l’indice de peroxyde. 

Figure 19. Réactions de dosages pour la détermination de l'IP 
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II.5 Les caractérisations spectrales 
 

 II.5.1 La chromatographie en phase gazeuse 
 

 La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est utile pour déterminer le profil des 

acides gras présents dans un échantillon. Il est important de noter que l’on réalise une 

estérification suivie d’une méthylation des échantillons avant analyse. En effet, certaines 

molécules sont trop polaires pour être analysées directement (acides carboxyliques) ou non-

volatils (triglycérides). Le protocole consiste donc à utiliser un agent de méthylation : le 

triméthylsulphonium hydroxyde (TMSH) (AFNOR 2010b). On utilise ensuite un étalonnage 

interne pour réaliser des analyses quantitatives. L’étalon est l’undécanoate de méthyle (C11:0) 

car il n’est pas présent dans le milieu réactionnel d’étude et le pic de cet étalon est bien séparé 

des autres pics du mélange. 

 

 La préparation d’un échantillon suit le protocole suivant : 

- Réaliser une solution à 50 mg/mL en échantillon et 10 mg/mL en étalon interne dans du 

méthyl tert-butyl éther (MTBE). 

- Dans un vial avec un insert, mélanger 50 µL la solution précédente avec 50 µL de 

TMSH. 

 Les caractéristiques de l’appareil de CPG sous les suivantes : 

- Appareil : Clarus 680 – Perkin Elmer 

- Détecteur FID 

- Colonne capillaire ZB-FFAB (L 30 m, Ø 0,25 mm, granulométrie 0,25 μm) 

- Gaz vecteur : Hydrogène (débit : 3,2 mL/min, fuite : 50 mL/min) 

- Température du four : 70 °C pendant 5 min puis une montée progressive jusqu’à 160 

°C (5 °C/min) puis montée à 220 °C (2 °C/min), maintenir pendant 12min. 

- Durée d’analyse : 65 min. 

- Température du détecteur : 230 °C 

- Température de l’injecteur : 250 °C 

 

 On distingue sur le chromatogramme obtenu la sortie successive de différents composés 

en fonction de l’affinité avec la colonne (Figure 20). La nature de ces composés peut être 

déterminée en fonction de la grandeur de la chaîne carbonée, de la fonction chimique et de la 
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présence d’insaturations. Les temps de rétention associés aux différents produits sont présentés 

dans le Tableau 9.  

 

Tableau 9. Temps de rétention de différents composés 

 

Produits Temps de rétention (min) 

1 Hexanal 3,05 

2 Acide hexanoïque 4,53 

3 Nonanal 9,75 

4 Acide nonanoïque 12,19 

5 Undécanoate de méthyle 17,01 

6 Acide azélaique 25,80 

7 Acide palmitique 27,60 

8 Acide stéarique 33,22 

9 Acide oléique 33,75 

10 Acide linoléique 35,16 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 II.5.2 La spectroscopie moyen infrarouge 
 

La caractérisation en moyen infrarouge est une technique d’analyse qui utilise les 

caractéristiques de la spectroscopie. Elle utilise le principe sur lequel un rayonnement 

polychromatique va être en partie absorbé et en partie réfléchie par la matière à analyser. La 

mesure des absorbances sur l’ensemble des longueurs d’ondes du rayon qui est réfléchi 

Figure 20. Chromatogramme obtenu lors de l'analyse d'une solution de standards 

(composés identifiés dans le tableau 9) 
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constitue un spectre. On estime que ce spectre constitue une empreinte spectrale propre à 

l’échantillon et sa composition chimique. Les spectres dans la gamme du moyen infrarouge 

sont obtenus à partir d’un spectromètre FT-IR Avatar 370 (Thermo Nicolet). On dépose une 

goutte d’échantillon sur une carte ST-IR en polyéthylène (Thermo Scientific) (Figure 21). Si 

l’échantillon est trop pâteux, cette technologie présente l‘avantage de pouvoir répartir une petite 

quantité du produit sur la fenêtre de dépôt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le spectre obtenu est le résultat de 32 balayages entre 400 et 4000 cm-1 et une résolution 

de 2 cm-1. Dans le cas d’une huile THO ozonée selon différentes conditions, on observe la 

présence de bandes spécifiques qui peuvent être reliées à des fonctions chimiques précises telles 

que les insaturations ou les fonctions hydroxyles (Figure 22). 

 

Figure 21. Carte ST-IR 

Figure 22. Exemples de spectre d'absorbance dans la gamme spectrale MIR pour une huile THO ozonée 

4h avec différentes compositions 
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 II.5.3 La spectroscopie proche infrarouge 
 

La caractérisation en proche infrarouge utilise le même principe que précédemment 

mais dans une gamme de longueurs d’ondes différente. Le second appareil est un spectromètre 

de la marque ARCoptix (Arcoptix S.A., Suisse) couplant les régions de l’UV-Visible (UV-Vis) 

et du NIR (near-infrared). La source lumineuse UV-Vis-NIR est composée d’une lampe au 

deutérium émettant de 200 à 1040 nm et d’une lampe halogène émettant de 780 à 2600 nm. Elle 

est reliée par fibre optique à un spectromètre UV-Vis multicanaux, un spectromètre FT-NIR et 

une sonde déportée. Cette sonde effectue les mesures en réflexion sur l’échantillon, et la 

réflectance collectée pour chacune des deux lampes est distribuée au détecteur du spectromètre 

correspondant (Figure 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Il est possible de remplacer la sonde par un trajet optique direct entre la source 

lumineuse et le spectromètre dans lequel viens s’insérer un emplacement pour cuvette de 

spectrophotométrie (en PS ou quartz) (Figure 24). Il suffit de déposer l’échantillon dans la cuve 

et de mesurer l’absorbance en transmission. 

Figure 23. Dispositif de l’ARCoptix pour l’acquisition de spectres en réflexion 
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 Il est alors possible de coupler l’acquisition UV-vis et NIR pour donner un spectre 

s’étendant de 200 à 2600 nm avec une résolution de 1 nm. Différents spectres obtenus pour 

différentes conditions d’ozonation sont présentés Figure 25. On observe qu’il est moins facile 

de lier une bande à une fonction chimique précise. 

Figure 24. Dispositif pour insérer une cuvette dans le trajet optique pour le spectromètre ARCoptix 

Figure 25. Exemples de spectre d'absorbance dans la gamme spectrale NIR pour une huile 

THO ozonée 4 heures avec différentes compositions 
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II.6 Les outils de chimiométrie 
 

 La spectroscopie infrarouge, lorsqu’elle est utilisée comme un outil d’analyse est une 

méthode indirecte qui nécessite le développement d’étalonnages (ou « calibrations »). Dans ce 

contexte, les étalonnages sont une mise en relation linéaire statistique entre les spectres et 

l’information à prédire (analyse). On utilise alors la chimiométrie, qui est l'application d'outils 

mathématiques, en particulier statistiques, pour obtenir le maximum d'informations à partir de 

données chimiques.  

 

 Pour calibrer un modèle en cours d'élaboration, 70% d’un ensemble de données a été 

sélectionné au hasard pour l'élaboration d'un ensemble de calibration et pour la validation 

croisée. Les 30% restants des échantillons non utilisés dans le modèle de calibrage PLS ont été 

utilisés pour produire un ensemble de validation externe pour chaque calibrage. L'ensemble 

d'échantillons a été sélectionné au hasard, avec des réaffectations utilisées pour garantir que les 

échantillons de l'ensemble de prédiction restent dans la plage des valeurs de référence de 

l'ensemble de formation. Pour le développement du modèle, la totalité ou une partie des données 

spectrales ont pu être utilisées. En effet, dans certains cas, seule l’étude d’une partie du spectre 

contenant une bande spectrale caractéristique d’un réactif ou d’un produit est nécessaire.  Le 

prétraitement mathématique et les ajustements PLS ont été effectués à l'aide du logiciel The 

Unscrambler®X (version 10.3, CAMO, Trondheim, Norvège) ou à l’aide de l'environnement 

R Studio. 

 

 Pour réduire ou éliminer les facteurs non ciblés dans les spectres de l'échantillon, nous 

avons évalué les méthodes mathématiques de prétraitement suivantes : normalisation standard 

du vecteur (SNV), la correction multiplicative de la diffusion (MSC), dérivée première et 

dérivée seconde. La performance des modèles de calibration PLS résultants est quantifiée par 

le coefficient de détermination (R²), l'erreur quadratique moyenne (RMSE) et la déviation 

prédictive résiduelle (RPD). 

 

 Le coefficient de détermination ne dépend pas de l'échelle de la variable y et est donc 

particulièrement utile pour comparer directement des modèles basés sur différentes variables 

de réponse. Pour chaque modèle, deux coefficients R² ont été calculés : un pour les résultats de 

calibration de l'ensemble d'entraînement (R²Cal), et un pour la prédiction de l'ensemble de 

validation externe (R²Pred). R² est calculé par l’équation suivante : 
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𝑅² = 1 −
∑(𝑦expt−𝑦pred)

2

∑ 𝑦expt
2  (Eq. 5) 

 

où y sont les valeurs expérimentales ou prédites. 

 

 Pour le RMSE, deux valeurs sont calculées pour chaque modèle, correspondant à 

l'étalonnage de l'ensemble de formation (RMSECal) et à la prédiction de l'ensemble de test 

externe (RMSEPred). La RMSE est définie comme suit (Mevik et Cederkvist, 2004) : 

 

𝑅𝑀𝑆𝐸 = √
∑(Y−Ŷ)²

𝑛
 (Eq. 6) 

 

où Y se réfère aux valeurs mesurées expérimentalement, Ŷ est la valeur correspondante prédite 

par le modèle, et n est le nombre d'échantillons dans l'ensemble de formation (pour RMSECal) 

ou dans l'ensemble de test (pour RMSEPred). 

 

 Le RPD a également été calculé pour chaque modèle afin de quantifier la prédiction 

basée sur l'ensemble d'échantillons de validation externe. Le RPD est défini comme l'écart-type 

des valeurs Y de l'ensemble de formation divisé par l'erreur standard de prédiction (SEP) (Wu 

et al. 2010), où la SEP est obtenue à partir de l’équation suivante : 

 

𝑆𝐸𝑃 =  √(𝑅𝑀𝑆𝐸Pred
2 −𝐵𝐼𝐴𝑆2)𝑛

𝑛−1
 (Eq. 7) 

 

où le BIAS est la moyenne arithmétique des erreurs de prédiction pour les échantillons de 

l'ensemble de test. Plus le RPD est élevé, plus le modèle est susceptible de prédire avec 

précision la composition chimique d'un nouvel ensemble d'échantillons. Des travaux antérieurs 

indiquent que la fourchette RPD 0,0-2,3 indique un modèle inutilisable, 2,4-3,0 indique un 

modèle utile uniquement pour un dépistage de qualité très grossière, 3,1-4,9 indique un modèle 

utile pour le dépistage de qualité, 5,0-6,4 indique un modèle utile pour le contrôle de qualité, et 

> 6,5 indique un modèle utile pour le contrôle de processus et toutes les applications 

mentionnées précédemment (Williams et al. 2001, Natsuga et al. 2006). 
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II.7 L’évaluation de l’activité antibactérienne 
 

 II.7.1 Le prélèvement et l’identification des souches 
 

Le prélèvement du lait et la culture bactériologique ont été effectués de manière 

conventionnelle. Avant le prélèvement, les trayons ont été désinfectés, après élimination des 

premiers jets, puis à l’aide d’une gaze imbibée d'une solution alcoolisée à 70%. Au laboratoire, 

les échantillons de lait ont été étalés au minimum sur de la gélose trypticase soja enrichie de 

5% de sang de mouton (BioMérieux, France), et parfois sur des milieux additionnels 

(d’orientation). Les géloses ont été incubées à 37 °C en atmosphères normales et en atmosphère 

enrichie en CO2 en l’absence de pousse bactérienne observée. Les colonies ainsi cultivées ont 

été dénombrées, caractérisées (coloration de Gram), puis identifiées. 

 

L'identification s'est faite à l'aide de deux méthodes en fonction du score de confiance. 

Premièrement, après le clonage, les colonies ont été identifiées en utilisant un système 

d'identification biochimique en microtubes API®/ID32 (BioMérieux), selon les instructions du 

fabricant. Les résultats ont été interprétés à partir de la base de données APIWEB® 

(BioMérieux). Les analyses sont arrêtées lorsque l'identification au niveau de l'espèce ou de la 

sous-espèce était au moins supérieur à une précision de 99%, conformément à la coloration de 

Gram et aux tests biochimiques. Pour les scores de confiance inférieurs, l'identification a été 

réalisée à l’aide de la spectrométrie de masse à temps de vol par désorption-ionisation laser 

assistée par matrice (MALDI-TOF). Des surnageants de centrifugation bactérienne ont été 

placés sur une plaque cible polie (Bruker Daltonics, Brême, Allemagne), puis les échantillons 

ont été analysés par un spectromètre de masse MALDI-TOF (Microflex LT, Bruker Daltonics) 

avec le logiciel flexControl. L'identification a été basée sur le score le plus élevé pour la 

correspondance avec un spectre dans la base de données. Tous les isolats ont été stockés à −80 

°C dans une solution contenant du glycérol (15%). 

 

 II.7.2 La mise en culture des bactéries 
 

 Les différentes souches bactériennes (isolats fournis par l’Ecole Nationale Vétérinaire 

de Toulouse ou des souches de collection) sont conservées dans du lait glycérolé (15%) à −20 

°C. Après décongélation, 50 μL sont mis en culture dans 5 mL de bouillon cœur-cervelle (BCC). 

Ces suspensions sont incubées à 37 °C sous agitation (≈120 rpm) jusqu'à ce que la croissance 
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bactérienne soit visible (milieu de culture trouble). La densité optique à 600 nm est alors 

mesurée pour chaque suspension. Les valeurs obtenues sont utilisées pour diluer les suspensions 

bactériennes afin d'obtenir des inocula bactériens standardisés à 1x106 UFC/mL. Les dilutions 

sont faites en utilisant du BCC et la relation 0,001 UA = 1x106 UFC/mL. Des dénombrements 

viables sont réalisés pour vérifier la concentration réelle de l’inoculum. Des facteurs de 

corrections peuvent alors être appliqués si l’inoculum est trop ou pas assez concentré. 

 

 II.7.3 La détermination des CMIs 
 

 Les concentrations minimales inhibitrices (CMIs) servent à évaluer l’activité 

antibactérienne des différents corps gras ozonés et sont déterminées grâce à la méthode de 

microdilution (AFNOR 2007b). Des solutions de corps gras ozoné à différentes concentrations 

(entre 1,25 et 80 mg/mL) sont préparées dans du bouillon Mueller-Hinton. Pour permettre la 

dispersion du corps gras dans le milieu, 2% de Tween-80 sont ajoutés au bouillon. Les solutions 

sont réparties sur les microplaques selon le schéma présenté par la Figure 26. Cette méthode de 

remplissage des plaques permet de tester simultanément 4 corps gras ozonés et/ou 4 souches 

bactériennes différentes. 

 

 On peut observer sur la Figure 26 : 

- Ligne 1 : solution ayant la plus forte concentration en corps gras ozoné (50 μL/puit) 

- Lignes 2 à 7 : concentrations décroissantes en corps gras ozoné (50 μL/puit) 

- Ligne 8 : bouillon Mueller-Hinton avec 2% de Tween-80 (50 μL/puit) 

Figure 26. Schéma de remplissage des microplaques servant à la détermination des CMIs 
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 Dans les colonnes grisées (C, F, I et L) 50 μL de BCC (témoins négatifs) sont ajoutés 

tandis que dans les autres colonnes, on ajoute 50 μL de suspension bactérienne. Le volume final 

contenu dans les puits est de 100 μL. Les suspensions bactériennes ont une concentration finale 

de 5x105 UFC/mL. Des dénombrements viables sont effectués pour s'assurer que la 

concentration finale de l'inoculum se rapproche de cette valeur. Les microplaques sont 

recouvertes d'un couvercle, scellées avec du parafilm puis placées à incuber à 37 °C pendant 24 

± 4 h. La CMI est définie comme étant la plus faible concentration de corps gras ozoné inhibant 

visiblement la croissance bactérienne (pas de trouble détecté à l’oeil nu) (Figure 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 II.7.4 La réalisation des antibiogrammes 
 

 La réalisation des antibiogrammes consiste à mettre une bactérie en présence d’un ou 

plusieurs agents antimicrobiens et de mesurer la croissance de la bactérie face à ces agents 

(Figure 28). La donnée obtenue est un diamètre d’inhibition, qui correspond à la distance entre 

l’agent antimicrobien et la première trace de croissance de la bactérie. Plus le rayon est petit, 

plus la bactérie va pousser proche de l’agent antimicrobien et plus la souche sera résistante à 

cet agent (et donc moins sensible). En comparant ce diamètre à des valeurs références pour 

chaque agent, on peut déterminer si la souche est classée résistante ou sensible à l’agent. 

 

 L’ensemble des antibiogrammes ont été réalisés en partenariat avec un laboratoire 

extérieur, LABOCEA (Ille-et-Vilaine, France). 

Figure 27. Exemple de détermination visuelle d'une CMI sur microplaque 
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Figure 28. Schéma de principe d'un antibiogramme 
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 L’intérêt pour les huiles ozonées ne cesse d’augmenter notamment pour leurs propriétés 

antibactériennes qui couvrent un large spectre de pathologie. Il pourrait donc être intéressant 

d’envisager la synthèse de grandes quantités pour permettre de répondre à une demande 

croissante. Cependant, à la vue des procédures de synthèses existantes aujourd’hui, il n’est pas 

possible d’envisager des quantités supérieures à quelques centaines de grammes en une seule 

manipulation. Pour obtenir une quantité plus élevée de produit, il est nécessaire d’engager une 

synthèse en plus grande quantité d’huile en utilisant de plus grands réacteurs.  

 

 Une montée en échelle sur des réacteurs semi-continu est envisageable, cependant il 

s’agit d’un procédé à risque qui demande un équipement de haute technologie impliquant des 

difficultés techniques à grande échelle et des compétences en génie chimique adaptées. En effet 

la réaction d’ozonation sur les huiles végétales est exothermique et certains intermédiaires 

comme les ozonides sont explosifs (Schober 1995). Une alternative est possible avec la 

réalisation de la synthèse en flux continu. En effet, ce type de synthèse met en avant des 

réacteurs miniaturisés combinés les uns aux autres, ce qui permet de favoriser les échanges 

entre la phase gaz et la phase liquide. De plus, le fait de travailler avec ce type de réacteur 

permet de faciliter l’élimination de la chaleur produite à l’aide d’une surface d’échange de 

chaleur avec l’extérieur plus étendue. Nous avons dirigé nos recherches vers le système Low-

Flow de Corning. Ce modèle de recherche pour un travail en laboratoire permet d’envisager 

une montée en échelle très rapide avec une adaptation des conditions de réactions optimales 

très efficaces. De plus, cette technologie utilise des réacteurs en forme de « cœur » qui 

permettent de réaliser des successions de flux laminaires et turbulents pour favoriser 

grandement les échanges gaz-liquides. Enfin, un échangeur de chaleur présent sur l’ensemble 

du système permet un contrôle efficace de la température et d’absorber les dégagements de 

chaleur lors de l’ozonation de matières grasses. Cette technologie de synthèse nécessite de 

pouvoir prélever la phase liquide à l’aide d’une pompe HPLC et d’assurer une circulation 

efficace dans l’ensemble du process. Cependant, les huiles végétales et les matières grasses 

avant et après ozonation sont des produits relativement visqueux et il est donc nécessaire 

d’ajouter un ou plusieurs solvants pour envisager l’ozonation en flux continu. 

 

 L’objectif de cette étude est donc de déterminer un ou plusieurs co-solvants que l’on 

peut ajouter à l’huile de tournesol THO pour permette de réduire la viscosité tout au long du 

process d’ozonation. Une fois les co-solvants déterminés, nous avons étudié l’influence sur la 

cinétique de réaction et sur la nature des composés formés. Un plan de Doelhert à 2 facteurs 
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(composition de chacun des deux solvants déterminés) a tout d’abord été établi pour déterminer 

l’impact du taux d’acide nonanoïque et d’eau sur l’indice d’iode et l’indice de peroxyde du 

produit synthétisé. Ce plan d’expériences permet de créer un modèle précis du second ordre 

pour les réponses, à partir d’un nombre réduit d’expériences. Malgré tout, des manipulations 

supplémentaires ont été nécessaires pour obtenir des modèles robustes. L’ensemble des 

manipulations effectuées nous ont aussi permis d’observer l’impact des solvants sur des 

propriétés complémentaires telles que la consommation de l’ozone, la viscosité ou l’activité 

antibactérienne.  

  

 Enfin, nous avons pu dégager la composition d’un mélange qui possède des propriétés 

physiques intéressantes tout au long du process, tout en conservant des propriétés chimiques 

déterminées dans la littérature (Moureu et al. 2015b). C’est-à-dire obtenir un mélange liquide 

qui présente des indices chimiques similaires à ceux d’un mélange de 50 g d’huile THO et de 

5 g d’eau (10% massique) ozoné pendant une durée de 4 heures (II ≈ 15 g I2 /100 g et IP ≈ 1900 

méq d’oxygène actif/kg). Grâce à cette composition, nous avons pu développer les premiers 

tests sur le système Low-Flow de Corning. 

 

III.1 Détermination des solvants et du domaine expérimental 
 

 III.1.1 Recherche d’un effet de dilution : ajout d’acide nonanoïque 
 

 L’une des premières exigences à l’ajout d’un solvant est de pouvoir modifier les 

propriétés physiques de notre produit avant et après réaction. L’acide nonanoïque présente un 

intérêt pour fluidifier les matières grasses avant ozonation et pour permettre de conserver cette 

propriété après réaction. Cet additif est en effet déjà utilisé dans l’industrie à grande échelle 

notamment pour l’ozonation de l’acide oléique et permet de réduire la viscosité du mélange 

après la formation d’ozonides (Gutsche et al.  2007, Godard 2012).  

 

 Dans un second temps, l’acide nonanoïque est un sous-produit de réaction lors de 

l’ozonation de chaînes grasses de type oléique (avec R= C8) (Figure 29). C’est donc un produit 

qui ne sera pas soumis à une oxydation par l’ozone. En effet, la réactivité entre l’ozone et l’acide 

nonanoïque est très faible (≤ 6.10-3 L/mol/s) (Bourgin 2011). 

 

 



CHAPITRE III – ETUDE DE L’IMPACT DE SOLVANTS SUR LA CINETIQUE ET LA NATURE DES PRODUITS 

SYNTHETISES 

69 

 

 

 III.1.2 Synthèse de composés oxygénés en milieu protique : ajout d’eau 

et d’acide nonanoïque 
 

 Un des objectifs de cette étude est la conservation des propriétés chimiques par rapport 

à un produit de référence et plus précisément d’obtenir un II faible (≈ 15 g I2 / 100 g) et un IP 

élevé (≈ 1900 méq d’oxygène actif / kg). En s’appuyant sur le mécanisme de réaction (Criegee 

1975), il apparait intéressant d’ajouter un composé protique à l’huile pour former des espèces 

oxydées.  

 

 Tout d’abord, l’acide nonanoïque possède un hydrogène susceptible de réagir avec les 

zwiterrions formés et permettre la formation de certaines espèces oxygénées : les alpha-

hydroperoxydes (avec R= C8) (Figure 30). L’ozonation d’oléate de méthyle a déjà montré la 

formation favorisée d’alpha-hydroperoxydes par rapport à la formation d’oligomères de 

peroxydes avec de l’acide nonanoïque comme milieu protique (Nishikawa et al. 1995), 

expliquant la modification de la viscosité du produit obtenu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29. Formation de l'acide nonanoïque en milieu protique (R=C8) 

Figure 30. Formation des α-acyloxyalkyl hydroperoxydes en présence d’acide nonanoïque 
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 Ensuite, l’ajout d’eau conduit à une augmentation efficace de l’IP (Moureu et al. 2015b). 

Ce phénomène s’explique facilement par le mécanisme réactionnel et la formation d’hydroxy-

hydroperoxydes en milieu aqueux (Figure 31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Une étude préliminaire a donc été menée pour observer l’influence de l’ajout d’eau, 

d’ajout d’acide nonanoïque et de la combinaison des deux solvants pour pouvoir comparer les 

effets sur les propriétés chimiques et physiques. 

 

 Pour cette étude, nous avons réalisé des réactions d’ozonation selon les conditions 

opératoires suivantes : 

- Quantité d’huile THO = 21 g 

- Durée de réaction = 110 min 

- Concentration en ozone = 65 g/m3 

- Débit en ozone = 30 L/h 

 

 Nous avons ensuite ajouté de l’eau et/ou de l’acide nonanoïque selon les quantités 

suivantes : 

- Essai 1 : aucun ajout 

- Essai 2 : 2,1 g d’acide nonanoïque (10% massique) 

- Essai 3 : 2,1 g d’eau (10% massique) 

- Essai 4 : 2,1 g d’acide nonanoïque (10% massique) et 2,1 g d’eau (10% massique) 

  

 Les conditions ont été déterminées pour que la quantité d’ozone appliquée en fonction 

de la quantité d’huile soit similaire à des études précédemment effectuées (Moureu et al. 2015b) 

et que les résultats puissent être comparés. Tous les essais ont été réalisés en tripliquât puis un 

Figure 31. Formation d’hydroxy-hydroperoxydes en présence d’eau 
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II moyen et un IP moyen ont été déterminés et une comparaison avec l’huile THO non ozonée 

a été effectuée (Figure 32).  

 

 

 Tout d’abord, on observe une diminution efficace de l’II (figure 32a), quel que soit les 

essais 1 à 4, qui passe de 89 g I2 / 100 g avant ozonation à des valeurs inférieures à 10 g I2 / 100 

g après 110 min de réaction. Les valeurs finales similaires d’II avec ou sans solvant (eau, acide 

nonanoïque) signifient que le milieu protique n’a pas d’impact sur le taux de consommation des 

insaturations par l’ozone. 

 

 Cependant, comme le montre l’évolution de l’IP (figure 32b), la composition finale du 

mélange réactionnel est différente. Les valeurs d’IP sont plus élevées avec l’ajout de composés 

protiques. En effet, cet indice évolue de 0,9 méq O actif / kg avant ozonation jusqu’à une valeur 

de 1487 méq O actif / kg en présence d’eau et d’acide nonanoïque. Cette augmentation est due 

à l’addition de l’ozone sur les insaturations entrainant la formation d’espèces oxygénées tels 

que les peroxydes. En milieu aprotique (essai 1), selon le mécanisme de Criegee, le molozonide 

(1,2,3 – trixolane) est rapidement décomposé pour former des aldéhydes et des zwitterions 

induisant un IP faible. En milieu protique, les zwiterrions réagissent avec l’eau ou l’acide 

nonanoïque. L’ajout d’eau dans le milieu favorise la formation d’hydroxy-hydroperoxydes qui 

contribuent par des réactions secondaires avec l’ozone à produire des espèces peroxydées et des 

Figure 32. Indices chimiques déterminés pour l’huile THO non ozonée et différents mélanges 

soumis aux mêmes conditions d’ozonation, 110 min, Q(ozone) = 30 L/h, [ozone] = 65 g/m3, 

(1) :21 g THO, (2) 21 g THO et 2,1 g d’AN, (3) : 21 g THO et 2,1 g d’eau, (4) : 21 g 
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acides carboxyliques. La présence d’acide nonanoïque induit la formation d’alpha-

hydroperoxyde. La combinaison des deux solvants permet d’augmenter la valeur de l’IP et donc 

la quantité globale de composés oxygénés. Ces résultats corroborent bien les attendus 

mécanistiques et montrent que l’association de différents solvants peut apporter une synergie 

pour augmenter la valeur d’IP. 

 

 En s’appuyant sur les propriétés d’adsorption de l’ozone gazeux en milieu liquide, on 

peut observer ici que quel que soit le milieu, l’ozone va être transféré de la phase gazeuse vers 

la phase liquide pour réagir avec les insaturations selon l’équation suivante :  

𝑂3 + (−𝐶 = 𝐶−)  
𝑘 
→  𝑃 

avec k la constante cinétique de la réaction entre l’ozone et les insaturations, (-C=C-) les 

insaturations présentent dans le milieu et P le produit issu de cette réaction. 

 

 Les vitesses de consommation de l’ozone et des insaturations (respectivement rO3 et rc=c 

sont donc généralement d’ordre 2 (ordre 1 par rapport à chacun des réactifs) (Roustan 2003) et 

peuvent s’écrire en fonction des concentrations en mol/L : 

rO3 = rc=c = k * [O3]d * [-C=C-] 

avec [-C=C-] qui représente la concentration en insaturations dans le milieu et [O3]d la 

concentration en ozone dissous. 

 

 Enfin il apparait que le produit formé lors de l’essai 4 est plus fluide que le produit formé 

lors de l’essai 3. Ainsi, l’acide nonanoïque (AN) va contribuer à la diminution de la viscosité 

du produit.  

 

 Dans la suite de l’étude, il apparait donc intéressant d’étudier l’influence des deux 

composés simultanément. Bien que l’ajout d’acide nonanoïque permette de réduire la viscosité, 

il apparait nécessaire d’ajouter de l’eau pour atteindre des valeurs d’IP plus élevée. Un plan de 

Doelhert à 2 facteurs a tout d’abord été mis en place pour évaluer l’influence des solvants sur 

les indices chimiques II et IP tout en limitant le nombre d’expériences. Les valeurs d’IP et d’II 

sont les deux données continues sur le domaine d’étude qui seront mesurables de manière 

répétable et reproductible pour l’ensemble des expériences. Pour mettre en place le plan 

d’expériences, il a tout d’abord fallu déterminer les domaines expérimentaux des deux facteurs.  
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 III.1.3 Détermination des domaines expérimentaux des deux facteurs 

 

 III.1.3.1 Détermination du domaine expérimental de la quantité d’eau 
 

 Pour déterminer le domaine expérimental de la quantité d’eau, nous avons réalisé une 

étude préliminaire. De l’huile THO seule a été ozonée selon les conditions opératoires 

suivantes : 

- Quantité d’huile THO = 50 g 

- Durée de la réaction = 4 h 

- Concentration en ozone = 65 g/m3 

- Débit en ozone = 30 L/h 

 

 Différentes quantités d’eau ont été ajoutées en fonction des essais pour observer 

l’influence de ce solvant : 

- Essai 1 : aucun ajout 

- Essai 2 : 2,5 g d’eau (5% massique) 

- Essai 3 : 5 g d’eau (10% massique) 

- Essai 5 : 10 g d’eau (20% massique) 

 

 Les essais ont été réalisés en tripliquât et les indices chimiques II et IP ont été évalués à 

l’aide de dosages chimiques (Figure 33).  

  

 Nous pouvons observer ici que la quantité d’eau n’a pas d’influence significative sur 

l’évolution de la valeur de l’II et que quelle que soit la quantité nous obtenons des valeurs 

comprises entre 15 et 22 g I2 / 100 g. En ce qui concerne les valeurs d’IP, on observe qu’un 

Figure 33. Evolution de l'II et l'IP en fonction de la quantité d'eau 
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faible ajout d’eau (5% massique) permet de multiplier la valeur de l’IP par plus de 5. L’impact 

de la quantité d’eau n’apparait pas linéaire. La réaction entre l’ozone et les insaturations n’est 

donc pas dépendante de la nature du milieu mais celui-ci influence la nature des produits 

obtenus. De plus, il a également été observé que la viscosité est d’autant plus élevée que la 

quantité d’eau dans le milieu est grande, la texture du mélange pouvant conduire à l’obtention 

de pâtes. Ce phénomène est expliqué par la présence dans le milieu réactionnel de molécules 

de masses molaires élevées, comme des dimères ou polymères de peroxydes dont la formation 

semble favorisée par la présence d’eau. Un ajout d’eau trop élevé n’a donc pas d’intérêt pour 

notre étude et nous nous limiterons à des proportions de 0 à 20% massique par rapport à la 

quantité d’huile, soit de 0 à 10 g d’eau pour une quantité de 50 g d’huile THO. 

 

 III.1.3.2 Détermination du domaine expérimental de la quantité d’acide 

nonanoïque 
 

 En ce qui concerne l’acide nonanoïque, le domaine a été défini en fonction des données 

industrielles à notre disposition et des limites imposées par notre procédé. En effet, l’acide 

nonanoïque est notamment utilisé au ratio 1:2 pour une dilution lors de l’ozonation de l’acide 

oléique (Gutsche et al.  2007). De plus, notre réacteur semi-continu possède une contenance 

maximale en réactif de 80 mL. Nous avons donc décidé d’étudier des compositions allant de 0 

à 15 g d’acide nonanoïque ce qui nous a permis d’atteindre un mélange limite de 75 g (50 g 

THO + 10 g d’eau + 15 g d’AN). 

 

 

III.2 Utilisation des plans d’expériences pour identifier l’impact des 

solvants 

 

 III.2.1 Plan de Doelhert à 2 facteurs 
 

 Outre les avantages communs d'un plan expérimental multivarié (comme l’optimisation 

et l'évaluation des paramètres ayant le plus d'impact et de leurs effets positifs ou négatifs), un 

plan de Doehlert a été choisi pour sa grande efficacité (plan expérimental avec un nombre limité 

d’expériences). Il peut facilement optimiser le système et décrire une interaction non linéaire 

en raison de son modèle d'ajustement du second ordre. C'est aussi une conception adaptable, en 

raison de la possibilité de se déplacer dans le domaine expérimental. 
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 III.2.1.1 Détermination des modalités expérimentales pour le plan de 

Doelhert 
 

Les valeurs des domaines expérimentaux pour les deux facteurs étudiés sont résumées 

dans le Tableau 10 : 

 

Tableau 10. Domaines expérimentaux des facteurs étudiés 

 

 

 

Les expériences ont ensuite pu être menées selon le plan d’expériences établi. 

L’ensemble des réactions ont été conduites selon les conditions opératoires suivantes fixes : 

 

- Quantité d’huile THO : 50 g 

- Durée de réaction : 4h 

- Concentration en ozone : 65 g/m3 

- Débit d’ozone : 30 L/h 

- Température du circuit d’eau dans le réacteur : 27 °C 

 

 Les expériences menées au cours de ce plan d’expériences sont présentées dans le 

Tableau 11 : 

 

Tableau 11. Expériences selon le plan de Doelhert à 2 facteurs 

 

Essai X1 Quantité d'eau (g) X2 Quantité d'AN (g) 

1 0 5 0 7,5 

2 1 10 0 7,5 

3 0,5 7,5 0,866 14 

4 - 0,5 2,5 0,866 14 

5 - 1 0 0 7,5 

6 - 0,5 2,5 - 0,866 1 

7 0,5 7,5 - 0,866 1 

 

Variable Facteur Unité Niveau -1 Niveau 0 Niveau +1 

X1 Quantité d'eau g 0 5 10 

X2 
Quantité d'acide 

nonanoïque 
g 0 7,5 15 
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Une visualisation schématique permet de placer facilement les 7 essais en fonction des 

compositions (Figure 34) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 III.2.1.2 Réponses obtenues et détermination des coefficients de Doelhert 
 

 Une fois les compositions des différents essais déterminées, les indices chimiques ont 

été définis comme les réponses à étudier : 

 

- L’indice d’iode (Y1) 

- L’indice de peroxyde (Y2) 

 

 Les 7 essais ont été réalisés en tripliquât et un II moyen ainsi qu’un IP moyen ont été 

déterminés par dosages volumétriques (Tableau 12). 

 

 

 

 

 

Figure 34. Représentation des expériences issues du plan de Doelhert par rapport à 

l'ensemble du domaine expérimental 



CHAPITRE III – ETUDE DE L’IMPACT DE SOLVANTS SUR LA CINETIQUE ET LA NATURE DES PRODUITS 

SYNTHETISES 

77 

 

Tableau 12. Détermination des indices chimiques moyens des essais du plan d'expériences, DS 

: déviation standard 

 

Essai Quantité d'eau (g) Quantité d'AN (g) 

II moyen ± DS 

(g I2 / 100 g) 

(Y1) 

IP moyen ± DS 

(méq O actif/kg) 

(Y2) 

1 5 7,5 6,92 ± 0,91 2198,55 ± 102,25 

2 10 7,5 5,63 ± 0,65 2248,21 ± 277,95 

3 7,5 14 9,08 ± 0,82 2038,61 ± 160,35 

4 2,5 14 9,86 ± 0,73 2313,67 ± 78,89 

5 0 7,5 4,07 ± 0,69 1250,86 ± 123,74 

6 2,5 1 12,40 ± 1,08 1582,87 ± 112,28 

7 7,5 1 7,28 ± 0,98 2503,24 ± 223,86  

 

 

On observe une diminution efficace de l’II pour l’ensemble des essais. Avant ozonation, 

l’huile THO présente un II de 89 g I2 / 100 g. On a donc consommé de 86,1% (essai 6) à 95,4% 

(essai 5) des insaturations présentes dans le milieu. L’ozone réagit donc efficacement avec les 

insaturations sur l’ensemble des réactions effectuées et les valeurs obtenues sont de grandeurs 

similaires à celle d’une THO ozonée seule 4 h (Moureu et al. 2015b). L’essai 6 avec de faibles 

quantités en eau et en acide nonanoïque présente l’II le plus élevé. 

 

En ce qui concerne l’IP, les valeurs sont réparties entre 1250 et 2500 méq d’O actif / kg, 

ce qui montre que l’IP semble être plus impacté par les différentes quantités d’eau et d’acide 

nonanoïque. Comme il a été montré précédemment, l’essai 5, avec notamment l’absence d’eau, 

présente l’IP le plus faible tandis que la présence d’eau augmente la valeur de l’IP. 

 

 Chaque réponse peut être représentée par une fonction mathématique du second degré : 

 

Yi = f (X1, X2) = a0 + a1*X1 + a2*X2 + a12*X1*X2 + a11*X1² + a22*X2² 
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avec : 

Yi : la réponse (indices chimiques) 

X1 : quantité d’eau (en g) 

X2 : quantité d’acide nonanoïque (en g) 

 

 Ces coefficients permettent d’expliquer différents phénomènes : 

- a0 représente un terme constant qui correspond à la réponse au centre du domaine 

d’expériences 

- a1 et a2 représentent l’influence directe des différents facteurs sur la réponse Y 

- a12 représente l’interaction possible entre les deux facteurs 

- a11 et a22 représentent les interactions du second degré 

 

 Les valeurs des coefficients de chaque équation ont été calculées par régression 

multilinéaire sur les données obtenues expérimentalement (Tableau 13). 

 

Tableau 13. Coefficients des équations du second degré pour les deux indices chimiques 

 

Coefficients 
Valeurs pour l’indice 

d’iode 

Valeurs pour l’indice de 

peroxyde 

a0 6,92 2198,55 

a1 -0,47 440,00 

a2 -0,21 76,78 

a12 2,51 -689,67 

a11 -2,07 -449,01 

a22 4,34 31,03 

 

 

 III.2.1.3 Fiabilité des modèles de prédiction développés avec le plan de 

Doelhert 
 

Les différents coefficients calculés permettent d'obtenir deux équations polynomiales 

de second ordre pour les réponses Y1 et Y2. En appliquant les valeurs de X1 et X2 dans les deux 

équations polynomiales, des valeurs dites prédites ont été obtenues pour les deux indices 

chimiques et comparées avec les valeurs obtenues expérimentalement. 
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 III.2.1.3.1 Modèle de prédiction de l’indice d’iode à l’aide du plan de 

Doelhert 
 

Les compostions de essais 1 à 7 ont permis de prédire des valeurs d’II que nous avons 

comparées avec les valeurs mesurées (Tableau 14). 

 

Tableau 14. Différences observées entre les valeurs mesurées et les valeurs prédites pour 

l'indice d'iode 

 

 

  

 

 

 

 

  

 On constate ici que les différences sont plutôt faibles en valeur absolue avec une 

différence maximale de 1,39 g I2 / 100 g. Cependant, bien que ces valeurs soient faibles, elles 

peuvent représenter jusqu’à 30% d’erreur, ce qui reste assez conséquent. Il n’y a pas de tendance 

à sous-estimer ou surestimer la valeur de l’II.  

 

 En représentant, les valeurs prédites en fonction des valeurs mesurées (Figure 35), la 

valeur du R² de 0,802 montre bien un manque de précision dans le modèle développé. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Essai 
Indice d'iode (g I2 / 100 g) Erreur 

(%) Mesure Prédiction Différence 

1 6,92 6,92 0,00 0 

2 5,63 4,38 -1,25 22,15 

3 9,08 10,32 1,24 13,66 

4 9,86 8,61 -1,25 12,65 

5 4,07 5,31 1,24 30,53 

6 12,40 11,15 -1,25 10,06 

7 7,28 8,51 1,23 16,95 

Figure 35. II prédit en fonction de l'II mesuré 
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 III.2.1.3.2 Modèle de prédiction de l’indice de peroxyde à l’aide du plan de 

Doelhert 
 

Les compostions des essais 1 à 7 ont permis de prédire des valeurs d’IP que nous avons 

comparées avec les valeurs mesurées (Tableau 15). 

 

Tableau 15. Différences observées entre les valeurs mesurées et les valeurs prédites pour 

l'indice de peroxyde 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 On observe que les différences obtenues sont très faibles en termes de valeurs absolues 

et en termes de pourcentages d’erreur (moins de 5% d’erreur). Ainsi le modèle présente une 

précision avérée, que l’on peut aussi constater avec la représentation des valeurs prédites en 

fonction des valeurs mesurées notamment avec un R² de 0,98 (Figure 36). Il n’a pas de tendance 

à sous-estimer ou surestimer la valeur de l’IP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Essai 
Indice de peroxyde (méq O actif / kg) Erreur 

(%) Mesure Prédiction Différence 

1 2198,55 2198,55 0 0 

2 2248,21 2189,53 -58,68 2,68 

3 2038,61 2097,42 58,81 2,80 

4 2313,67 2254,68 -58,99 2,62 

5 1250,86 1309,53 58,67 4,48 

6 1582,87 1524,44 -58,43 3,83 

7 2503,24 2561,70 58,46 2,28 

Figure 36. IP prédit en fonction de l'IP mesuré 
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 III.2.1.4 Analyse des variances pour le plan de Doelhert 
 

 La différence entre les valeurs mesurées et les valeurs prédites est appelée résidu qui 

suit donc la relation suivante : 

 

Yi = Mi + ri 

 

Avec : 

Yi : réponse mesurée expérimentalement, (II (i=1) ou IP (i=2)) 

Mi : réponse calculée à partir du modèle (II (i=1) ou IP (i=2)) 

ri : résidu entre les deux mesures, (II (i=1) ou IP (i=2)) 

 

 Les analyses classiques de variances ne font pas intervenir les réponses mais les 

différences entre les réponses et leurs moyennes Ŷi, soit (Yi - Ŷi) et (Mi - Ŷi). Ces termes 

peuvent être isolés à partir de la relation précédente sur le résidu en soustrayant Ŷi, on obtient 

alors : 

Yi - Ŷi = Mi - Ŷi + ri 

 

 On élève ensuite les termes au carré et on réalise la somme sur toutes les réponses 

obtenues (on suppose donc n essais), ce qui donne dans notre cas la relation : 

∑(Yi − 𝑌�̂�)

n

i=1

² = ∑(𝑀𝑖 − 𝑌�̂�)

𝑛

𝑖=1

² + ∑ 𝑟𝑖²

𝑛

𝑖=1

 

  

 On a donc réalisé une analyse de variance (ou test ANOVA) entre le modèle corrigé de 

la moyenne et les résidus, soit sur les facteurs (Mi - Ŷi) et ri. Cette analyse nous a permis 

d’observer si le modèle proposé était significatif et si les réponses calculées ont été 

statistiquement significatives. 

 

 Pour cette analyse, le degré de liberté des deux groupes était nécessaire. Le degré de 

liberté (ddl) de la variation du modèle corrigé de la moyenne correspond au nombre de 

coefficients calculés (ao, a1 …) moins un. Pour la variation des résidus, le degré de liberté est 

égal au nombre de réponses obtenus moins le nombre de coefficients. Ensuite, la variance, qui 

est aussi appelée « carré moyen » est déterminée par le rapport entre la somme des carrées et le 

degré de liberté. Enfin, un test F (ou test de Fisher) est effectué pour confirmer ou non que le 
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modèle statistique soit représentatif ou non de la réalité. A partir de la valeur obtenue pour F, 

généralement égale au rapport entre les variances du modèle et des résidus, on peut déterminer 

une valeur de p qui correspond à la probabilité d’accepter la valeur du modèle alors qu’elle est 

fausse. Finalement, plus la valeur de p est faible et plus le modèle proposé est significatif. De 

la même manière, l’analyse de variance a été effectuée sur les coefficients calculés pour le 

modèle afin de déterminer les coefficients significatifs.  

 

 Les résultats obtenus pour nos deux modèles sont représentés dans le Tableau 16. 

 

Tableau 16. Analyse de la variance des modèles quadratiques de surface de réponse obtenus 

avec le plan d’expériences de Doelhert 

 

Modèle 

  
Indice 

d'iode 

Indice de 

peroxyde 

R² 0,801 0,983 

Valeur p 0,684 0,222 

Coefficients Valeur p 

constante a0 0,264 0,042 

meau a1 0,836 0,119 

mAN a2 0,923 0,524 

meau x meau a11 0,677 0,238 

mAN x mAN a22 0,452 0,889 

meau x mAN a12 0,606 0,150 

 

 

 On constate donc que pour les deux modèles, les valeurs des réponses calculées ne sont 

pas statiquement significatives. De même, aucun coefficient, hormis la constante a0 pour le 

modèle de l’IP, ne ressort comme significatif car aucune valeur de p n’est inférieure à 0,05. Il 

est donc difficile de considérer ces modèles comme utilisable pour étudier l’impact des solvants 

sur l’ozonation d’huile THO. Nous avons donc décidé de réaliser un plan d’expériences étendu 

en augmentant notamment le nombre d’essais pour mettre au point des modèles plus robustes. 
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 III.2.2 Plan de surface de réponse étendu 
 

 III.2.2.1 Détermination des modalités expérimentales pour le plan de 

surface étendu 
 

 Nous avons conservé les mêmes facteurs et le même domaine expérimental que 

précédemment ainsi que les essais 1 à 7. Les modalités expérimentales des essais 

supplémentaires ont notamment été fixées de manière à pouvoir évaluer plus précisément 

l’influence de l’ajout d’acide nonanoïque sur la consommation de l’ozone. Les compositions 

déterminées sont présentées dans le Tableau 17. 

 

Tableau 17. Modalités expérimentales pour le plan de surface de réponse personnalisé 

 

Essai X1 Quantité d'eau (g) X2 Quantité d'AN (g) 

1 0 5 0 7,5 

2 1 10 0 7,5 

3 0,5 7,5 0,866 14 

4 -0,5 2,5 0,866 14 

5 -1 0 0 7,5 

6 -0,5 2,5 -0,866 1 

7 0,5 7,5 -0,866 1 

A -0,5 2,5 -0,333 5 

B -0,5 2,5 0,333 10 

C 0 5 -1 0 

D 0 5 -0,333 5 

E 0 5 0,333 10 

F 0 5 1 15 

G 1 10 -1 0 

H 1 10 -0,33 5 

I 1 10 0,333 10 

J 1 10 1 15 

 

  

La Figure 37 permet de visualiser la disposition des nouvelles modalités expérimentales 

étudiées (en bleu) par rapport aux essais 1 à 7. Les conditions opératoires sont similaires aux 

manipulations précédentes. Une fois l’ensemble des manipulations effectuées en tripliquât, 

nous avons procédé à l’analyse des indices chimiques. 
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 III.2.2.2 Réponses obtenues et détermination des coefficients pour le plan 

de surface étendu 
 

 Une fois les compositions des différents essais déterminées, les indices chimiques ont 

été définis comme les réponses à étudier : 

- L’indice d’iode (Y1) 

- L’indice de peroxyde (Y2) 

 

Les 10 essais complémentaires ont été réalisés en tripliquât et une valeur d’II moyen 

ainsi qu’une valeur d’IP moyen ont été déterminées par dosages volumétriques (Tableau 18).  

 

On observe encore une diminution efficace des valeurs d’II pour l’ensemble des essais. 

Les insaturations présentes dans le milieu ont été consommées de 85,2% (essai C) à 95,5% 

(essai I). L’ozone réagit donc efficacement avec les insaturations sur l’ensemble des réactions 

effectuées. L’essai C qui présente une absence d’acide nonanoïque et une faible quantité d’eau 

possède l’II le plus élevé. En ce qui concerne l’IP, les valeurs des essais supplémentaires sont 

comprises dans la gamme des essais du plan de Doelhert.  

 

 

Figure 37. Représentation des modalités expérimentales des essais du plan de Doelhert (1 à 7) et des essais 

complémentaires (A à J, en bleu) 



CHAPITRE III – ETUDE DE L’IMPACT DE SOLVANTS SUR LA CINETIQUE ET LA NATURE DES PRODUITS 

SYNTHETISES 

85 

 

Tableau 18. Détermination des indices chimiques moyens des essais du plan d'expériences 

personnalisé, DS : déviation standard 

 

Essai 
Quantité d'eau 

(g) 

Quantité d'AN 

(g) 

II moyen ± 

DS (g I2 / 100 

g) 

IP moyen ± DS 

(méq O actif / kg) 

1 5 7,5 6,92 ± 0,91 2198,55 ± 102,25 

2 10 7,5 5,63 ± 0,65 2248,21 ± 277,95 

3 7,5 14 9,08 ± 0,82 2038,61 ± 160,35 

4 2,5 14 9,86 ± 0,73 2313,67 ± 78,89 

5 0 7,5 4,07 ± 0,69 1250,86 ± 123,74 

6 2,5 1 12,40 ± 1,08 1582,87 ± 112,28 

7 7,5 1 7,28 ± 0,98 2503,24 ± 223,86  

A 2,5 5 5,29 ± 0,89 1563,48 ± 125,15 

B 2,5 10 5,79 ± 0,75 1755,70 ± 135,26 

C 5 0 13,18 ± 1,02 2349,50 ± 201,28 

D 5 5 6,93 ± 0,86 2268,10 ± 189,56 

E 5 10 6,73 ± 0,79 2026,08 ± 142,15 

F 5 15 8,27 ± 0,83 2002,90 ± 138,69 

G 10 0 8,91 ± 0,91 2237,27 ± 148,68 

H 10 5 6,49 ± 0,78 2116,25 ± 157,81 

I 10 10 4,01 ± 0,64 2276,58 ± 201,28 

J 10 15 10,06 ± 1,08 2151,53 ± 197,65 

 

 

De même que précédemment, les réponses obtenues peuvent s’écrire comme la 

combinaison de différents facteurs. Pour les différencier, nous les nommons ici b0, b1, b2, b11, 

b22 et b12. La significativité des coefficients reste cependant la même : 

 

- b0 représente un terme constant qui correspond à la réponse au centre du domaine 

d’expériences 

- b1 et b2 représentent l’influence directe des différents facteurs sur la réponse Y 

- b12 représente l’interaction possible entre les deux facteurs 

- b11 et b22 représentent les interactions du second degré 

  

 Les valeurs des coefficients de chaque équation ont été calculées par régression 

multilinéaire sur les données obtenues expérimentalement (Tableau 19). 
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Tableau 19. Coefficients des équations du second degré pour les deux indices chimiques 

 

Coefficients 
Valeurs pour l’indice 

d’iode 

Valeurs pour l’indice de 

peroxyde 

b0 6,13 2127,21 

b1 -0,14 467,05 

b2 -1,06 38,89 

b12 1,44 -219,37 

b11 -1,33 -418,06 

b22 4,85 59,32 

 

 

 III.2.2.3 Fiabilité des modèles de prédictions pour le plan de surface étendu 
 

Les différents coefficients calculés permettent d'obtenir deux équations polynomiales 

de second ordre pour les réponses Y1 et Y2. En appliquant les valeurs de X1 et X2 dans les deux 

équations polynomiales, des valeurs dites prédites ont été obtenues pour les deux indices 

chimiques et comparées avec les valeurs obtenues expérimentalement. 

 

 III.2.2.3.1 Modèle de prédiction de l’indice d’iode pour le plan de surface 

étendu 
 

Les compositions de essais 1 à 7 et A à J ont permis de prédire des valeurs d’II que nous 

avons comparées avec les valeurs mesurées (Tableau 20). On constate des différences faibles 

en valeurs avec une erreur maximale de 2,37 g I2 / 100 g. Cependant, cette erreur peut 

représenter jusqu’à 32% de la valeur totale. On peut émettre l’hypothèse que cette erreur est 

due aux faibles valeurs d’II obtenues sur toute l’étendue du domaine expérimental. La Figure 

38 permet de visualiser que la précision du modèle n’est pas parfaite, cependant, il n’a pas de 

tendance à sous-estimer ou surestimer la valeur de l’II. 
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Tableau 20. Différences obtenues entre les valeurs prédites et les valeurs mesurées pour l'indice 

d'iode 

 

Essai 
Indice d'iode (g I2 / 100 g) Erreur 

(%) Mesure Prédiction Différence 

1 6,92 6,13 -0,79 11,49 

2 5,63 4,65 -0,98 17,42 

3 9,08 9,06 -0,02 0,23 

4 9,86 7,95 -1,91 19,34 

5 4,07 4,94 0,87 21,31 

6 12,40 11,05 -1,35 10,91 

7 7,28 9,65 2,37 32,61 

A 5,29 6,98 1,69 31,98 

B 5,79 5,80 0,01 0,22 

C 13,18 12,04 -1,14 8,66 

D 6,93 7,00 0,07 1,07 

E 6,73 6,30 -0,43 6,37 

F 8,27 9,91 1,64 19,81 

G 8,91 9,12 0,21 2,36 

H 6,49 5,05 -1,44 22,15 

I 4,01 5,30 1,29 32,22 

J 10,06 9,88 -0,18 1,83 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38. II prédit en fonction de l'II mesuré 
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 III.2.2.3.2 Modèle de prédiction de l’indice de peroxyde pour le plan de 

surface étendu 
 

Les compostions des essais 1 à 7 et A à J ont permis de prédire des valeurs d’IP, valeurs 

comparées aux valeurs mesurées (Tableau 21). 

 

Tableau 21. Différences entre les valeurs prédites et les valeurs mesurées pour l'indice de 

peroxyde 

 

Essai 
Indice de peroxyde (méq O actif / kg) Erreur 

(%) Mesure Prédiction Différence 

1 2198,55 2127,21 -71,34 3,24 

2 2248,21 2176,20 -72,01 3,20 

3 2038,61 2239,40 200,79 9,85 

4 2313,67 1962,32 -351,35 15,19 

5 1250,86 1242,10 -8,76 0,70 

6 1582,87 1705,00 122,13 7,72 

7 2503,24 2362,02 -141,22 5,64 

A 1563,48 1746,60 183,12 11,71 

B 1755,70 1844,66 88,96 5,07 

C 2349,50 2147,65 -201,85 8,59 

D 2268,10 2120,84 -147,26 6,49 

E 2026,08 2146,50 120,42 5,94 

F 2002,90 2225,42 222,52 11,11 

G 2237,27 2416,01 178,74 7,99 

H 2116,25 2242,22 125,97 5,95 

I 2276,58 2123,10 -153,48 6,74 

J 2151,53 2055,04 -96,49 4,48 

 

La première observation porte sur le pourcentage d’erreur de la prédiction, l’erreur peut 

atteindre 15% alors que le modèle de Doelhert n’atteignait pas plus de 5% d’erreur. Le modèle 

développé ici apparait donc moins précis. La figure 39 montre bien cette dispersion avec un R² 

de 0,74. Il n’y a pas de tendances à sous-estimer ou surestimer la valeur de l’IP. 
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 III.2.2.4 Analyse des variances pour le plan de surface étendu 
 

 En reprenant la méthode précédemment évoquée, nous avons réalisé une analyse de la 

variance du modèle et des différents coefficients du modèle quadratique mis au point (Tableau 

22). 

 

Tableau 22. Analyse de la variance des modèles quadratiques de surface de réponse obtenus 

avec le plan d’expériences personnalisé 

 

Modèle 

  
Indice 

d'iode 

Indice de 

peroxyde 

R² 0,780 0,740 

Valeur p 0,002 0,006 

Coefficients Valeur p 

constante b0 0,000 0,000 

meau b1 0,839 0,000 

mAN b2 0,102 0,644 

meau x meau b11 0,223 0,013 

mAN x mAN b22 0,000 0,647 

meau x mAN b12 0,157 0,121 

 

  

 Bien que les nouveaux modèles soient apparus moins précis, on peut donc affirmer 

qu’ils sont malgré tout significatifs car les valeurs p sont inférieures à 0,06%. Par conséquent, 

Figure 39. IP prédit en fonction de l'IP mesuré 
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les valeurs des réponses calculées par les modèles ont été statistiquement significatives. On peut 

toutefois noter un manque de précision sur les valeurs obtenues. 

 

 Concernant les différents termes des modèles, lorsque leurs valeurs p ont été inférieures 

à 0,05, on peut considérer ces termes comme significatifs. Pour le modèle de l’indice d’iode, 

seuls les termes b0 et b22 sont significatifs. En revanche, dans le cas de l’indice de peroxyde, les 

termes significatifs sont b0, b1 et b11. On observe donc que certains facteurs ne sont pas 

significatifs pour expliquer la variation des indices chimiques. 

 

 Les équations peuvent donc être simplifiées de la manière suivante : 

Y1 = 6,13 + 4,85 * (X2) ² 

Y2 = 2127,21 + 467,05 * X1 – 418,06 * (X1) ² 

 

 Les effets de chaque facteur seront décrits, par la suite, grâce aux surfaces de réponse. 

 

 III.2.3 Illustrations de l’effet des facteurs sur les différentes propriétés 

du mélange 
 

 III.2.3.1 Effets des facteurs sur l’indice d’iode 
 

 Pour donner suite aux observations précédentes, on peut donc affirmer que l’acide 

nonanoïque est le seul facteur qui possède un impact sur l’évolution de l’II dans l’ensemble du 

domaine expérimental. L’ajout d’eau a déjà prouvé avoir peu d’impact sur la cinétique de 

consommation des insaturations (Moureu et al. 2015b), ce qui est cohérent avec nos résultats. 

Puisque notre modèle est significatif, on peut évaluer l’influence de la quantité de solvants sur 

l’II à l’aide des mesures prédites. En appliquant l’équation simplifiée de l’indice d’iode, 

obtenue précédemment, aux quantités d’acide nonanoïque, on obtient la représentation 

graphique suivante (Figure 40). 
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 Une explication possible de cette évolution est liée à la relation entre les valeurs d’II et 

la consommation des insaturations par l’ozone. La vitesse de réaction qui entre en jeu ici suit la 

relation :  

rO3 = rc=c = k * [O3]d * [-C=C-] 

 On peut représenter l’influence de l’ajout d’acide nonanoïque sur la vitesse de réaction 

à l’aide de la Figure 41 suivante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figure 41. Représentation de l’évolution de la réactivité entre l'ozone et les 

insaturations en fonction de la quantité d'acide nonanoïque 

Figure 40. II simplifié en fonction de la quantité d'acide nonanoïque 
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 On peut suggérer la présence des deux phénomènes suivants : 

 

(1) Une faible quantité d’acide nonanoïque va favoriser la réaction entre l’ozone et 

les insaturations en modifiant la nature du milieu et permettre une meilleure solubilisation de 

l’ozone. On observe ainsi une augmentation de la concentration en ozone dans le milieu. On 

améliore ainsi la vitesse de réaction et on obtient une meilleure consommation des insaturations 

et donc la valeur de l’II va diminuer. Ce phénomène va s’observer jusqu’à une quantité d’acide 

optimale. 

 

(2) En présence d’une quantité trop importante d’acide nonanoïque, un phénomène 

de dilution de l’huile va apparaître. La concentration en insaturation dans le milieu va donc 

diminuer, ce qui va ralentir la cinétique de réaction. Ainsi, la quantité d’insaturation dans le 

milieu va diminuer moins rapidement. Ainsi, dans le cadre de notre étude, la valeur finale 

obtenue pour l’II sera plus élevée. 

 

On observe donc une augmentation de la solubilité de l’ozone en présence d’une 

quantité modérée d’acide nonanoïque. Ce phénomène peut s’expliquer par le caractère acide du 

composé qui permet de diminuer le pH et donc d’augmenter la solubilité. Dans une autre 

mesure, le caractère lipophile de l’acide nonanoïque peut avoir un impact sur la solubilité de 

l’ozone. Il faut toutefois nuancer cet apport avec le fait que plus de 85% des insaturations sont 

consommées dans l’ensemble du domaine expérimental. En resituant l’objectif d’obtenir un II 

≈ 15 g I2 / 100 g, une grande partie, voire l’ensemble des modalités expérimentales apparaissent 

favorables. Il peut néanmoins être intéressant de travailler avec une certaine quantité d’acide 

(environ 7,5 g) pour favoriser la réaction au-delà de la modification de la viscosité du milieu. 

 

  III.2.3.2 Effets des facteurs sur l’indice de peroxyde 
 

 Pour compléter les observations précédentes, on peut donc affirmer que l’eau est le seul 

facteur qui possède une influence sur l’évolution de l’IP au sein du domaine expérimental. 

Puisque notre modèle est significatif, on peut évaluer l’influence de la quantité de solvants sur 

l’IP à l’aide des mesures prédites. En appliquant l’équation simplifiée de l’indice de peroxyde, 

obtenue précédemment, aux quantités d’eau, on obtient la représentation graphique suivante 

(Figure 42).  
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 On peut déjà noter que malgré la présence de caractère protique de l’acide nonanoïque, 

la formation d’alpha-hydroperoxyde semble cinétiquement limitée en comparaison de la 

formation d’hydroxy-hydroperoxyde en présence d’eau. En effet, l’IP tient compte de 

l’ensemble des espèces oxygénées formées et apparait influencé seulement par les espèces 

produites en présence d’eau.  Il apparait ensuite un phénomène de plateau de valeurs pour l’IP 

lorsque la quantité d’eau est trop élevée. La formation des espèces oxygénées n’est donc pas 

linéaire. Il s’avère qu’il n’est pas nécessaire de travailler avec une quantité trop élevée d’eau. 

Pour expliquer ce phénomène de palier, on peut suggérer qu’au-dessus d’une certaine quantité 

d’eau, l’excès va réagir avec l’ozone et non plus avec les insaturations. Une seconde explication 

serait l’apparition d’un phénomène de dilution qui défavoriserait la formation des hydroxy-

hydroperoxydes. 

 

 III.2.3.3 Effets des facteurs sur la consommation de l’ozone 
 

 A la vue des résultats précédent, et plus particulièrement sur l’évolution de l’II, nous 

cherchons à démontrer l’intérêt de l’ajout d’acide nonanoïque en regardant l’impact de l’ajout 

sur la consommation en ozone pendant la réaction d’ozonation. Sur les expériences C à J ayant 

des quantités en eau fixe mais des quantités en acide nonanoïque variables, le suivi de la 

concentration d’ozone en sortie du réacteur semi-continu a donc présenté un intérêt particulier. 

La durée de la réaction a été fixée à 4 heures pour l’ensemble des essais, durée après laquelle 

Figure 42. IP simplifié en fonction de la quantité d'eau 
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on peut observer les premières traces d’ozone d’après les travaux de Moureu menés sur 

l’ozonation d’huile THO seule (Moureu 2015a). Les résultats sont présentés sur la Figures 43. 

 

  

 

 On remarque dans les deux cas que l’ajout d’acide nonanoïque entraîne l’apparition 

d’ozone gazeux non consommé plus tôt dans la réaction. Les mélanges C et G révèlent aussi 

que pour un ajout d’eau uniquement, l’ozone gazeux tend vers un excès au bout de 210 minutes 

au lieu de 240 min pour une ozonation d’huile THO seule (Moureu 2015a). Il apparait une 

linéarité entre la quantité d’acide nonanoïque ajoutée et l’observation d’ozone non consommé. 

En effet, le mélange F, composé de 15 g d’acide nonanoïque, présente une réaction totale entre 

l’ozone et les insaturations au bout de 180 minutes, contre 200 minutes environ pour les 

mélanges D et E et plus de 210 minutes pour le mélange F en l’absence d’acide nonanoïque. Le 

même phénomène est observable sur le Figure 43b. 

 

 L’apparition d’ozone en excès peut être expliquée par deux phénomènes. Soit il n’y a 

plus de matières réactives dans le milieu, soit l’ozone a un accès restreint à cette matière 

réactive. Dans le cas de l’ozonation des huiles végétales, l’ozone va réagir avec les 

insaturations. Plus le temps s’écoule et plus les insaturations sont consommées par l’ozone. Les 

observations faites ici peuvent être mises en relation avec celles observées sur l’évolution de 

l’II. Un faible ajout d’acide nonanoïque dans le milieu réactionnel permettrait de favoriser la 

Figure 43. Evolution de la concentration en ozone en sortie de réacteur en fonction de la durée de 

réaction et de la quantité d’acide nonanoïque, pour une quantité d'eau fixée : a) 5 g, b) 10 g 
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solubilité de l’ozone et d’améliorer la réactivité, ce qui induirait l’apparition d’ozone en excès 

plus rapidement qu’en absence d’acide nonanoïque dans le mélange initial. Si la quantité 

d’acide nonanoïque introduite est trop importante, alors un phénomène de dilution de l’huile 

est observé. La réactivité de l’ozone sur les insaturations est diminuée, l’ozone n’est plus 

consommé et une quantité d’ozone n’ayant pas réagi se dégage. 

 

 III.2.3.4 Effets des facteurs sur la viscosité du mélange 
 

 Pour comparer l’état physique des différents échantillons entre eux, nous avons utilisé 

les caractérisations suivantes : 

 

- Un échantillon est dit « fluide » si on peut le prélever aisément à la pipette et donc 

envisager un prélèvement par une pompe HPLC. 

- Un échantillon est dit « visqueux » si son état physique est similaire à celui d’une 

huile. 

- Un échantillon est dit « pâteux » s’il est nécessaire d’utiliser une spatule pour 

pouvoir le prélever (Figure 44). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 Les observations faites sur les essais 1 à 7 et A à J avant et après ozonation sont reportées 

dans le Tableau 23. 

 

 

Figure 44. Produit obtenus caractérisé comme "pâteux" 
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Tableau 23. Propriétés physiques des mélanges avant et après ozonation 

 

Essai 
Etat physique avant 

réaction 
Etat physique après réaction 

1 Visqueux Fluide  

2 Visqueux Pâteux 

3 Fluide Pâteux 

4 Fluide Fluide 

5 Fluide Fluide 

6 Visqueux Visqueux 

7 Visqueux Pâteux 

A Visqueux Fluide 

B Fluide Fluide 

C Visqueux Pâteux 

D Visqueux Pâteux 

E Fluide Fluide 

F Fluide Fluide 

G Visqueux Pâteux 

H Visqueux Pâteux 

I Fluide Pâteux 

J Fluide Pâteux 

 

  

 Pour visualiser l’effet de la composition du mélange sur les paramètres physiques, nous 

avons représenté les états des mélanges avant et après réaction à l’aide d’une surface de réponse 

(Figure 45). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45. Viscosité du mélange en fonction de la composition, avant réaction ► après réaction, 

F : fluide, V : visqueux, P : pâteux 

 



CHAPITRE III – ETUDE DE L’IMPACT DE SOLVANTS SUR LA CINETIQUE ET LA NATURE DES PRODUITS 

SYNTHETISES 

97 

 

 On peut distinguer deux états physiques distincts avant réaction. On observe que l’ajout 

d’acide permet de fluidifier le mélange. En ce qui concerne les mélanges après réaction, trois 

états physiques sont obtenus.  Tout d’abord, certains mélanges conservent une certaine viscosité 

et présentent un état similaire à une huile. Ensuite, l’ajout d’eau peut être lié à l’obtention de 

mélanges pâteux, et l’ajout d’acide nonanoïque à des mélanges fluides. 

 

 L’augmentation de la viscosité d’une huile ozonée avec l’ajout d’eau a déjà été 

démontrée dans la littérature (Rodrigues 2015). Elle peut être expliquée par la présence de 

composés avec une masse molaire élevée tels que des polymères. En effet, une polymérisation 

peut se produire lors du processus d’ozonation, notamment avec l’apparition des peroxydes 

polymériques, et donc la formation d’agrégats moléculaires plus grands, ce qui va avoir 

tendance à augmenter la viscosité du produit final. La viscosité faible du produit fini en présence 

d’acide nonanoïque peut également être expliquée par le phénomène de dilution du produit. La 

présence de ce composé au caractère protique peut aussi défavoriser la formation de composés 

à hautes masses molaires en limitant la formation de polymères de peroxydes par exemple. En 

effet, la formation de peroxyde en présence d’acide nonanoïque apparait plus faible qu’en 

présence d’eau et il y a donc une répercussion sur la formation des polymères de peroxydes. 

 

 On peut donc conclure que l’ajout d’acide nonanoïque et l’ajout d’eau ont un effet sur 

les propriétés physiques du mélange avant et après réaction. Il est donc possible d’envisager 

des compositions en huile, eau et acide permettant de conserver un aspect fluide et pouvant 

faire l’objet d’une synthèse sur un réacteur en flux continu. 

 

 III.2.3.5 Effets des facteurs sur les propriétés antibactériennes 
 

 Nous avons déterminé les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des produits 

issus des essais 1 à 7 et A à J à l’aide de la méthode de microdilution. L’activité antibactérienne 

des produits a été testée contre des souches de collections obtenues grâce à l’Institut Pasteur : 

E. coli (CIP 76.24) et S. uberis (CIP 105450). Les déterminations ont été réalisées en tripliquât, 

nous obtenons donc 6 valeurs de CMIs par échantillon. Nous avons établi les CMI50 et CMI90 

comme les valeurs de concentrations minimales qui présentent une inhibition dans 50% et 

respectivement 90% des 6 valeurs déterminées. Pour effectuer des comparaisons, les activités 

antibactériennes de l’huile THO avant réaction, de l’huile THO ozonée pendant 4 heures seule 

et de l’acide nonanoïque seul ont aussi été évaluées (Tableau 24).  
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Tableau 24. Activité antibactérienne des s mélanges et composés sur E. coli et S. uberis 

Essai 
Indice d'iode 

(g I2 / 100 g) 

Indice de peroxyde 

(méq O actif / kg) 

E. coli S. uberis 

CMI 50 

(mg/mL) 

CMI 90 

(mg/mL) 

CMI 50 

(mg/mL) 

CMI 90 

(mg/mL) 

1 6,92 2198,55 20 40 10 40 

2 5,63 2248,21 10 20 5 5 

3 9,08 2038,61 10 40 10 20 

4 9,86 2313,67 40 Pas d’effet 10 20 

5 4,07 1250,86 40 Pas d’effet 10 40 

6 12,4 1582,87 40 Pas d’effet 5 5 

7 7,28 2503,24 5 5 2,5 5 

A 5,29 1563,48 40 Pas d’effet 5 5 

B 5,79 1755,7 40 Pas d’effet 10 10 

C 13,18 2349,5 5 5 2,5 10 

D 6,93 2268,1 20 40 10 40 

E 6,73 2026,08 20 40 10 20 

F 8,27 2002,9 20 40 10 20 

G 8,91 2237,27 5 5 1,25 1,25 

H 6,49 2116,25 10 20 2,5 5 

I 4,01 2276,58 10 20 5 10 

J 10,06 2151,53 10 40 10 20 

THO avant ozonation Pas d'effet Pas d'effet 

THO après 4h d'ozonation Pas d'effet Pas d'effet 

Acide nonanoïque 5 1,25 

 

 Une représentation des CMI50 et CMI90 en fonction de la composition du mélange 

permet de visualiser facilement l’influence des additifs sur l’activité antibactérienne (Figure 

46). Certains mélanges n’ont montré aucun effet antibactérien dans la gamme de concentration 

testée. 

Figure 46. CMI50 - CMI90 en fonction de la composition du mélange sur E.coli (gauche) et S.uberis 

(droite), AE : aucun effet 
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On observe tout d’abord que S. uberis est plus sensible que E. coli sur l’ensemble des 

mélanges testés. L’ajout d’eau a un effet positif sur l’activité antibactérienne. Ces deux 

phénomènes ont déjà été démontrés dans la littérature (Moureu et al. 2015b). Il a été prouvé 

que l’ajout permettait d’améliorer les propriétés antibactériennes notamment avec la formation 

des peroxydes favorisée en milieu aqueux. Cependant, l’ajout d’acide nonanoïque semble avoir 

peu d’effet, il tend même à augmenter les valeurs des CMIs, alors que nous avons mesuré des 

milieux composés d’acide nonanoïque et avec des IP élevés (par exemple : l’essai E). Les 

composés de la famille des hydroxy-hydroperoxydes, formés en présence d’eau exclusivement, 

semble donc avoir plus d’influence sur l’activité antibactérienne que les composés du type 

alpha-hydroperoxyde, formés en présence d’acide nonanoïque.  

 

L’acide nonanoïque seul possède une activité antibactérienne avérée sur les deux 

souches alors que les mélanges obtenus après ozonation en présence d’acide nonanoïque 

présentent une activité bactérienne plus faible. Deux hypothèses peuvent être avancées sur la 

dégradation chimique de l’acide nonanoïque présent dans le milieu réactionnel : soit par une 

réaction acido-basique, soit par une réaction avec un autre composé du milieu. Un dosage de la 

quantité d’acide nonanoïque présent dans le milieu après réaction par CPG pourrait être 

envisagé ici. 

 

Bien que l’activité antibactérienne ne soit pas fortement améliorée avec l’ajout des deux 

composés, elle apparait toutefois meilleure que l’huile THO ozonée seule, qui ne présente aucun 

effet visible sur les 2 souches comme présenté dans le Tableau 24.  

 

Pour conclure sur l’ensemble des résultats établis, il apparait intéressant d’ajouter de 

l’acide nonanoïque pour améliorer la cinétique de réaction et diluer les produits initiaux et 

finaux. L’ajout d’eau permet d’atteindre des valeurs d’IP élevée avec la formation favorisée 

d’hydroxy-hydroperoxydes. Nous avons déterminé que ces composés avaient le plus 

d’influence sur l’activité antibactérienne et qu’il fallait donc prendre en considération une 

quantité d’acide et une quantité d’eau pour favoriser l’ensemble des propriétés. Pour donner 

suite à l’ensemble des essais, nous avons été en mesure de déterminer une composition de 

mélange pour envisager des premiers essais de synthèse en flux continu. 
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III.3 Essais préliminaires de synthèse au flux continu 
 

 III.3.1 Détermination d’une composition de mélange pour envisager 

une synthèse en flux continu 
 

En combinant l’ensemble des résultats obtenus, il est possible de dégager une zone de 

composition d’intérêt qui répond à notre seconde problématique pour envisager une synthèse 

sur le microréacteur Corning.  

 

Un des premiers objectifs était d’obtenir un mélange avec un indice d’iode faible (< 15 

g I2 / 100 g). A l’aide de la représentation des indices d’iode obtenus en fonction de la 

composition du mélange (Figure 47). On observe que l’ensemble des compositions permettent 

d’obtenir ce résultat. Avec les observations faites tout au long de ce chapitre, il apparait 

intéressant de travailler avec une certaine quantité d’acide nonanoïque. Nous avons donc 

déterminé une surface de compositions optimales avec un ajout d’acide nonanoïque compris 

entre 4 et 10 g. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 47. Indice d'iode en fonction de la composition du mélange, en pointillé : surface de 

compositions optimales 
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En ce qui concerne l’indice de peroxyde, une valeur d’environ 1900 méq O actif / kg a 

été fixée comme limite. A l’aide de la représentation de l’indice de peroxyde en fonction de la 

composition (Figure 48), on peut déterminer une surface de compositions optimales pour 

l’objectif fixé. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour pouvoir être prélevé à l’aide d’une pompe HPLC et ne pas créer de bouchons dans 

le process, la viscosité du produit se doit d’être fluide tout au long du process. Il est possible de 

déterminer une surface de compostions qui répond à cette caractéristique à l’aide de la Figure 

45. En combinant l’ensemble des trois surfaces de compositions optimales, il est possible de 

dégager une zone où les compositions permettent d’obtenir un mélange qui répond à l’ensemble 

des critères définis (Figure 49). 

Figure 48. Indice de peroxyde en fonction de la composition du mélange, en pointillé : surface de 

compositions optimales 

Figure 49. Surfaces de compositions optimales pour l'ensemble des critères désirés 
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Dans cette zone optimale, la composition de l’essai E avec 5 g d’eau et 10 g d’acide 

nonanoïque est présente. Cette composition sera donc utilisée pour les premiers tests effectués 

en flux continu. Comme énoncé précédemment, cette zone ne présente pas l’activité bactérienne 

la plus intéressante mais ce paramètre sera écarté pour les premières études en flux continu. 

 

 III.3.2 Etude sur le microréacteur Low-Flow de Corning 
 

 III.3.2.1 Spécificités de l’appareil 
 

 L’utilisation de la technologie de synthèse en flux continu de Corning présente un intérêt 

pour la mise en place de réaction entre un gaz et des insaturations. Des premières recherches 

sur l’ozonation d’alcènes sont notamment disponibles (Wada, Schmidt, Jensen 2006, 

McMullen, Jensen 2010, Nieves-Remacha, Kulkarni, Jensen 2013, Nieves-Remacha, Jensen 

2015). La spécifié de construction de l’appareil et les outils que nous avons associés permettent 

d’apporter une plus-value sur certaines conditions expérimentales. 

 

 Tout d’abord, une compression de l’ozone est réalisée avant l’injection dans le système 

afin d’augmenter la concentration en ozone dans le gaz. Le rapport gaz / liquide est ainsi 

augmenté et la réaction est favorisée. 

 

 La géométrie même du réacteur est innovante et favorise grandement les échanges entre 

la phase gaz et la phase liquide (Figure 50). En effet, la forme de « cœur » permet de réaliser 

des successions de flux turbulents (A) et de flux laminaires (B) ce qui conduit à obtenir un 

mélange efficace des deux phases et à améliorer la réactivité.  

 

 L’utilisation d’un thermostat sur l’ensemble du procédé permet dans un premier temps 

de contrôler efficacement la réaction exothermique telle que l’ozonation de matières grasses 

mais aussi d’appliquer une température de réaction qui pourrait favoriser ou non la formation 

de certaines espèces. 

 

 Cette technologie permet de travailler sur des petites quantités de produit pour évaluer 

l’influence des paramètres et d’envisager ensuite facilement une transposition d’échelle sur des 

modèles de plus grandes dimensions de la gamme Corning. 
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 Pour finir, l’utilisation d’un flux continu de réactif implique d’apporter la notion de 

durée de séjour dans le réacteur de ce flux. Cette durée est notamment influencée par le débit 

de la pompe permettant de prélever le réactif en question. Il faut aussi anticiper la quantité de 

produit désirée pour réaliser la réaction sur la bonne quantité de réactif. Il est nécessaire de 

travailler avec des produits peu visqueux tout au long du procédé, ce qui justifie notre étude 

précédente. 

 

 III.3.2.2 Conditions opératoires appliquées pour la synthèse en flux continu 
  

 Il est désormais possible de faire varier plusieurs paramètres : 

 

- La composition du mélange réactif 

- Le débit de flux réactif 

- Le débit d’ozone 

- La concentration en ozone 

- La température de réaction 

- Le volume total de la chaine de réacteurs en modifiant le nombre de plaques, ce qui va 

aussi avoir un impact sur le temps de séjour du réactif. 

 

Figure 50. Représentation d'une plaque de réacteurs et zoom sur deux réacteurs pour 

visualiser la succession des flux turbulents (A) et laminaires (B) 
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 Des études préliminaires sur des matières organiques ont permis d’observer que les 

paramètres qui possédaient le plus d’influence étaient les débits de la solution réactive et de gaz 

ainsi que la concentration du gaz. Nous avons donc arbitrairement décidé de fixer pour 

l’ensemble des essais la température et le nombre de plaques. Les gammes de valeurs étudiées 

ont été déterminées par les limites technologiques de nos appareils. En ce qui concerne le débit 

de réactif, la viscosité du mélange reste malgré tout présente et il n’est pas possible de travailler 

à des débits trop élevés, afin d’éviter des bouchons dans le procédé. Les premiers tests ont été 

effectués avec les modalités suivantes : 

 

- Mélange huile THO, eau (10% massique), acide nonanoïque (20% massique). Ce 

mélange est homogénéisé en permanence pour être prélevé par une pompe HPLC. 

- Le débit de réactif varie entre 0,125 et 1 mL/min. 

- Le débit d’ozone varie entre 33,3 mL/min et 66,6 mL/min. 

- La concentration en ozone varie entre 52 et 90 g/m3. 

- La température est fixée à 20 °C 

- Le volume du réacteur est fixé à 6 plaques (VTOTAL = 2,7 mL) 

- Le volume de produit récupéré en sortie de réacteur est fixé à 50 mL pour pouvoir 

effectuer des analyses chimiques (II et IP) et faire une comparaison avec le volume de 

synthèse en procédé semi-continu.  

 

 L’étude qui suit permettra d’affirmer ou d’infirmer si ce concept de microréacteur 

permet de réaliser des réactions d’ozonation d’huile de tournesol. Aucune étude sur l’usage de 

cette technologie dans cet objectif n’a été publiée. Cette étude a été menée sur un nombre 

restreint d’essais, cinq modalités expérimentales permettant d’observer l’influence des 

différents paramètres. Ces essais ont été réalisés en tripliquât (Tableau 25). 

 

Tableau 25. Conditions opératoires appliquées aux essais en microréacteur 

 

 

 

 

 

 

 

Essai 
Qréactif 

(mL/min) 

Qozone 

(mL/min) 

[O3] 

(g/m3) 

Durée 

pour 

obtenir 50 

mL (min) 

mozone 

injectée 

(g) 

1 0,25 66,60 52,00 199,80 0,69 

2 0,25 66,60 90,00 199,80 1,20 

3 0,13 66,60 52,00 400,20 1,39 

4 0,13 33,30 90,00 400,20 1,20 

5 1,00 33,30 90,00 49,80 0,15 
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 Après réalisation des essais, la quantité nécessaire de produit est collectée, les 

caractérisations chimiques ont été réalisées. L’analyse des résultats sera subdivisée en deux 

parties selon les étapes du mécanisme réactionnel. Tout d’abord, la réaction entre les 

insaturations et l’ozone sera observée par l’évaluation de l’II. Puis l’efficacité d’un tel procédé 

pour la formation d’espèces oxygénées sera évaluée par l’IP. 

 

 III.3.2.3 Résultats obtenus pour les essais de synthèse en flux continu 
 

 III.3.2.3.1 Analyse de la réaction entre l’ozone et les insaturations 
 

 L’indice d’iode de chaque répétition a été déterminé et un indice moyen par essai a été 

calculé (Tableau 26). A partir de la masse de l’échantillon, il est possible d’obtenir la quantité 

d’insaturations présente dans l’échantillon avant ozonation (THO non ozonée) et après réaction 

pour les différents essais. On peut ainsi isoler la quantité de matière d’insaturations 

consommées et donc le pourcentage d’insaturations consommées.  

 

Tableau 26. Indices d'iode des différents essais, quantité et pourcentage d'insaturations 

consommées 

 

  

 On peut constater qu’il y a une diminution importante de la quantité d’insaturation pour 

l’ensemble des essais (de 70 à 87%). L’essai 1 présente l’II le plus élevé et l’essai 2 possède la 

valeur la plus faible. La seule différence entre les deux essais est la concentration en ozone. Ce 

paramètre a donc une influence significative sur la réaction entre l’ozone et les insaturations.  

 

 Les essais 4 et 5 permettent de révéler qu’en se plaçant à une concentration élevée, un 

temps de séjour plus long de la solution réactive dans le réacteur ne permet pas d’améliorer la 

consommation des doubles liaisons. En effet, on observe un débit plus important de la solution 

Essai 

II moyen 

(g I2 / 100 

g) 

m (g) 

n 

(insaturations) 

(mol) 

n 

(insaturations 

consommées) 

(mol) 

% 

insaturations 

consommées 

THO non ozonée 89,00 50,00 0,175 0,000  0,000 

1 30,07 44,10 0,052 0,123 70,26 

2 13,15 43,20 0,022 0,153 87,16 

3 22,18 42,50 0,037 0,138 78,87 

4 23,60 43,60 0,041 0,134 76,83 

5 23,59 45,10 0,042 0,133 76,03 
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réactive d’un rapport 10 entre les essais 4 et 5, ce qui permet donc de faire circuler une quantité 

10 fois plus faible d’ozone, cependant l’indice d’iode et donc la réactivité est similaire. 

 

 En s’appuyant sur l’essai 4, l’essai 3 permet de déterminer qu’il est possible 

d’augmenter le débit de gaz et de diminuer la concentration en ozone pour obtenir une 

consommation aussi efficace. 

 

 Pour conclure, il apparait plus intéressant de travailler à débit de réactif et à 

concentration de gaz élevés afin d’obtenir des valeurs d’indices d’iode faible tout en 

introduisant le moins d’ozone possible. Quoi qu’il en soit, la réaction de l’ozone sur les 

insaturations est réalisable et efficace sur le modèle Low-Flow de Corning. 

 

 III.3.2.3.2 Analyse de la formation d’espèces oxygénées 
 

 L’indice de peroxyde de chaque répétition a été déterminé et un indice moyen par essai 

a été calculé (Tableau 27). 

 

Tableau 27. Indices de peroxyde des différents essais 

 

Essai IP (méq O actif / kg) 

THO non ozonée 0,90 

1 177,44 

2 501,98 

3 236,03 

4 258,34 

5 172,43 

 

 On constate directement que la formation d’espèces oxygénées a bien lieu en comparant 

nos essais à l’huile THO non ozonée. Cependant, l’IP ne dépasse pas la valeur de 500 méq 

d’oxygène actif / kg, ce qui n’est pas très élevé dans le domaine des huiles ozonées en milieu 

aqueux. Seul l’essai 2 permet d’augmenter quantitativement la valeur de l’IP, ce qui justifie 

l’application d’un débit et d’une concentration plutôt élevés en ozone. Une première hypothèse 

est la dégradation simplifiée de certaines espèces, tels que les zwiterrions, au sein du 

microréacteur ce qui va mener à une quantité plus faible de peroxydes formés. Une seconde 

hypothèse se base sur le fait que l’IP est très influencé par la quantité d’hydroxy-

hydroperoxyde, et donc par la présence d’eau, comme nous l’avons démontré précédemment. 
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Il apparaitrait donc que la réaction entre l’eau et les zwitterions ne soit pas efficace ici et que la 

quantité d’hydroxy-hydroperoxydes formés soit faible. Ce phénomène peut aussi être lié à un 

problème d’homogénéité de la solution et que le mélange injecté dans le réacteur ne possède 

pas la composition en eau désirée. Une dernière hypothèse envisagée réside dans le fait que la 

quantité d’ozone injectée n’est peut-être pas suffisante et qu’il faut travailler avec des 

conditions opératoires différentes. L’obtention de composés peroxydés apparait donc plus 

compliquée dans le modèle Low-Flow et nécessite des études complémentaires.  

 

 III.3.3 Comparaison entre le flux continu et le procédé semi-continu 

 
 Pour comparer les performances du procédé semi-continu et du flux continu appliqué 

au modèle Low-Flow, nous avons décidé de prendre en compte une ozonation standard issue 

de la littérature (Moureu et al. 2015b) et l’essai qui présente les meilleurs résultats (II le plus 

faible et IP le plus élevé) pour nos essais sur le microréacteur Corning (Tableau 28). 

 

Tableau 28. Comparaison entre un essai standard en semi-continu et l’essai 2 en flux continu 

 

Paramètre 
Réacteur semi-

continu 

Réacteur Low-Flow 

Essai 2 

Volume d'huile ozonée (mL) 50 50 

Débit gaz (L/h) 30 4 

Concentration gaz (g/m3) 65 90 

Durée de réaction (h) 4 3,33 

m (ozone injecté) (g) 7,8 1,2 

II moyen (g I2 / 100 g) 12,5 13,15 

% insaturations consommées 87,96 87,16 

IP moyen (méq O actif / kg) 2000 501,98 

 

 On constate que la durée de réaction nécessaire en flux continu est plus faible qu’en 

semi-continu pour obtenir une consommation des insaturations similaires. La quantité d’ozone 

injectée est alors plus de 5 fois plus faible pour le système Low-Flow que pour le semi-continu. 

La réaction de consommation des insaturations apparait donc plus favorable dans le système 

Corning qu’en réacteur semi-continu. Cependant, la formation d’espèces oxygénées est loin 

d’être équivalente entre les deux systèmes dans nos conditions expérimentales étudiées. 

L’hypothèse de la quantité trop faible d’ozone injectée se révèle donc probable à la vue de la 

différence entre les deux procédés.  Le système Corning révèle donc, dans le cadre de nos 

études, un intérêt pour réaliser des réactions entre des insaturations et de l’ozone mais nécessite 
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des études complémentaires pour envisager d’utiliser ce système pour la synthèse de composés 

oxygénés. 

 

III.4 Conclusion 
 

 La forte demande en huile ozonée nécessite d’envisager des méthodes de synthèses 

alternatives. L’utilisation d’un microréacteur Corning se présente comme une option 

intéressante mais nécessite de modifier les propriétés physiques du mélange tout en conservant 

des propriétés chimiques acceptables. 

 

 Grâce à l’ensemble des expériences menées, nous avons démontré qu’il était possible 

de réaliser des mélanges d’huile THO et de différents solvants pour modifier les propriétés 

physico-chimiques du produit fini.  

 

 L’acide nonanoïque et l’eau sont deux composés protiques qui vont avoir un impact sur 

l’ensemble des propriétés. L’ajout d’une faible quantité d’acide nonanoïque va permettre 

d’améliorer la réactivité entre l’ozone et les insaturations et de diminuer l’II. La consommation 

de l’ozone est aussi plus efficace avec l’apparition plus rapide d’ozone en excès dans le milieu 

et le produit fini tend à être plus liquide. Une quantité modérée d’eau permet d’augmenter 

largement la quantité de composés peroxydés et donc la valeur de l’IP. L’activité 

antibactérienne apparaît bien plus liée aux composés formés par la présence d’eau que par ceux 

formés en présence d’acide nonanoïque. Cependant, l’ajout d’eau entraine l’augmentation de la 

viscosité du mélange final. 

 

 La combinaison des deux solvants permet de moduler l’ensemble de ces propriétés et il 

est possible de dégager des compositions pour obtenir un mélange fluide avec des indices 

chimiques d’intérêts, c’est-à-dire un indice d’iode faible et un indice de peroxyde élevé. Une 

composition particulière s’est dégagée : huile THO + 10% massique d’eau + 20% massique 

d’acide nonanoïque. 

 

 Ce mélange particulier a été soumis à des premiers tests sur le système de microréacteur 

Low-Flow de Corning. Nous avons démontré une preuve de concept sur l’utilisation du flux 

continu pour la réactivité entre l’ozone et les insaturations avec notamment une bonne 

diminution de l’II. Cependant la formation d’espèces oxygénées apparait plus compliquée et 
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nécessite des travaux complémentaires. La modification de la température au sein du réacteur 

est une voie envisagée pour notamment diminuer un peu plus la viscosité du produit formé et 

permettre une meilleure réactivité. Une seconde voie est la mise en place d’une deuxième entrée 

d’ozone au sein du réacteur en flux continu pour augmenter la quantité d’ozone au sein du 

mélange et se rapprocher des quantités utilisées en procédé semi continu. 

 

 L’utilisation du microréacteur apparait malgré tout comme une alternative qui 

consomme moins que la synthèse en réacteur semi-continu et présente désormais un intérêt pour 

l’ozonation de matières grasses. Des projets à envergure industrielle s’intéresse d’ailleurs à 

cette technologie pour l’ozonation d’acide oléique dans le but de former de l’acide azélaïque et 

de l’acide nonanoïque. Nous avons aussi démontré l’intérêt du flux continu dans d’autres 

domaines oxydatifs. En effet, des études sur des matières organiques ont notamment permis de 

déterminer que cette technologie permettait de réduire de 50% la quantité d’ozone utilisée pour 

obtenir un état d’oxydation similaire à celui obtenu en réacteur semi-continu. 

 

 L’ensemble de notre étude nous a conduit à caractériser un grand nombre d’échantillons 

par dosages volumétriques, ce qui a nécessité du temps et une grande consommation de produits 

chimiques. Il a donc été intéressant d’envisager une méthode d’analyse alternative en 

combinant les propriétés spectrales des huiles végétales ozonées et leurs propriétés chimiques. 

On pourrait alors envisager de réaliser ces analyses en temps réel sur des réactions que ce soit 

au sein d’un réacteur semi-continu adapté ou en sortie du modèle Low-Flow de Corning.
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 La caractérisation des huiles par leurs indices d’iode et de peroxyde est une étape 

nécessaire pour pouvoir comparer différents échantillons entre eux. Ces méthodes de référence 

ont été appliquées dans un grand nombre d’études (Valachi et al. 2011, Rodrigues et al. 2015, 

Moureu et al. 2015b, Varol et al. 2017). Cette détermination est le plus souvent réalisée par 

dosage volumétrique (AFNOR 2007, AFNOR 2010a.). Ces méthodes nécessitent une dizaine 

de minutes pour obtenir une mesure sur un échantillon, consomment des produits chimiques 

toxiques (solvants) et entraînent la destruction de l’échantillon analysé.  

 

 Il semble donc nécessaire de s’intéresser à une méthode alternative, rapide, non 

destructive pour l’échantillon et consommant moins de produits chimiques. L’utilisation de la 

spectroscopie infrarouge s’inscrit dans cette dynamique. En effet, une analyse ne prend que 

quelques secondes et peut être multiparamétrique. La technologie utilisée permet d’éviter 

d’engager une trop grande quantité d’échantillon (carte ST-IR, cuvette ou module ATR par 

exemple). La spectroscopie dans la gamme du moyen infrarouge est utilisée dans le domaine 

des huiles ozonées pour déterminer la présence de fonctions chimiques (Soriano et al. 2003, 

Georgiev et al. 2015) et comparer de manière qualitative des échantillons entre eux (Moureu 

2015a). Il est alors possible d’envisager de combiner cette technique spectroscopique à 

l’utilisation de la chimiométrie pour établir des modèles de prédiction des paramètres 

chimiques. Cette méthodologie a déjà été utilisée pour estimer la valeur des indices d’iode et 

de peroxyde dans certaines huiles végétales ou certaines matières grasses. Cependant, ces 

études ne concernent pas les huiles ozonées, et les gammes de valeurs des paramètres chimiques 

sont parfois trop restreintes (Tableau 29). 

 

 Nous avons donc développé deux sets d’échantillons pour effectuer une étude dans le 

domaine du moyen infrarouge dans un premier temps et une étude dans le domaine du proche 

infrarouge dans un second temps. Ces sets se sont adaptés aux technologies pour l’analyse 

spectrale dans les deux gammes désirées. En effet, une analyse sur carte ST-IR en moyen 

infrarouge a été réalisée sur un échantillon plus visqueux tandis qu’une analyse en cuvette de 

spectrophotométrie a été effectuée dans le domaine du proche infrarouge. Pour que ces sets 

soient représentatifs de la gamme étudiée, ils devaient posséder des valeurs de paramètres 

chimiques répartis sur l’ensemble des valeurs désirées. Nous avons réalisé l’ozonation d’huile 

de tournesol classique et d’huile de tournesol THO. Pour que l’étude soit plus complète, nous 

avons aussi étudié l’ozonation de l’oléate de méthyle et du linoléate de méthyle, deux matrices 

aux compositions plus simples que l’huile de tournesol. Une fois les échantillons obtenus, une 
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analyse chimique de l’II et de l’IP, puis une analyse spectrale dans le domaine étudié sont 

réalisées. Grâce à différents prétraitements mathématiques, des modèles de prédiction sont 

établis et les performances sont évaluées à l’aide de différents paramètres (R², RMSE et RPD). 

 

Tableau 29. Revue de gamme de teneurs en II et IP utilisées dans les modèles de prédiction par 

spectroscopie infrarouge sur des composés gras 

 

Gamme 

spectrale 

Indice 

chimique 

étudié 

Matière 

première 

Gamme de 

valeurs 
Référence 

MIR 

IP (méq O actif 

/ kg) 

huile de colza 0 -20  Ma et al. 1997 

huile comestible 3 - 300 Guillen & cabo 2002 

II (g I2 / 100 g) 

huile comestible 80 -140 Meng et al 2013 

huile végétale 119 - 211 Tavassoli-Kafrani 2017 

huile comestible 19 -200 An 2017 

NIR 

IP (méq O actif 

/ kg) 

huile de palme 2 - 10 Moh et al. 1999 

triacylglycerols 0 - 15 Li et al. 2000 

huile de karité 2 - 3 Seweh et al. 2019 

II (g I2 / 100 g) 

huile comestible 60 - 120 Li et al. 1999 

graisse de porc 52,5 - 75,5 Prieto et al. 2018 

huile de karité 38 - 45 Seweh et al. 2019 

 

  

La première étape de cette étude a été de caractériser les matières premières et de mettre 

au point les échantillons de référence. 
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IV.1 Les échantillons de référence pour l’étude 
 

 IV.1.1 Caractérisations des matières premières utilisées 
 

 IV.1.1.1 Composition des matières premières 
 

 Pour cette étude, nous avons décidé de travailler avec quatre matières premières 

différentes. L’oléate de méthyle (OM) et le linoléate de méthyle (LM) sont des produits purs 

issus du commerce (> 97%, Sigma-Aldrich, France). Ce sont des esters méthyliques avec une 

(oléate de méthyle) ou deux (linoléate de méthyle) insaturations sur la chaîne grasse (Figure 

51). 

 

 

 

 

 

 L’huile de tournesol « classique » est issue du commerce (Carrefour, France) et l’huile 

de tournesol à « haute teneur en acide oléique » (THO) provient d’un fournisseur local (Arterris, 

France). Nous avons donc à notre disposition quatre profils différents de matières premières 

qu’il a fallu caractériser pour obtenir des valeurs de référence avant de faire réagir ces composés 

avec l’ozone. 

 

 IV.1.1.2 Analyses des matières premières avant ozonation 
 

 Tout d’abord, les profils en acide gras des deux huiles de tournesol sont déterminés au 

préalable par chromatographie en phase gazeuse (Tableau 30). Les huiles de tournesol non 

ozonées ont été analysées par chromatographie en phase gazeuse après transestérification avec 

le TMSH. Des solutions à ≈ 50 mg/mL d'huiles ont été préparées dans du MTBE. Dans un 

Figure 51. Structure chimique de l'oléate de méthyle (gauche) et linoléate de méthyle (droite) 
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insert, 50 μL de la solution ont été mélangés avec 50 μL de TMSH. Un microlitre de ce mélange 

a été injecté. La température de l'injecteur a été fixée à 250 °C. 

 

Tableau 30. Composition en acide gras des huiles de tournesol, DS : déviation standard 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 On remarque donc bien deux profils différents. L’huile THO présente une grande 

majorité de ses chaînes de type oléique et sa composition tend à se rapprocher d’une trioléine 

(Figure 52). De son côté, l’huile classique possède une majorité de chaînes de type linoléique, 

elle contient donc plus d’insaturations et nécessite des conditions d’ozonation plus poussées 

que l’huile THO pour atteindre un même état d’oxydation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 

 

 Nous avons ensuite déterminé un II et un IP moyen pour l’ensemble des matières 

premières (Tableau 31). 

 

 

 

Composition en acide gras 

(%) 

THO Huile classique 

Moyenne ± DS Moyenne ± DS 

Acide palmitique (C16) 3,11 ± 0,06 5,52 ± 0,09 

Acide stéarique (C18) 2,18 ± 0,04 3,28 ± 0,02 

Acide oléique (C18:1) 89,1 ± 0,11 34,73 ± 0,27 

Acide linoléique (C18:2) 3,78 ± 0,13 54,75 ± 0,08 

Figure 52. Structure chimique de la trioléine 
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Tableau 31. Indices chimiques moyens des matières premières 

 

Matière 

première 

II moyen (g de I2/100g 

d’échantillon) 

IP moyen (méq d’O 

actif/kg d’échantillon) 

Huile classique 120,0 0,8 

THO 88,9 3,1 

LM 132,6 4,9 

OM 86,0 0,9 

  

 On observe bien une distribution des II en fonction de la quantité d’insaturation dans le 

composé. L’huile classique, composée en majorité de chaines de type linoléique, présente un II 

plus faible que le linoléate de méthyle pur, mais plus élevé que l’huile THO. Cette dernière est 

essentiellement composée de chaînes de type oléique et son II est légèrement plus élevé que 

l’oléate de méthyle pur.  

 

 En ce qui concerne l’IP, les composés sont très peu oxydés avant réaction, il est donc 

normal de déterminer des valeurs si faibles. 

 

 IV.1.2 Conditions opératoires appliquées pour l’étude 
 

 Etant donné que l’objectif de l’étude était de pouvoir réaliser une estimation des indices 

chimiques sur un large panel de valeurs, il fallait que nos échantillons atteignent un maximum 

de valeurs possibles dans la gamme à notre disposition. 

 

 Pour l’indice d’iode, les valeurs extrêmes de la gamme sont comprises entre les valeurs 

des matières premières avant ozonation et des valeurs très faibles proche de zéro. En effet, il a 

déjà été démontré que l’II va diminuer avec la durée d’ozonation et tendre vers zéro au bout 

d’une certaine durée (Moureu et al. 2015b). Cette étude mettait en avant qu’une durée de 7 

heures pour une huile classique et une durée de 4 heures pour une huile THO étaient nécessaires 

pour atteindre de très faibles valeurs d’II. De plus, nous avons démontré dans le chapitre 

précédent que la nature du milieu avait peu d’impact sur la consommation des insaturations. 

Pour obtenir une gamme étalée de valeurs, nous avons donc la possibilité d’étudier plusieurs 

durées de réactions. 
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 La gamme de valeurs pour l’IP est moins restreinte et a permis d’envisager plus de 

conditions opératoires. En effet les valeurs les plus faibles étaient représentées par les matières 

premières avant ozonation. En théorie, il n’existe pas de valeur limite haute à l’IP. Pour 

influencer cette caractéristique chimique et obtenir une large gamme de valeurs, il est possible 

d’étudier plusieurs paramètres. Tout d’abord, la durée d’ozonation a un impact sur la valeur de 

l’IP. Il a été décrit dans la littérature que l’IP tend à augmenter avec la durée d’ozonation 

(Moureu et al. 2015b). Cette étude montre la présence d’un plateau de valeurs atteint lorsque la 

durée de réaction est trop longue, ce qui limite l’augmentation des valeurs de l’IP. Il est ensuite 

connu que la nature du milieu influence la formation d’espèces oxygénées et donc l’indice de 

peroxyde. À la suite du chapitre précédent, nous savons que l’ajout d’eau et d’acide nonanoïque 

a permis de moduler les valeurs de l’IP et qu’une quantité trop élevée ne permettait plus de 

favoriser fortement la formation de peroxydes. 

 

 Nous avons ensuite adapté nos technologies d’analyses à la nature des échantillons 

obtenus. En effet, il est possible d’analyser des produits pâteux, visqueux et fluides par 

spectroscopie en moyen infrarouge. Pour le choix des conditions opératoires, il est donc 

important d’anticiper les propriétés physiques du produit. L’étude menée dans le Chapitre 3 

nous a notamment permis d’envisager des conditions de synthèse permettant d’obtenir des 

produits peu visqueux ou fluides, un aspect nécessaire pour une analyse spectroscopique en 

proche infrarouge. 

 

 A l’aide de l’ensemble de ces informations, nous avons tout d’abord mis au point deux 

ensembles d’échantillons. Le premier ensemble, composé de 64 échantillons, a été mis au point 

pour des analyses spectrales dans le domaine du moyen infrarouge (Annexe 1). L’ensemble est 

constitué de différentes matières premières, ozonées selon différentes durées, en présence ou 

non de solvants. Les durées et quantités de solvants sont adaptées des études déjà menées sur 

le sujet. 

 

 Le deuxième ensemble d’échantillons est composé de 40 échantillons et nous a permis 

de réaliser des analyses spectrales dans le domaine du proche infrarouge (Annexe 2). 

L’ensemble est composé de différentes matières premières, ozonées selon différentes durées, et 

en présence de différents solvants, en différentes quantités. Les conditions opératoires sont 

notamment adaptées de précédentes recherches. La viscosité trop importante de l’huile de 
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tournesol classique ozonée ne permet pas ici d’envisager des analyses spectrales dans cette 

gamme d’étude. 

 

 La quantité d’échantillons et la diversité des conditions opératoires appliquées à ces 

deux ensembles nous ont permis d’atteindre l’ensemble de la gamme de valeurs possible pour 

l’II.  

 

 En ce qui concerne l’indice de peroxyde, nous avons pris la décision de réaliser 

davantage d’échantillons pour obtenir une gamme de teneurs plus étendue. Un dernier set 

d’échantillons a été rajouté. Il comprend 48 échantillons pour des analyses spectrales dans la 

gamme du moyen infrarouge et 35 échantillons pour des analyses dans la gamme spectrale du 

proche infrarouge. Ces essais ont été réalisés exclusivement sur de l’huile THO, en présence de 

différentes quantités de solvants et selon différentes durées de réactions (Annexe 3). 

 

 Nous obtenons finalement un nombre conséquent d’échantillons pour nos deux analyses 

spectrales à notre disposition (Tableau 32). Ces échantillons ont notamment été soumis à une 

grande diversité de conditions opératoires et représentent donc une grande variété de produits 

ozonés. 

  

Tableau 32. Nombre d'échantillons soumis aux différentes analyses spectrales 

 

Analyse spectrale  
Nombre d’échantillons 

caractérisés par II 

Nombre d’échantillons 

caractérisés par IP 

MIR 64 112 

NIR 40 75 

 

 Une fois l’ensemble des ozonations réalisées, nous avons déterminé par les méthodes 

de référence les indices chimiques des échantillons à notre disposition. 

 

 IV.1.3 Caractérisations chimiques des échantillons synthétisés 

 

  IV.1.3.1 Détermination de l’indice d’iode 

 
 Pour chaque échantillon, cinq mesures ont été effectuées et un résultat moyen est obtenu. 

Nous avons observé une dispersion des valeurs d’II allant de 0 à 132,6 g I2/100 g d’échantillon. 
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La valeur la plus élevée correspond au LM dans son état de matière première et une valeur de 

0 correspond à une consommation totale des insaturations lors de la réaction avec l’ozone. Que 

ce soient les échantillons destinés à une analyse spectrale dans le domaine du MIR ou ceux dans 

le domaine du NIR, nous pouvons observer une représentation effective de l’ensemble des 

valeurs comprises entre 0 et 132,6 g I2 / 100 g (Figure 53). Cette gamme peut être comparée à 

des gammes étudiées dans la littérature que ce soit dans le domaine MIR ou NIR (Li et al. 1999, 

Cox et al. 2000, Meng et al. 2013, An 2017).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 La Figure 54 représente l’évolution des valeurs de l’II en fonction de la durée de réaction 

et de la composition du mélange réactionnel. On observe une diminution de l’II pour l’ensemble 

des matières premières avec l’augmentation de la durée de réaction.  

 

 

 

 

 

Figure 53. Gammes des indices d'iode mesurés pour les ensembles en fonction des analyses 

spectrales associées 
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 Ce phénomène est en accord avec les études déjà menées et s’explique par la 

consommation des insaturations par réaction avec l’ozone. On distingue que l’ajout d’eau n’a 

pas d’impact visuel sur la cinétique de consommation des insaturations. L’ajout d’acide 

nonanoïque favorise la réaction d’ozonation d’huile THO avec une diminution plus rapide de 

l’II, ce qui correspond aux remarques déjà effectuées dans le chapitre précédent. Les matières 

premières qui contiennent le plus d’insaturations (huile classique et LM) peuvent être ozonées 

Figure 54. Evolution de l'II moyen en fonction de la durée de réaction et de la composition du 

mélange et des différentes matières premières, a) huile THO, b) huile de tournesol classique, 

c) oléate de méthyle, d) linoléate de méthyle 
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plus longtemps et possèdent des valeurs d’II plus élevées car elles contiennent initialement plus 

d’insaturations (Diaz et al. 2006). 

 

 IV.1.3.2 Détermination de l’indice de peroxyde 
 

 De même que pour l’indice d’iode, nous avons effectué cinq mesures pour un 

échantillon et un résultat moyen est obtenu. La gamme des IP déterminés s’étend de 0,9 à 3067,6 

méq d’O actif/kg d’échantillon. Les valeurs les plus faibles correspondent aux matières 

premières dans leur état non ozonées et les valeurs maximales s’obtiennent en présence de 

solvant et notamment de l’eau. De même que pour l’II, nous pouvons observer une 

représentation effective de l’ensemble des valeurs comprises entre 0,9 et 3067,6 méq O actif / 

kg pour les deux types d’analyses spectrales envisagées (Figure 55). On observe directement 

que notre gamme est bien plus étendue que les gammes déjà étudiées dans la littérature qui vont 

de quelques dizaines à quelques centaines de milliéquivalents d’oxygène actif/kg (Ma et al. 

1997, Guillen & Cabo 2002, Li et al. 2000, Seweh et al. 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 Différents phénomènes peuvent être observés au regard de l’évolution de l’IP avec la 

durée de réaction (Figure 56). Pour l’ensemble des échantillons, on observe tout d’abord une 

augmentation de la valeur de l’IP avec la durée de l’ozonation, ce qui est en accord avec le 

mécanisme réactionnel. En effet, l’addition d’ozone sur les chaînes grasses va entraîner la 

Figure 55. Gammes des indices de peroxyde mesurés pour les ensembles en fonction des analyses 

spectrales associées 
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formation d’espèces oxygénées. On remarque aussi que l’addition d’un milieu protique (eau ou 

acide nonanoïque) favorise la formation d’espèces oxygénées quelle que soit la matière 

première.  

 

 

 Cette influence a déjà été démontrée et expliquée dans le chapitre précédent. Ces 

résultats viennent donc appuyer les observations déjà faites. En présence d’eau, l’IP semble 

atteindre une valeur maximale et il apparait un phénomène de plateau. Deux hypothèses 

Figure 56. Evolution de l'IP moyen en fonction de la durée de réaction et de la composition du mélange 

et des différentes matières premières, a) huile THO, b) huile de tournesol classique, c) oléate de méthyle, 

d) linoléate de méthyle 
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pourraient expliquer cette évolution. La première est qu'il reste moins d'insaturations dans le 

milieu au bout de cette durée comme nous pouvons l’observer sur la Figure 52, donc il est 

difficile de produire plus d'espèces oxygénées (Sega et al. 2010) et l’IP n'augmente plus. La 

seconde est que les peroxydes continuent d'être générés, mais en parallèle une partie de ces 

composés subit une dégradation physique ou est oxydée, en raison de la présence d'ozone en 

excès, pour former des composés secondaires (par exemple des aldéhydes ou des acides 

carboxyliques) (Moureu et al. 2015b). L’ensemble de ces résultats illustre bien la diversité de 

nos mélanges et les valeurs atteintes sont représentatives d’une large gamme. 

 

 IV.1.3.3 Fiabilité de la méthode 
 

 Il est intéressant de remarquer que la détermination d’une valeur par dosage 

volumétrique entraîne l’apparition d’une erreur sur cette valeur (cinq mesures pour un seul 

échantillon). Nous avons déterminé une erreur moyenne sur les valeurs obtenues pour l’II et 

l’IP en fonction de la nature de la matière première et de la présence de solvant (Tableau 33). 

 

 

Tableau 33.  Erreur moyenne sur les déterminations de l'II et l'IP en fonction de la composition 

du mélange 

 

Matière ozonée 

Indice d'iode (g I2 / 100g) Indice de peroxyde (méq O actif / kg) 

Erreur moyenne 

Proportion moyenne de 

l’erreur / valeur moyenne 

mesurée (%) 

Erreur moyenne 

Proportion moyenne de 

l’erreur / valeur moyenne 

mesurée (%) 

THO 0,66 3,31 15,14 7,62 

THO + eau 2,60 14,05 180,27 10,11 

THO + AN 1,25 5,95 101,60 23,52 

THO + eau + AN 0,69 9,02 237,18 11,94 

Huile de tournesol + eau 3,94 7,96 141,86 9,02 

OM 0,74 3,25 45,42 6,66 

OM + eau 1,36 9,00 145,04 6,80 

LM 1,00 0,98 40,86 7,94 

LM + eau 2,40 2,88 205,41 10,72 

 

  

 En ce qui concerne l’indice d’iode, les erreurs ne sont pas élevées (< 4 gI2 / 100g) et 

représentent moins de 10% de la valeur moyenne mesurée, sauf pour le cas l’huile THO et de 

l’eau. La mesure de l’II apparait donc précise et fiable. Pour la détermination de l’indice de 

peroxyde, les erreurs sont plus élevées (jusqu’à plus de 200 méq O actif / kg) et peuvent 
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représenter une proportion plus importante de la valeur moyenne obtenue (jusqu’à plus de 

23%). On peut distinguer que l’ajout d’eau entraîne systématiquement une erreur plus 

élevée pour les deux indices, quelle que soit la matière première. On peut expliquer ce 

phénomène par la nature même du dosage et la viscosité du produit en milieu aqueux. Il apparait 

tout d’abord une augmentation de la viscosité avec la durée de l’ozonation mais aussi avec 

l’ajout d’eau, comme observé dans le chapitre précédent. Ainsi, plus un produit présente une 

viscosité élevée, plus la réaction entre les réactifs du dosage volumétrique et le composé ozoné 

sera complexe et plus l’erreur sera importante. Par exemple, le composé peut être plus difficile 

à dissoudre (Diaz et al. 2006, Ugazio 2020). On peut finalement dire que la méthode de 

détermination des indices par dosages volumétriques peut présenter une marge d’erreur à 

prendre en considération. 

 

 Une fois l’ensemble de notre base de données d’échantillons caractérisée, elle a ensuite 

été soumise à des analyses spectrales adaptées à chacun des mélanges. 

 

IV.2 Analyses spectrales des échantillons synthétisés 
 

 IV.2.1 Analyses par spectroscopie moyen infrarouge 
 

 La spectroscopie dans la gamme du moyen infrarouge (2600 à 25000 nm ou 4000 à 400 

cm-1 (Travagli et al. 2010) est très utile pour étudier les matières grasses et les matières ozonées 

car elle permet de livrer des informations sur des fonctions chimiques précises, et notamment 

de suivre l’apparition et la disparition de fonctions particulières à la réaction d’ozonation. Une 

simple goutte de produit déposé sur une carte d’acquisition ST-IR en polyéthylène permet 

d’obtenir un spectre d’acquisition. Les spectres sont réalisés trois fois pour un échantillon et un 

spectre moyen est déterminé (Figure 57). 
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 Dans un premier temps, il est possible d’évaluer la consommation des insaturations 

présentes sur les chaînes grasses de toutes les matières premières. En effet, cette double liaison 

entre deux atomes de carbone est caractérisée par une bande d’absorption vers 1700 cm-1. De 

plus, la liaison C-H liée aux insaturations est caractérisée par une bande d’absorption vers 3000 

cm-1 (Zanardi et al. 2008, Georgiev et al. 2015). La double liaison carbone – carbone (environ 

1,37 Angström) va tendre à devenir une liaison simple carbone – carbone (environ 1,54 

Angström) lors de l’addition cyclique de la molécule d’ozone sur l’insaturation et la formation 

du composé 1,2,3-trioxolane (I) (Figure 58). Cette nouvelle liaison est plus grande, on observe 

donc un étirement de la liaison chimique carbone – carbone et donc une diminution de 

l’intensité des bandes d’absorptions. Le raisonnement est similaire pour les hydrogènes liés à 

l’insaturation. 

 

 

 

 

 

  

 

 Une autre famille de composés chimiques présente un intérêt dans la réaction 

d’ozonation des matières grasses, il s’agit des composés oxydés. Au regard du mécanisme 

Figure 58. Addition cyclique de l'ozone sur une insaturation 

Figure 57. Exemples de spectres d'absorption MIR pour différentes compostions et différentes 

conditions de réaction 
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réactionnel, la consommation des insaturations entraîne la formation d’ozonides. On peut 

caractériser ce type de composés à l’aide de l’apparition et l’augmentation de la bande 

d’absorption vers 1100 cm-1, qui s’explique par l’étirement de la liaison C-O des ozonides 

(Zanardi et al. 2008, Georgiev et al. 2015). On peut aussi identifier la formation d’espèces 

hydroxylées (acides carboxyliques et/ou hydroperoxydes) avec l’apparition d’un large pic entre 

3200 et 3600 cm-1. Ce phénomène est particulièrement visible en milieu protique. Il peut 

cependant aussi apparaître des traces d’eau dans ce domaine spectrale. Enfin, la formation 

d’espèces carbonylées est associée à l’augmentation de l’intensité de la bande vers 1750 cm-1 

(Guillén and Cabo 2002, Soriano et al. 2003, John, Bhattacharya, et Raynor 2004). Il peut donc 

être intéressant de relier ces différentes bandes caractéristiques à la variation de la composition 

chimique globale et donc à l’indice d’iode ou l’indice de peroxyde. 

 

 IV.2.2 Analyses par spectroscopie proche infrarouge 
 

 La spectroscopie dans la gamme du proche infrarouge s’étend de 800 à 2500 nm (12500 

cm-1 à 4000 cm-1). Elle est moins utilisée pour caractériser les matières grasses et les huiles 

ozonées car le spectre d’absorption révèle moins d’informations sur des fonctions chimiques 

précises (Dufour 2009). Un faible volume d’échantillon (environ 2 mL) est inséré dans une 

cuve de spectrophotométrie puis une mesure en transmission de l’absorbance est effectuée. Les 

spectres sont réalisés trois fois pour un échantillon et un spectre moyen est déterminé (Figure 

59).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 59. Exemple de spectres d'absorptions NIR pour différentes compositions et différentes 

conditions d'ozonation 
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 Les études déjà réalisées dans le domaine des huiles et graisses alimentaires ont permis 

de déterminer certaines bandes d'absorption intéressantes. Les spectres obtenus proviennent 

d'absorptions superposées correspondant principalement à des harmoniques et à des 

combinaisons de modes vibratoires impliquant des liaisons chimiques C-H, O-H, C=C et C=O 

(Li-Chan et al. 2010, Stefanov et al. 2013). Il est ainsi possible de relier certaines parties du 

spectre à des fonctions chimiques comme les doubles liaisons carbone-carbone. Trois domaines 

d'intérêts peuvent être isolés : 9100-7140 cm-1 (1100-1400 nm), 6100-5900 cm-1 (1640-1695 

nm), 4700-4500 cm-1 (2130-2220 nm). Ces régions permettent d’expliquer la variation de la 

longueur de la liaison C-H liée à l’insaturation ainsi que la variation de longueur de double 

liaison (Li et al. 1999, Adewale et al. 2014). Un raisonnement similaire est possible pour les 

liaisons C-O et O-H, caractéristiques des espèces de peroxydes et il a été isolé deux domaines 

qui peuvent représenter l’évolution des liaisons précédemment citées : 7400-6800 cm-1 (1350-

1470 nm) et 4800-4400 cm-1 (2080-2270 nm) (Moh et al. 1999, Gertz et al. 2013, Skvaril et al. 

2017).  

 

IV.3 Prédiction des indices chimiques par spectroscopie infrarouge 
 

 IV.3.1 Mise au point des modèles de prédiction 
 

 L’ensemble de l’étude a mené à mettre au point quatre modèles de prédictions. Deux 

modèles ont été développés dans la gamme spectrale du moyen infrarouge pour prédire l’II et 

l’IP. Puis, deux modèles ont été construits dans la gamme spectrale du proche infrarouge pour 

estimer les deux indices chimiques.  

 

 Pour chacun des modèles, l’ensemble des échantillons correspondant a été divisé en 

deux pour obtenir un ensemble de calibration qui permet de mettre au point le modèle par 

rapport à des valeurs de référence et un ensemble de prédiction, ou set de validation externe, 

qui sert à tester le modèle sur des échantillons dont on connait les valeurs de références. On 

peut alors comparer les valeurs prédites et les valeurs réelles pour évaluer les performances du 

modèle. On utilise une proportion de 70% des échantillons pour constituer le premier ensemble 

et les 30% restant permettent de constituer le second ensemble. Les échantillons ont été choisis 

au hasard et nous nous sommes assurés que les échantillons de l’ensemble de prédiction 
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n’étaient pas hors de la plage des valeurs de l’ensemble de calibration. Le nombre 

d’échantillons de ces ensembles dans le cadre de notre étude est présenté dans le Tableau 34. 

Tableau 34. Constitution des ensembles de calibration et des ensembles de prédiction 

 

Gamme 

spectrale 

Prédiction de l'II Prédiction de l'IP 

Nombre total 

d'échantillons 

Ensemble 

de 

calibration 

Ensemble 

de 

prédiction 

Nombre total 

d'échantillons 

Ensemble 

de 

calibration 

Ensemble 

de 

prédiction 

Moyen 

infrarouge 
64 42 22 112 74 38 

Proche 

infrarouge 
40 27 13 75 52 23 

 

 Une fois ces ensembles constitués, la mise au point du modèle se base tout d’abord sur 

l’ensemble de calibration. Il a ensuite été déterminé si l’ensemble de la gamme spectrale était 

conservé ou si le modèle se basait exclusivement sur des zones spectrales présentant un intérêt. 

Ces zones peuvent être liées à des bandes caractéristiques, elles-mêmes liées à des composés 

consommés pendant la réaction d’ozonation ou à des produits formés. 

 

 Une fois que nous avons fait ce choix, des prétraitements mathématiques peuvent être 

appliqués aux données spectrales pour réduire ou éliminer le bruit de fond. Les spectres 

prétraités sont ensuite confrontés aux valeurs numériques des indices chimiques déterminées 

précédemment. Un modèle mathématique est développé pour prédire les indices II et IP à partir 

des spectres infrarouges prétraités. Ce modèle comporte plusieurs facteurs (PLS) et est 

développé pour chaque prétraitement mathématique. Plus le nombre de facteurs du modèle est 

faible, et plus la prédiction du paramètre est robuste. 

 

 On utilise ensuite la méthode de la validation externe. Les différents modèles PLS sont 

alors utilisés pour prédire les indices chimiques des échantillons du set de validation externe, à 

partir de leurs spectres infrarouges. Pour chaque échantillon à prédire, une valeur numérique 

peut être déterminée et comparée à la valeur de référence obtenue par dosage chimique. On peut 

alors décrire la qualité du modèle à l’aide de trois facteurs : le coefficient de détermination (R²), 

l'erreur quadratique moyenne (RMSE) et la déviation prédictive résiduelle (RPD). Le R² est 

déterminé en comparant les valeurs déterminées par le modèle de prédiction et les valeurs de 

référence pour tous les échantillons du set de validation externe. Plus R² est proche de 1 et plus 

les valeurs prédites sont proches des valeurs de références. La RMSE permet d’avoir une 
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information sur l’erreur applicable à une prédiction du modèle, il faut donc que le RMSE soit 

la plus faible possible. Enfin, le RPD prend en compte les écarts-types des valeurs de référence 

de l’ensemble de prédiction et les erreurs issues de la prédiction. Plus la valeur du RPD est 

élevée, plus le modèle a de chances de prédire avec précision la composition chimique d'un 

nouvel ensemble d'échantillons. La valeur du RPD peut justifier de la qualité du modèle selon 

les critères : 0,0-2,3 comme non recommandé, 2,4-3,0 comme qualité de criblage très grossière, 

3,1-4,9 comme qualité de criblage, 5,0-6,4 comme contrôle de qualité, 6,5-8,0 comme contrôle 

de processus, et > 8,1 adaptées à toute application (Williams et al. 2001, Natsuga et al. 2006). 

La comparaison des performances des modèles permet de sélectionner le meilleur modèle (R² 

et RPD les plus élevés, RMSE la plus faible). 

 

 IV.3.2 Prédiction des indices chimiques à l’aide de la spectroscopie 

moyen infrarouge 
 

 Etant donné la faible quantité de méthodologie existante concernant la prédiction de 

paramètres chimiques sur des matrices ozonées, nous nous sommes intéressés à la littérature 

concernant la détermination de ce paramètre par spectroscopie MIR sur diverses matières 

grasses non oxydées.  

 

 IV.3.2.1 Prédiction de l’II à l’aide de la spectroscopie moyen infrarouge 
 

 Pour établir un modèle de prédiction, il faut tout d’abord déterminer si la globalité du 

spectre va pouvoir expliquer la variation d’un paramètre ou s’il faut considérer une ou plusieurs 

gammes de longueurs d’ondes. Après avoir observé les spectres obtenus, on constate 

rapidement que l’évolution de la bande spectrale vers 3000 cm-1 peut apporter des informations 

rapides pour estimer la valeur de l’II. La plupart des études considèrent en effet des gammes 

spectrales qui possèdent la longueur d’onde 3000 cm-1 pour établir des modèles de prédiction 

pour l’indice d’iode. Cette technique permet de limiter l’analyse à une région qui contient le 

plus d’informations relatives au paramètre désiré et de réduire les interférences dues à la 

contribution spectrale d’autres composants. Dans le cadre de l’indice d’iode, il est possible de 

limiter l’étude à des zones nous apportant des informations en rapport aux doubles liaisons 

carbone – carbone et aux liaisons hydrogènes associées. On retrouve ainsi des études restreintes 

aux gammes suivantes : 3025 – 2992 cm-1 (Che Man et al. 1999), 3070 – 3005 cm-1 (Talpur et 

al. 2014), 3017,5 – 3004,2 cm-1 (Tavassoli-Kafrani 2017). Une étude a même été menée 

uniquement sur la longueur d’onde 3009 cm-1 (An 2017). Il apparait donc nécessaire d’orienter 
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notre étude sur une telle gamme spectrale. L’ensemble des modèles déterminés et l’évaluation 

des paramètres associés sont présentés dans le Tableau 35. 

Tableau 35. Evaluation des modèles établis pour la prédiction de l'II à l'aide de la gamme 

spectrale du moyen infrarouge 

 

Indice 

chimique 

étudié 

Gamme 

de 

valeurs 

Domaine 

spectral étudié 

(cm-1) 

Pré-

traitements 

Nombre de 

facteurs 

PLS 

R² 

val 
RMSE RPD 

II (gI2/100 g) 0 - 132,6 

spectre complet aucun 7 0,919 10,68 3,6 

3040-2990 aucun 3 0,917 12,54 3,1 

3040-2990 SNV 3 0,946 9,149 4,2 

 

 Tout d’abord, on constate que les RPD obtenus permettent d’estimer nos modèles 

comme possédant une qualité pour le criblage (Cozzolino et al. 2004). Les valeurs obtenues 

pour la RMSE sont satisfaisantes car elles représentent moins de 10% de l’étendue de la gamme 

complète. Il est donc possible de discriminer un échantillon possédant un II élevé d’un 

échantillon possédant peu d’insaturations. L’application d’un prétraitement et la limitation de 

la gamme spectrale permet d’obtenir les meilleurs résultats. La valeur de R² peut être expliquée 

par le nombre d’échantillons et la difficulté à estimer avec une haute précision la valeur de l’II 

par dosage chimique pour l’ensemble des échantillons, notamment les échantillons en milieu 

aqueux. 

 

 IV.3.2.2 Prédiction de l’IP à l’aide de la spectroscopie moyen infrarouge 
 

 Concernant la détermination de l’indice de peroxyde, il apparait plus compliqué d’isoler 

une gamme précise pour expliquer l’évolution globale de ce paramètre. Des études ont suivi 

l’évolution de la formation d’espèces hydroxylées avec l’apparition d’un épaulement vers 3500 

cm-1 et fixent donc la gamme d’étude sur 3600 – 3250 cm-1 (Guillen et Cabo 2002) ou 3750-

3350 cm-1 (Ma et al. 1997). Yu et al. (2007) ont démontré une linéarité entre l’évolution du 

spectre vers 542 cm-1 et l’évolution de l’IP d’huiles comestibles. Comme l’IP est influencé par 

différents composés, il semble logique de devoir considérer une grande partie du spectre voire 

le spectre global pour tenter de réaliser des modèles de prédiction de cet indice chimique. 

L’ensemble des modèles déterminés et l’évaluation des paramètres associés sont présentés dans 

le Tableau 36. 
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Tableau 36. Evaluation des modèles établis pour la prédiction de l'II à l'aide de la gamme 

spectrale du moyen infrarouge 

 

Indice 

chimique 

étudié 

Gamme de 

valeurs 

Domaine 

spectral étudié 

(cm-1) 

Pré-

traitements 

Nombre 

de 

facteurs 

PLS 

R² val RMSE RPD 

IP (meq O 

actif/kg) 
0,9 - 3067,6 

spectre 

complet 
aucun 7 0,92 239,53 3,43 

spectre 

complet 
SNV 7 0,93 219,33 3,52 

 

 

 On obtient des valeurs de RPD similaires aux modèles développés pour l’estimation de 

l’II, ce qui justifie d’une qualité suffisante pour un criblage et une estimation de l’indice 

chimique désiré (Cozzolino et al. 2004). Les valeurs des RMSE représentent moins de 10% de 

l’étendue de la gamme complète, ce qui reste faible et donc intéressant pour la prédiction d’une 

valeur. On remarque que l’application d’un prétraitement n’améliore pas fortement la 

robustesse du modèle. 

 

 IV.3.2.3 Bilan de l’étude utilisant la spectroscopie moyen infrarouge 
 

 Après l’observation de l’ensemble de nos résultats, on remarque plusieurs intérêts à la 

méthodologie de prédiction d’indices chimiques à l’aide de la spectroscopie MIR. Que ce soit 

pour l’II ou pour l’IP, nous obtenons des modèles qui présentent assez de robustesse pour un 

criblage et une estimation des valeurs des indices chimiques. En effet, les meilleurs résultats 

nous ont permis d’obtenir des RPD de 4,2 pour l’II et de 3,5 pour l’IP. La représentation des 

valeurs prédites en fonction des valeurs mesurées par méthode chimique pour les meilleurs 

résultats permet d’observer l’intérêt de nos modèles (Figure 60). 
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 Si on compare ces deux modèles et la méthodologie développée à la méthode des titrages 

volumétriques, on peut constater de nombreux avantages à l’utilisation de la spectroscopie en 

moyen infrarouge (Tableau 37). 

 

Tableau 37. Comparaison entre la méthode de détermination chimique et la prédiction par 

analyse spectrale des indices chimiques 

 

  Dosage volumétrique 
Prédiction par analyse 

spectrale 

Réalisation d'une mesure 

Préparation d'un 

échantillon pour une 

seule mesure. 

Plusieurs mesures 

nécessaires pour une 

moyenne 

Une acquisition spectrale 

suffit. Il est possible d'en 

réaliser une multitude pour 

un seul échantillon 

Durée (min) > 10 < 1 

Consommables 
Solvants toxiques, 

verreries 
Carte acquisition ST-IR 

Quantité d’échantillon nécessaire Plusieurs grammes Quelques gouttes 

Erreur moyenne min (g I2 / 100 g) 3,5 9,15 

Erreur moyenne IP (méq O actif / 

kg) 
175,33 235,46 

 

  

 

Figure 60. Représentation des valeurs prédites face aux valeurs mesurées pour les deux 

indices chimiques 



CHAPITRE IV – MISE AU POINT D’UNE METHODE DE PREDICTION D’INDICES CHIMIQUES PAR ANALYSES 

SPECTRALES 

134 

 

 La rapidité d’acquisition, la faible quantité nécessaire d’échantillon et l’absence de 

produits dangereux en font une méthode alternative d’intérêt. On observe que pour l’IP, les 

erreurs obtenues sur les valeurs sont du même ordre de grandeur, ce qui justifie une fois de plus 

l’intérêt pour l’utilisation de la spectroscopie MIR pour la prédiction de l’IP. Bien que l’erreur 

pour la prédiction de l’II soit 3 fois supérieure à celle obtenue par dosage chimique, elle reste 

malgré tout faible à la vue de l’étendue de la gamme étudiée. On peut toutefois noter l’intérêt 

d’être plus précis au moment de la détermination des indices de référence pour éviter 

d’amplifier l’erreur obtenue lors de la mise au point du modèle. 

 

 Il est important de relever le fait que notre modèle couvre une large gamme de valeurs 

pour l’II et l’IP et permet d’étudier une diversité de corps gras et d’échantillons ozonés selon 

différentes conditions (différentes durées, présence ou non de différents solvants, différentes 

matières premières). 

 

 IV.3.3 Prédiction des indices chimiques à l’aide de la spectroscopie 

proche infrarouge 
 

 Pour déterminer le nombre de longueurs d’ondes à prendre en compte, nous nous 

sommes appuyés sur la même méthodologie que pour la gamme spectrale du moyen infrarouge. 

En se basant sur la littérature, nous avons observé que les études sur les huiles vierges ne 

s’appuyaient pas forcement sur l’ensemble du spectre mais seulement sur des gammes 

restreintes.  

 

 IV.3.3.1 Prédiction de l’II à l’aide de la spectroscopie proche infrarouge 
 

 Les études visant à estimer l’indice d’iode s’appuient sur des bandes spectrales 

comprenant les gammes suivantes : 9100-7140 cm-1 ; 6100-5900 cm-1 ; 4700-4500 cm-1 (Li et 

al. 1999, Adewale et al. 2014). En effet, ces bandes sont représentatives de l’évolution de la 

double liaison carbone – carbone, comme nous l’avons décrit précédemment. Certains pré-

traitements mathématiques ont été testés mais les résultats ne représentaient pas assez d’intérêt 

pour être présentés ici. Les modèles présentant les meilleurs résultats et l’évaluation des 

paramètres associés sont reportés dans le Tableau 38. 
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Tableau 38. Evaluation des modèles établis pour la prédiction de l'II à l'aide de la gamme 

spectrale du proche infrarouge 

 

Indice 

chimique 

étudié 

Gamme 

de 

valeurs 

Domaine 

spectral 

étudié (cm-1) 

Pré-

traitements 

Nombre 

de 

facteurs 

PLS 

R² 

val 
RMSE RPD 

II (g I2 / 100 

g) 
0 - 132,6 

spectre 

complet 
aucun 5 0,89 14,35 2,68 

9100 - 7140 et 

6100 - 5900 
aucun 5 0,89 14,67 2,62 

 

 D’après les valeurs de RPD que nous obtenons, les modèles développés se présentent 

avec une qualité de criblage très grossière. Ces résultats apparaissent donc comme une preuve 

de concept et il est nécessaire d’apporter des améliorations à la méthodologie. Certaines études 

procèdent par exemple à des modifications chimiques de l’échantillon avant d’effectuer une 

analyse spectrale à l’aide par exemple d’une dissolution ou d’une diminution de la viscosité en 

chauffant (Li et al. 2000, Adewale et al. 2014). Il est possible aussi d’envisager une analyse en 

réflexion plutôt qu’en transmission. 

 

 IV.3.3.2 Prédiction de l’IP à l’aide de la spectroscopie proche infrarouge 
 

 Les études qui s’orientent à évaluer l’indice de peroxyde s’appuient quant à elle sur des 

bandes spectrales comprenant les longueurs d’ondes 7400-6800 cm-1 et 4800-4400 cm-1 (Moh 

et al. 1999, Gertz et al. 2013, Skvaril et al. 2017). Ces longueurs d’ondes tendent en effet à être 

représentatives des liaisons C-O et O-H. De même que pour l’II, des pré-traitements ont été 

testés mais seulement les résultats les plus intéressants ont été reportés dans le Tableau 32. 

 

Tableau 39. Evaluation des modèles établis pour la prédiction de l'IP à l'aide de la gamme 

spectrale du proche infrarouge 

 

Indice chimique 

étudié 

Gamme de 

valeurs 

Domaine 

spectral étudié 

(cm-1) 

Pré-

traitements 

Nombre 

de 

facteurs 

PLS 

R² val RMSE RPD 

IP (méq O actif / 

kg) 

0,9 - 

3067,6 

spectre complet aucun 5 0,79 356,4 2,18 

7400 - 6800 et 

4800 - 4400 
SNV 7 0,77 375,1 2,08 
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 L’utilisation de la spectroscopie proche infrarouge pour la prédiction de l’IP n’apparait 

pas comme recommandé dans ces conditions d’utilisation à la vue des valeurs de RPD obtenues. 

En plus de revoir la méthodologie de préparation de l’échantillon, il peut être intéressant 

d’envisager une approche différente pour la mise au point des modèles. Par exemple, il est 

possible d’envisager des modèles sur des gammes plus restreintes de valeurs, ce qui pourrait 

nous permettre de nous affranchir d’une viscosité qui augmente lorsque l’IP augmente 

fortement. De plus, il peut être nécessaire d’adapter les modèles à chaque matière première 

prise séparément. Finalement, pour améliorer la méthodologie, il faut sans doute laisser de côté 

la diversité d’application et favoriser une application particulière, en limitant l’étude à une 

matière première ou une gamme d’indices par exemple. 

 

 IV.3.3.3 Bilan de l’étude utilisant la spectroscopie proche infrarouge 
 

 L’utilisation de la spectroscopie proche infrarouge pour estimer les indices chimiques 

apparaît ici plus comme une preuve de concept qu’une méthodologie finie et applicable. La 

prédiction de l’indice d’iode nécessite quelques modifications pour améliorer la robustesse du 

modèle tandis que la prédiction de l’IP implique de modifier la méthodologie en augmentant la 

spécificité des échantillons. 

 

IV.4 Conclusion 
 

 Nous pouvons conclure qu'il est possible d'estimer l'indice d'iode et l'indice de peroxyde 

de différentes matières grasses ozonées en quelques minutes grâce à la spectroscopie en moyen 

infrarouge. Si nous comparons les performances des meilleurs modèles infrarouges avec les 

méthodes de référence par des dosages chimiques, nous pouvons remarquer de nombreux 

avantages à utiliser un modèle infrarouge pour déterminer les paramètres chimiques de nos 

échantillons.  

 

 Les modèles développés couvrent une large gamme de valeurs pour l’II et l’IP et 

permettent d’étudier une diversité de corps gras et d’échantillons ozonés selon différentes 

conditions. Ils présentent une polyvalence au dépend d’une précision élevée, cependant il peut 

être facilement envisageable d’améliorer les performances obtenues.  
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 Dans un premier temps, en mettant au point des modèles moins polyvalents mais plus 

spécifiques, une étude limitée à un seul corps gras peut en effet laisser envisager un modèle 

plus robuste.   

 

 Ensuite, il pourrait aussi être intéressant de réaliser différents modèles en fonction des 

valeurs attendues et donc de travailler sur des gammes d’indices plus restreintes. Le fait de 

vouloir couvrir une gamme large de valeurs d’indices, que ce soit pour l’indice d’iode ou de 

peroxyde, impacte inévitablement la performance du modèle. Si l’opérateur possède une 

estimation sur l’état du milieu avant analyse, il est tout à fait possible d’envisager des modèles 

pour des indices élevés, des indices intermédiaires et des indices faibles. La plupart des modèles 

développés sur huiles vierges dans la littérature s’axent en effet sur des gammes assez 

restreintes.  

 

 Enfin des méthodes de chimiométrie plus élaborées pourraient être mise en place avec 

par exemple l’utilisation de réseaux de neurones artificiels (ANN). Un neurone est une unité de 

calcul capable de transformer des données à l’aide de fonctions mathématiques et de transférer 

le résultat à d’autres unités. Un ANN se structure en plusieurs couches de neurones successives, 

dont une couche d’entrée, une ou plusieurs couches intermédiaires dites cachées, et une couche 

de sortie (Nielsen 2015, Tréguier 2020). Cette méthode permet de discriminer encore plus 

efficacement l’influence de chaque longueur d’onde d’un spectre obtenu pour un échantillon 

sur les indices désirés mais il faudrait plusieurs centaines d’échantillons.  

 

 Il est aussi important de remarquer que l’ensemble de la méthodologie se base sur une 

mesure d’II ou d’IP par dosages chimiques. Cette mesure présente elle-même une variabilité 

qui n’est pas négligeable. Pour obtenir des prédictions plus performantes, il est possible 

d’utiliser une autre méthode de référence qui serait elle-même plus précise. On peut envisager 

d’utiliser par exemple des quantifications par RMN ou CPG pour la mesure de l’II. 

 

 L'estimation dans le proche infrarouge est plus compliquée mais des modifications du 

protocole et une meilleure compréhension de la complexité du mélange peuvent être envisagées 

pour obtenir de meilleurs résultats, qu’il peut être intéressant d’exploiter dans le domaine des 

huiles ozonées.  
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 En effet, cette gamme spectrale présente un intérêt particulier dans sa technologie 

d’utilisation. Les analyses sont réalisables sur des échantillons liquides et peuvent donc 

parfaitement s’adapter pour une utilisation dans un procédé en flux continu en faisant suite à 

l’étude du chapitre III. Cette méthode est notamment utilisée pour le suivi de la 

transestérification éthanolique d’huile végétale en microréacteur (Richard 2011). D’un autre 

côté, nous avons mis au point au laboratoire un réacteur semi continu dans lequel il est possible 

de réaliser une mesure d’absorbance dans la gamme spectrale du proche infrarouge directement 

au sein du réacteur (Figure 61). Il est en effet possible d’adapter une sonde au spectromètre 

ARCoptix (Figure 62) et d’insérer la sonde dans un doigt en quartz pour réaliser une mesure en 

réflexion au sein du réacteur.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

Figure 61. Réacteur semi-continu permettant une analyse spectroscopique à l’intérieur du réacteur 

Figure 62. Dispositif de l’ARCoptix pour l’acquisition de spectres en réflexion 
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 Ce dispositif nous a notamment permis de déterminer efficacement la concentration 

d’ozone dissous dans l’eau et l’analyse d’une réaction d’ozonation sur une matière grasse est 

donc tout à fait envisageable dans ce type de réacteur. Malgré tout, il faudrait adapter les 

modèles sur des données spectrales acquises en réflexion et non en transmission comme 

développés dans ce chapitre.  Après l’optimisation des conditions de synthèses et des 

méthodologies d’analyses, il s’est avéré important de déterminer l’action de l’huile ozonée sur 

une pathologie d’intérêt dans le secteur agricole : les mammites.  
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 La mammite est une inflammation clinique ou subclinique (inapparente) de la mamelle 

et est généralement causée par une infection bactérienne. Elle peut entraîner l’apparition de 

caillots et de flocons lors la production de lait, ainsi que des gonflements ou des rougeurs. Elle 

est signalée chez de nombreuses espèces animales, mais surtout chez les animaux laitiers 

domestiques. Chez les vaches laitières, les troupeaux sont touchés partout dans le monde avec 

des taux de prévalence allant de 15 à 40% (Zhao et al. 2015). Chez les petits ruminants (brebis 

et chèvres), la mammite a été décrite comme ayant une prévalence de 10 à 60% selon les 

régions, avec une prévalence plus élevée des formes subcliniques (vs cliniques) dans les deux 

espèces (Bergonier et al. 2003). La mammite est associée à une réduction de la production et 

de la qualité du lait ainsi qu’à une augmentation des coûts de contrôle (traitements, réforme...), 

ce qui entraîne des pertes économiques importantes pour les éleveurs laitiers (Seegers et al. 

2003). Ainsi, la mammite continue d'être l'un des facteurs limitant le plus impactant sur la 

production laitière dans le monde entier.  

 

 D'un point de vue thérapeutique, la mammite clinique entraîne généralement un ou 

plusieurs traitements antibiotiques immédiats. La (les) voie(s), la durée et le choix des 

molécules dépendent de l’espèce atteinte, de la gravité clinique et de l'étiologie. Les mammites 

subcliniques sont souvent traitées plus tard dans la lactation et/ou au moment du tarissement. 

Les médicaments vétérinaires sont utilisés soit par voie intra-mammaire ou parentérale pour les 

antibiotiques soit par voie topique pour les désinfectants des trayons (Trevisi et al. 2014). Dans 

tous les cas, la prévention est essentielle. Historiquement, celle-ci comprenait de façon 

systématique un traitement intra-mammaire avec un antibiotique à longue durée d'action au 

tarissement. Cette mesure permettait de combiner une action préventive, couvrant tout ou une 

partie de la période sèche, et une action curative vis-à-vis des infections présentes en fin de 

lactation. Aujourd’hui, dans le cadre de l’évolution des pratiques vers une utilisation mieux 

raisonnée des antibiotiques, l’objectif est de traiter seulement les mamelles infectées.  

 

 Malgré ces efforts longs et coûteux pour prévenir et/ou guérir les mammites tels que 

l’amélioration de l’hygiène, des installations de traite, l’amélioration des conduites d’élevage 

(logement des vaches, nutrition, etc.) ou encore l’usage d’antibiotiques et de biocide, on 

enregistre généralement des difficultés à totalement limiter l’apparition des mammites. D’autre 

part, l’émergence de souches bactériennes multirésistantes, en partie due à la surutilisation des 

antibiotiques, est un problème majeur de santé publique dans le monde. 
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 Même s'il n'existe aucune preuve de l'émergence d'une résistance généralisée parmi les 

agents pathogènes de la mammite, une utilisation rationnelle des médicaments antibactériens 

est essentielle pour des raisons thérapeutiques, économiques et épidémiologiques. Dans ce 

contexte, l'utilisation des antibiotiques devient de plus en plus controversée, et leur usage 

préventif en voie d’interdiction dans plusieurs pays (Oliver et al. 2011). 

 

 Dans ce contexte, les huiles végétales ozonées peuvent présenter une alternative. 

Plusieurs études ont démontré une activité antibactérienne in vitro contre diverses souches de 

collection et des isolats cliniques humains, notamment E. coli, S. aureus et P. aeruginosa (Sechi 

et al. 2001, Díaz et al. 2006a, Diaz et al. 2006b, Rodrigues et al. 2004, Skalska et al. 2009). 

L'effet in vitro des huiles de tournesol ozonées sur trois agents pathogènes responsables de la 

mammite a aussi été évaluée : Staphylococcus aureus (CIP 76.25), Escherichia coli (CIP 76.24) 

et Streptococcus uberis (CIP 105450) (Moureu et al. 2015b). Cette étude a permis de déterminer 

les conditions d'ozonation optimales pour obtenir la meilleure activité antibactérienne contre 

les souches étudiées. Ensuite, l'efficacité des huiles ozonées sur une gamme de souches isolées 

de la mammite plus étendue a été déterminée. En effet, Moureu et al. (2015a) ont déterminé les 

concentrations minimales inhibitrices (CMI) de l’huile ozonée vis-à-vis de plusieurs dizaines 

de ces souches en utilisant la méthode de microdilution et les résultats ont démontré l’intérêt de 

l’huile de tournesol ozonée. En complément de cette étude, nous avons donc décidé d’élargir la 

gamme de souches et d’évaluer la résistance de l’ensemble des souches face à plus d’une dizaine 

d’antibiotiques. Ainsi nous avons comparé l’efficacité de l’huile de tournesol ozonée et des 

différents antibiotiques puis nous avons déterminé le potentiel biocide de notre produit 

biosourcé vis-à-vis des infections mammaires. 

 

V.1 Création d’une base de données représentative de l’étiologie 

des mammites 
 

 V.1.1 Détermination des souches qui vont constituer la base de données 
 

La liste des isolats a d'abord été définie en identifiant les agents étiologiques de la 

mammite de brebis les plus fréquents dans la littérature. À cette fin, nous avons utilisé deux 

études complémentaires couvrant la période de 1993 à 2015 (Contreras et al. 2007, Gelasakis 

et al. 2015). Cette recherche documentaire a été complétée par la prise en compte des incidences 

d'isolements obtenues en France grâce aux cliniques ambulatoires et aux données de diagnostic 
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bactériologique (Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse) recueillies de 1992 à 2015 dans les 

troupeaux de brebis laitières (Bergonier et al. 2003, Bergonier et al. 2005. Bergonier et al. 

2014). Ainsi, les fréquences des genres et des espèces dans la présente collection ont été définies 

de façon à être au plus près de la représentativité des agents étiologiques isolés sur le terrain. 

Dans un second temps, des souches de la même origine (mammites) présentant un profil de 

résistance ou multirésistance à différents antibiotiques (Pseudomonas, Serratia) ont été ajoutées 

afin de tester l’effet de l’huile ozonée sur ces isolats (Aloush et al. 2005, Moradigaravand et al. 

2016). Enfin, l’intérêt de notre panel réside dans le fait que la majorité des souches ne sont pas 

spécifiques des mammites, mais peuvent au contraire être isolées à partir de nombreuses autres 

affections ou maladies des ruminants (métrites, arthrites, dermatites, …), permettant 

d’envisager des perspectives thérapeutiques pour d’autres types d’infections.  

 

Le prélèvement et l’identification des souches ont été réalisés selon les procédures 

décrites dans le paragraphe II.7.1. L’ensemble des souches à notre disposition est présenté en 

Annexe 4 (souches à coloration de Gram-négatives) et Annexe 5 (souches à coloration Gram-

positives). Ces souches peuvent être réparties selon leur réservoir naturel ou leur pouvoir 

pathogène. 

 

 V.1.2 Le critères de classification des souches 
 

 V.1.2.1 Les principaux réservoirs 
 

Conformément à la littérature, les isolats ont été classés en fonction de leur(s) 

principal(aux) réservoir(s) : l’animal ou l'environnement. Cette classification est à la base de la 

différence entre la mammite contagieuse (ou mammite de traite) et la mammite 

d’environnement (Gelasakis et al. 2015). Les isolats d’origine "animal" correspondent à des 

réservoirs animaux de plusieurs types : la peau en grande partie, en particulier des trayons 

(Micrococcaceae, etc.), mais aussi les voies respiratoires supérieures (Pasteurellaceae pour les 

agneaux de lait, les brebis, etc.) ou la bouche (Streptococcus oralis, sanguinis, etc.). Ils 

présentent une persistance très faible à modérée dans l'environnement (Contreras et al. 2007, 

Omaleki et al. 2011, Gelasakis et al. 2015).  

 

Les isolats d’origine "environnementale" correspondent aux espèces bactériennes 

fréquemment isolées du sol, de la litière, de l'eau, du foin, etc. (par exemple, les coliformes, les 
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autres entérobactéries, les entérocoques, les Listeria spp., les Bacillus, Pseudomonas, etc.). Ils 

présentent une persistance longue (mois) à très longue (années) dans l'environnement extérieur 

(Smith et al. 1993, Bergonier et al. 2003, Gelasakis et al. 2015). Ces derniers microorganismes 

peuvent contaminer la peau des trayons mais persistent mal, en particulier lorsqu'ils sont soumis 

à une pulvérisation ou un trempage biocide des trayons.  

 

 V.1.2.2 Le pouvoir pathogène des souches 
 

La classification du pouvoir pathogène bactérien a été basé sur la terminologie 

conventionnelle pour les mammites (Reyher et al. 2012) : pathogènes majeurs (agents 

naturellement les plus fréquents), pathogènes mineurs (agents naturellement moins fréquents) 

et opportunistes (agents de pouvoir pathogène spontané faible mais favorisés ou sélectionnés 

par certaines pratiques comme l’antibiothérapie intra-mammaire). 

 

 V.1.3 Le classification obtenue pour notre base de données 
 

Selon les critères présentés précédemment, une première répartition des souches en 

fonction de leurs caractéristiques est réalisée (Tableau 40 et Figure 63).  

 

Tableau 40. Répartition du nombre de souches en fonction des caractéristiques dans la base de 

données étudiée 

 

Caractéristiques Nombre de souches 

Pathogène  

Environnemental 62 

Animal 63 

Majeur 55 

Mineur 45 

Opportuniste 25 

Coloration de 

Gram 

Négative 49 

Positive 76 

Total 125 
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On observe une plus grande proportion de souches à coloration de Gram-positives. Les 

souches environnementales et animales sont en proportions similaires et les pathogènes 

opportunistes sont moins représentés que les pathogènes mineurs et majeurs. Ces proportions 

correspondent à la représentativité des souches pour la pathologie de la mammite. 

 

V.2 Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices 

(CMI) 
 

 V.2.1 Préparation de l’échantillon d’huile ozonée 
 

Comme précisé dans le paragraphe II.2.1, une huile de tournesol à haute teneur en acide 

oléique (THO), ozonée pendant 4 heures avec de l'eau, a été utilisée pour cette étude en raison 

de son activité antibactérienne contre trois souches déjà étudiées (Moureu et al. 2015b). Plus 

précisément, une émulsion composée de 50 g d'huile de tournesol à haute teneur en acide 

oléique (89%) et de 5 g d'eau ultra-pure (MilliQ® Integral 15 Systems, Millipore, USA) a été 

placée dans un réacteur. L'ozone a été généré par un dispositif OZAT-CFS1 (Ozonia, Suisse) 

alimenté en oxygène pur. L'ozone (30 L/h, [O3] ≈ 65 mg/L) a réagi à travers cette émulsion 

pendant 4 h. Pendant tout le processus d'ozonation, de l'eau à 27 °C a recirculée à l'intérieur de 

la double paroi du réacteur pour limiter l’exothermicité de la réaction. La manipulation a été 

réalisée trois fois pour obtenir une quantité suffisante de produit, les trois produits ozonés ont 

été associés pour obtenir un mélange homogène et un indice moyen du mélange combiné a été 

déterminé (II et IP) (dosage volumétrique, Tableau 41).  

Figure 63. Proportion d’agents pathogènes en fonction de leurs caractéristiques 
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Tableau 41. Indices chimiques déterminés pour l'huile de tournesol THO avant et après 

ozonation, DS : déviation standard 

 

  II moyen + DS (g I2 / 100 g) IP moyen + DS (meq d'oxygene actif / kg) 

THO non ozonée 89,7 ± 0,32 4,1 ± 0,29 

THO ozonée 4h 16,8 ± 0,39 2172,8 ± 54,2 

 

Les valeurs obtenues pour les paramètres utilisés pour caractériser l'huile de tournesol 

ozonée sont cohérentes avec les données obtenues dans les études précédentes, ce qui démontre 

une fois de plus que la procédure d'ozonation est très reproductible. Après avoir constaté les 

caractéristiques chimiques de notre huile, nous avons appliqué la méthode de microdilution 

pour déterminer les CMIs. 

 

 V.2.2 Répétabilité et répartition des CMIs 
 

 La détermination des CMIs a été réalisée en dupliquât, c’est-à-dire que 250 CMIs ont 

été déterminées (soit deux fois 125 souches). Afin de vérifier la répétabilité des mesures, pour 

une même souche, la méthode de microdilution met en parallèle deux colonnes de puits (cf. 

II.7.2). Les résultats pour cette étude microbiologique avec des concentrations discontinues sont 

satisfaisantes car une parfaite répétabilité est obtenue sur 227 manipulations (soit 91%) et 23 

manipulations présentaient une différence d’un seul facteur de dilution. Cette différence d’une 

dilution peut s’expliquer par une variation dans les volumes prélevés, qui sont de l’ordre du µL, 

et déposés dans les puits. 

 

Ensuite, la méthode de microdilution nous a permis de tester l’activité antibactérienne 

de nos produits sur une gamme de concentrations comprise entre 0,625 et 40 mg/mL. Sur cette 

gamme, nous avons observé une activité antibactérienne de l’huile de tournesol ozonée contre 

l’ensemble des souches. En revanche, aucun effet n’a pu être déterminé pour l’huile de 

tournesol non ozonée. Cette observation confirme bien que l'activité antibactérienne provient 

des produits formés lors de l'ozonation des huiles végétales. La répartition des souches en 

fonction des CMIs obtenues est présentée sur la Figure 64.  
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On observe ainsi qu’environ 80% des souches sont inhibées par une concentration 

inférieure ou égale à 10 mg/mL et plus de 40% avec une concentration de 5 mg/mL ou moins. 

Une étude plus approfondie pour observer l’influence des caractéristiques biologiques et 

environnementales a ensuite été menée. 

 

 V.2.3 Influence des caractéristiques épidémiologiques et pathogéniques 
 

 V.2.3.1 Influence des caractéristiques intrinsèques des bactéries : 

coloration de Gram 
 

En étudiant séparément la répartition des valeurs sur les bactéries Gram-positives et 

Gram-négatives, on observe que plus de la moitié des bactéries Gram-positives sont inhibées 

avec des concentrations d’huiles ozonées inférieures ou égales à 5 mg/mL tandis que ce résultat 

diminue à 20% à peine pour les bactéries Gram-négatives (Figure 65). Les bactéries Gram-

positives sont significativement plus sensibles que les bactéries Gram-négatives (valeur p < 

0,0001). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 64. Répartition et proportion (%) des CMIs en fonction des souches pour 

l’ensemble des bactéries 

Figure 65. Répartition et proportion (%) des CMIs obtenues pour l’ensemble des bactéries Gram-

positives et Gram-négatives 
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La différence significative de sensibilité observée entre les bactéries Gram-positives et 

Gram-négatives peut être expliquée par la structure des parois bactériennes de ces deux groupes 

et le potentiel mécanisme d’action des huiles ozonées. D’une part, la paroi des bactéries à 

coloration de Gram-positives est composée d’une unique membrane plasmique qui est 

accompagnée d’une couche relativement épaisse de peptidoglycane. La membrane plasmique 

se compose principalement de lipides, particulièrement des phospholipides. À l'inverse, pour 

les bactéries à Gram-négative, le peptidoglycane est plus fin et enchâssé entre deux membranes 

plasmiques (Figure 66). L’action de l’ozone sur les protéines a déjà été étudié (Cataldo et 

Gentilini 2005, Cataldo 2007). Il a été démontré récemment l’efficacité de la réaction de l’ozone 

sur les phospholipides, envisagée pour cibler certains virus comme le Coronavirus (Cataldo et 

Ori 2020). La membrane plasmique présente donc une certaine sensibilité à l’oxydation par 

l’ozone. En supposant que l’ozone et les huiles ozonées ont un comportement similaire en 

causant un stress oxydatif, la présence de deux membranes plasmiques dans la paroi des 

bactéries à Gram-négatives pourrait expliquer une meilleure résistance et donc la nécessite 

d’appliquer une concentration plus élevée en huile ozonée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

On s’est ensuite intéressé à la répartition des résultats en fonction du genre des 

pathogènes au sein de la catégorie des souches à coloration Gram-positives. On constate que 

les espèces les plus sensibles sont les staphylocoques autres que S. aureus. Les autres 

Micrococcaceae (Kocuria, Micrococcus, Rothia) et les Enterococcus apparaissent comme les 

bactéries les plus difficiles à inhiber (Figure 67). 

 

Figure 66. Structure de la paroi des bactéries à Gram positif et Gram négatif (Masson 2008). 
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En faisant de même pour les bactéries à coloration de Gram-négatives, on constate une 

différence de sensibilité entre les autres coliformes (Enterobacter et Klebsiella) et le restant du 

pool à coloration de Gram-négatives (Figure 68). 

 

 

 

Figure 67. Répartition et proportion (%) des CMIs obtenues pour les bactéries Gram-positives 

Figure 68. Répartition et proportion (%) des CMIs obtenues pour les bactéries Gram-

négatives 
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 V.2.3.2 Influence du réservoir d’origine des bactéries 

 

Comme décrit précédemment, les souches peuvent être ensuite classées selon différents 

paramètres tels que leur réservoir principal. Tout d’abord, on peut distinguer les bactéries 

d’origine animale (63 souches) de celles d’origine environnementale (62 souches).  La Figure 

69 montre les proportions des CMIs déterminées en fonction du réservoir d’origine. On 

remarque que plus de 70% des germes d’origine environnementale nécessitent une 

concentration d’au moins 10 mg/mL pour être inhibés tandis que plus de la moitié des souches 

d’origine animale le sont avec une concentration maximale de 5 mg/mL. Les souches animales 

sont donc plus statistiquement sensibles que les souches environnementales (valeur p = 0,037 

< 0,05).  

 

 V.2.3.3 Influence du type de pathogénicité 

 

Dans un second temps, il est possible de comparer les bactéries en fonction de leur 

pouvoir pathogène : mineur (45 souches), majeur (55 souches) ou opportuniste (25 souches). 

On peut observer sur la Figure 70 les proportions des CMIs déterminées en fonction du type de 

pathogène. Un test de Kruskal-Wallis appliquant la correction de Bonferroni a été utilisé pour 

comparer les catégories de souches. Une valeur de p inférieure à 0,05/n (avec n = 3, valeur p = 

0,0167) a été considérée comme statistiquement significative pour ce test. 

Figure 69. Répartition et proportion (%) des CMIs obtenues pour l’ensemble des souches 

animales et environnementales 
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 Les CMIs obtenues pour les agents pathogènes mineurs se sont révélées plus faibles 

que celles obtenues pour les agents majeurs et la différence a été déterminée comme 

significative (valeur p < 0,0001). Le résultat est similaire lors de la comparaison entre les 

pathogènes mineurs et opportunistes (valeur p < 0,0001). Même si les valeurs de CMIs semblent 

plus faibles pour les pathogènes majeurs en comparaison des pathogènes opportunistes, aucune 

différence significative n’est apparue (valeur p = 0,131 > 0,0167). 

 

  V.2.3.4 Bilan sur l’efficacité de l’huile ozonée 

 

 Le Tableau 42 permet de faire un récapitulatif de l’efficacité de l’huile de tournesol 

ozonée sur les souches en fonction des caractéristiques épidémiologiques et pathogéniques. On 

observe ainsi une efficacité de l’huile ozonée sur l’ensemble des souches étudiées mais il existe 

bien une différence entre les catégories de souches. Une autre donnée d’intérêt pour notre étude 

pour analyser l’efficacité de l’huile ozonée est la détermination de la CMI50 et CMI90. Pour cela, 

il faut constituer des regroupements bactériens assez important. 

 

Tableau 42. Efficacité de l'huile ozonée en fonction des caractéristiques épidémiologiques et 

pathogéniques des souches 

 

Caractéristiques Efficacité de l'huile ozonée 

Pathogène  

Environnemental + 

Animal ++ 

Majeur + 

Mineur ++ 

Opportuniste + 

Coloration de Gram 
Négative + 

Positive ++ 

Figure 70. Répartition et proportion des CMIs obtenues pour l’ensemble des souches majeures, 

mineures et opportunistes 
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 V.2.4 Détermination de la CMI50 et la CMI90 
  

 Nous avons réalisé des regroupements de souches en fonction de leur famille ou leur 

genre pour pouvoir déterminer et comparer les concentration inhibitrices CMI50 et CMI90, deux 

indicateurs classiques dans l’étude de l’inhibition bactérienne.  

 

 Tout d’abord, il est possible de déterminer ces deux données sur les regroupements de 

bactéries en fonction de leurs caractéristiques (Figure 71).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Une concentration de 5 mg/mL est requise pour permettre l’inhibition de 50% des 

bactéries Gram-positives testées. Cette concentration devra s’élever à 10 mg/mL pour permettre 

d’inhiber 90% de ces souches. En comparaison, l’inhibition de 50% des souches Gram-

négatives nécessite une concentration de 10 mg/mL et une concentration de 20 mg/mL sera 

nécessaire pour atteindre une inhibition de 90% de ces mêmes souches. On remarque ici encore 

que les souches Gram-positives sont les plus sensibles, de même que les pathogènes mineurs et 

d’origine animale.   

 
 A partir de la coloration de Gram, des groupes sont constitués sur la base de sensibilités 

similaires. Les 76 souches de type Gram-positif peuvent être réparties en 5 groupes ainsi que 5 

groupes pour les bactéries Gram-négatives (Tableau 43). Les valeurs minimales et maximales 

Figure 71. CMI50 et CMI90 obtenues en fonction des propriétés des pathogènes 
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des CMIs obtenues ainsi que les CMI50 et CMI90 pour les bactéries Gram-positives et Gram-

négatives sont présentées respectivement sur les Figures 72 et 73. 

 

Tableau 43. Rassemblement de souches possédant des sensibilités similaires à l’huile de 

tournesol ozonée 

 

Gram Ordre / famille / groupe Genre Nombre de souche 

Gram-positive 

Lactobacillales 
Aerococcus, Enterococcus 11 

Streptococcus 6 

Micrococcaceae Staphylococcus aureus 14 

Autre Micrococcaceae 

Kocuria 

37 
Micrococcus 

Rothia 

Autre Staphylococcus 

Actinomycetales, Autre 

bactérie Gram-positive 

Corynebacterium, Trueperella, Bacillus, 

Listeria 
8 

Gram-négative 

Coliformes Escherichia  11 

Autre Coliforme Klebsiella, Enterobacter 11 

Moraxellaceae, Autre 

Enterobacteriacceae 

Acinetobacter, Pantoea, Providencia, 

Raoultella, Serratia 
10 

Pasteurellaceae Mannheimia, Pasteurella 7 

Pseudomonadaceae Pseudomonas 10 

 

 

 

 

Figure 72. Représentation des différentes concentrations nécessaires en fonction du groupe de 

bactéries Gram-positives 
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 Ces résultats viennent appuyer les déterminations faites précédemment avec les 

répartitions des souches. Il est par exemple possible d’affirmer que pour les souches de la 

famille des Streptococcus, la CMI minimale obtenue a été de 2,5 mg/mL, la CMI maximale a 

été de 20 mg/mL, et que pour inhiber 50% de ces souches (respectivement 90%), une 

concentration en huile ozonée de 5 mg/mL (respectivement 10 mg/mL) a été nécessaire. Dans 

les espèces Gram-positives, les staphylocoques autres que S. aureus sont les souches 

bactériennes les plus sensibles, tandis que cette dernière espèce apparait comme la souche la 

moins sensible à l’huile ozonée car ce groupement possède la CMI50 et la CMI90 les plus 

élevées. Du côté des souches Gram-négatives, les entérobactéries et les autres coliformes 

apparaissent comme les souches les plus sensibles à l’huile ozoné alors que les Pseudomonas 

avec la CMI min la plus élevée et certaines souches E.coli avec la CMI max la plus élevée 

apparaissent comme les plus difficiles à inhiber. 

 

 Ces résultats sont particulièrement encourageant compte tenu de l’efficacité des huiles 

ozonées sur les bactéries de certaines familles de bactéries largement impliquées dans la 

pathologie étudiée. Tout d’abord, la famille des Micrococcaceaes représente la famille des 

pathogènes les plus fréquemment isolés chez la chèvre et le mouton (Contreras et al. 2007). 

Chez la brebis, la bactérie S. aureus est impliquée dans près de la moitié des mammites 

Figure 73. Représentation des différentes concentrations nécessaires en fonction du groupe de bactéries 

Gram-négatives 
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subcliniques tandis que les autres souches de la famille des Micrococcaceaes sont impliquées 

dans 41 à 91% de ces cas de mammites (Bergonnier et Berthelot 2003). Ensuite, dans le cas des 

mammites cliniques chez les ovins, la famille des Streptococcus et les coliformes sont les 

souches les plus fréquentes (Thomas et al. 2015). En considérant ces trois familles 

(Micrococcaceae, Streptococcus et Coliformes), l’huile ozonée a prouvé son efficacité avec une 

CMI90 de 10 mg/mL. Seules les souches S. aureus dans la famille de Micrococcaceaes et E. 

coli dans la famille des coliformes présentent une sensibilité plus faible à l’huile ozonée mais 

aucune résistance n’est observée. 

 

 Les huiles ozonées ont donc une action antibactérienne avérée face à l’ensemble des 

souches testées dans cette étude, avec un panel représentatif de l’étiologie des mammites. Ce 

produit se présente donc comme une véritable alternative potentielle aux biocides ou aux anti-

infectieux. Dans une seconde phase, les profils d’antibiorésistances des souches en notre 

possession seront réalisés afin de pouvoir comparer l’action des huiles ozonées par rapport aux 

antibiotiques étudiés. 

 

V.3 Détermination de l’antibiorésistance et analogie avec l’activité 

antibactérienne de l’huile ozonée 
 

 V.3.1 Détermination des profils d’antibiorésistances des souches 

 
 L’effet de 15 antibiotiques choisis pour être couramment utilisés chez les petits 

ruminants a été testé sur nos 125 souches. Les antibiogrammes ont été réalisés par un laboratoire 

extérieur (LABOCEA, Ille-et-Vilaine, France). Des disques d’antibiotiques ont été déposés sur 

une gélose ensemencée avec une souche bactérienne. La concentration en antibiotique est donc 

localisée sur une petite surface et en s’éloignant de cette surface (disque), la concentration en 

antibiotique diminue. On place ensuite la gélose en conditions de culture. Il apparait alors autour 

du disque une inhibition de la croissance bactérienne plus au moins prononcée. La distance 

entre le disque et la première observation de croissance bactérienne est appelée le diamètre 

d’inhibition. Plus ce diamètre est grand et plus la concentration nécessaire en antibiotique pour 

inhiber la souche est faible et donc plus la souche est sensible à l’antibiotique. Inversement, 

plus le diamètre est petit, plus la concentration en antibiotique nécessaire pour limiter la 

croissance est élevée et donc plus la souche présente une résistance à l’antibiotique. Le " Comité 

de l’antibiogramme de la Société Française de Microbiologie" publie chaque année un tableau 

actualisé des valeurs critiques des diamètres d’inhibition pour chaque espèce à partir desquelles 
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une souche est déclarée résistante (R), intermédiaire (I) ou sensible (S). Il est important de 

souligner que la résistance à un antibiotique peut être une propriété naturelle caractérisant 

certaines souches ou bien la résistance peut être acquise par pression de sélection après 

utilisation des antibiotiques. Nous avons décidé de regrouper ces deux possibilités pour faciliter 

le traitement des données. L’ensemble des produits testés ainsi que les sensibilités spécifiques 

connues sont présentées dans le Tableau 44. 

 

Tableau 44. Liste des antibiotiques testés et caractéristiques spécifiques connues, S : sensible 

à l’antibiotique, R : résistante à l’antibiotique 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antibiotique 
Famille 

d'antibiotique 

Spectre 

d'action 

Profils de sensibilités spécifiques connus 
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o

m
o

n
a
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Amoxicilline Pénicilline Large S S S R R S R S R R   R   S R 

Céfazoline Céphalosporines Large   R S R S R R S S R R R     R 

Céfoxitine  Céphalosporines Large   R S R S R R S S R S R     R 

Cloxacilline Pénicillines 
Gram - 

positives 
    S S S                     

Enrofloxacine Fluoroquinolones  Large       S S     S S         S S 

Florfenicol Phénicolés  Large                         S S   

Marbofloxacine Fluoroquinolones Large     S S S   S S S     S   S S 

Néomycine Aminoglycosides Large S     R S S S S S S S S       

Pénicilline G Pénicillines  
Gram - 

positives 
S   S S                   S   

Rifaximine Ansamycines  
Gram - 

positives 
    S S                       

Tétracycline Tétracycline  Large     S                         

Tiamuline Pleuromutiline 
Gram - 

positives 
                              

Tilmicosine Macrolides  
Gram - 

positives 
S     S S               S S   

Tulathromycine Azalides  
Gram - 

positives 
                              

Tylosine Macrolides   
Gram - 

positives 
S     S S               S S   
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 Ce sont des antibiotiques issus des familles des pénicillines, céphalosporines, 

aminoglycosides, ansamycines, tétracyclines, ou encore fluoroquinolones. D’une part, des 

antibiotiques à large spectre ont été étudiés, c’est-à-dire susceptibles de limiter la croissance de 

bactéries Gram positives ou négatives. C’est le cas de l’enrofloxacine, la marbofloxacine, le 

florfenicol, l’amoxicilline, la néomycine, les céphalospirines (3ème et 4ème générations) ou la 

tétracycline. D’autre part, il a été testé des antibiotiques ayant une action plus spécifique en 

ciblant par exemple des bactéries Gram-positives ou même un seul genre de bactéries. La 

cloxacilline par exemple agit principalement sur des staphylocoques et des streptocoques. Les 

antibiotiques testés sont indiqués dans le traitement des infections cutanées, respiratoires, 

mammaires… Les plus utilisés pour le traitement des mammites sont les macrolides, certaines 

céphalosporines, les pénicillines, la rifaximine, la tétracycline et les aminoglycosides (Rattez 

2017, données issues du « Comité de l’antibiogramme de la Société Française de Microbiologie 

2020 »).  

 

 V.3.2 Analyse des profils d’antibiorésistances des souches 

 
 Nous avons observé des souches ne présentant aucune résistance, (9 souches soit 7,2%) 

une résistance (face à un antibiotique) (33 souches soit 26,4%) ou encore des souches multi-

résistantes, allant jusqu’à présenter une résistance face à 12 antibiotiques testés (83 souches soit 

66,4%). Aucun cas de résistance face à l’ensemble des antibiotiques n’a été observé (Figure 

74). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 74. Nombre de souche en fonction du nombre de résistances 
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 Pour donner suite à ces résultats, les souches ont été classées en 4 catégories en fonctions 

du nombre de cas de résistances aux antibiotiques avérés (Tableau 45). Ce classement nous a 

permis de séparer les souches totalement sensibles aux antibiotiques, les souches très sensibles 

(un seul ou deux cas de résistances), les souches montrant des difficultés à être inhibées (de 3 

à 9 cas de résistances) et enfin les souches les plus résistantes (10 à 12 cas de résistances 

observés).  

 

Tableau 45. Classement des souches en fonction du nombre de cas de résistances. 

 

Nombre de 

résistances aux 

antibiotiques 

Nombre de 

souches 

Nombre de souches / 

ensemble des souches (%) 

0 9 7,2 

[1,2] 53 42,4 

[3,9] 53 42,4 

[10,12] 10 8,0 

  

 A l’aide de ces catégories, l’influence des propriétés biologiques et environnementales 

des bactéries a été observée sur le nombre de cas de résistances (Figure 75). 

 

 

Figure 75. Influence des propriétés bactériennes sur les proportions de résistances aux antibiotiques 
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On peut alors affirmer par exemple que dans le cas des bactéries à coloration de Gram-

positives, environ 10% des souches ne présentent pas de résistances, environ 65% comptent 

entre 1 et 2 cas de résistances et environ 25% totalisent entre 3 et 9 cas de résistances. On 

distingue que les bactérie Gram-négatives, environnementales et opportunistes présentent une 

plus grande proportion de souches susceptibles de résister à un certain nombre d’antibiotique. 

Ces observations sont en accord avec les conclusions tirées à l’aide des CMIs. En effet, il 

apparaissait plus compliqué d’inhiber la croissance des souches précédemment citées, 

notamment il était nécessaire d’utiliser des concentrations d’huile ozonée plus élevées en 

comparaison avec les autres types de souches. Enfin, on peut affiner le tri des souches et 

observer la dispersion des cas des résistances au sein des bactéries Gram-positives et Gram-

négative en fonction du genre et des espèces des bactéries (Figure 76 et 77). 

  

  

  

 

 

 

 

  

  

Figure 76. Dispersion des cas de résistances en fonction du genre des bactéries de type 

Gram-positives 



CHAPITRE V – EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES HUILES OZONEES POUR LUTTER 

CONTRE LES MAMMITES 

162 

 

 

 On peut observer parmi les bactéries Gram-positives que les S. aureus apparaissent peu 

résistantes aux antibiotiques. D’un autre côté, les souches du genre Aerococcus et Enterococcus 

ne présentent pas de souche non résistante. En ce qui concerne les souches Gram-négatives, on 

peut remarquer sur les souches les plus résistantes de notre panel sont les Pseudomonas. On 

observe que la plupart des souches Gram-négatives sont multi-résistantes. 

 

 Grâce à ces données, nous avons pu comparer l’effet de l’huile ozonée et l’effet des 

antibiotiques sur les souches présentant une sensibilité aux différents produits étudiés. Pour les 

souches qui présentent une résistance à certains antibiotiques, nous ainsi pu observer si l’huile 

de tournesol ozonée pouvait s’avérer efficace et se présenter alors comme une véritable 

alternative. L’ensemble des résultats, c’est-à-dire la nature et le nombre de germes en fonction 

de la sensibilité aux différents antibiotiques est présenté en Annexe 6. Les principaux résultats 

sont présentés dans les sections suivantes. 

 

 V.3.3 Comparaison des effets des antibiotiques et de l’huile ozonée 
 

 Dans cette partie de l’étude, nous avons tout d’abord observé la relation entre les 

concentrations microbiologiques obtenues (CMI) et la sensibilité des différentes souches aux 

différents antibiotiques. Nous avons décidé ensuite de mettre de côté le cas des souches en 

Figure 77. Dispersion des cas de résistances en fonction du genre des bactéries de type 

Gram-négatives 
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situation « intermédiaires », en effet il est plus intéressant de pouvoir comparer l’effet de l’huile 

ozonée sur des cas d’antibiorésistance bien définis. Nous nous sommes donc tout d’abord 

focalisés exclusivement sur le cas des souches sensibles aux antibiotiques. Nous avons ainsi pu 

observer si l’huile ozonée peut se présenter comme un substitut aux produits testés sur 

l’ensemble de ces souches. Pour finir, nous nous sommes axés sur le cas des souches résistantes 

aux antibiotiques. Si dans ce cas de figure, l’huile ozonée présente une efficacité, alors l’intérêt 

thérapeutique de notre produit biosourcé n’en serait que plus important.  

 

 V.3.3.1 Relation entre les CMIs et la sensibilité aux antibiotiques 
 

 Dans un premier temps, nous avons observé l’évolution des CMIs en fonction du 

nombre de résistances des souches (Figure 78). 

 

 

 

 

 

 

  

 On peut alors affirmer que, dans le cas des souches multi-résistantes présentant entre 3 

et 9 cas de résistances aux différents antibiotiques, la CMI minimale obtenue (respectivement 

maximale) était de 1,25 mg/mL en huile ozonée (respectivement 40 mg/mL) et que pour ce 

groupe de bactéries, la CMI50 (respectivement CMI90) était de 10 mg/mL (respectivement 20 

mg/mL). Les souches les plus sensibles aux antibiotiques sont également les plus sensibles à 

l’application d’huile ozonée. En effet, les CMIs nécessaires pour inhiber 50% et 90% des 

souches ne présentant aucun cas de résistances (et donc les souches les plus sensibles) sont plus 

faibles que pour le reste des souches. Les bactéries mono et multi-résistantes possédant entre 2 

et 9 cas de résistances aux antibiotiques demandent la même CMI min que le groupe précédent 

Figure 78. Evolution des CMI min, CMI 50, CMI 90 et CMI max en fonction du nombre de 

résistances aux antibiotiques 
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mais des CMI50 et des CMI90 plus importantes, de même que la CMI max observée est plus 

élevée. Enfin, dans le cas des souches très résistantes aux antibiotiques (10 à 12 cas de 

résistances), la CMI min observée est la plus élevée, la CMI50 et la CMI90 sont aussi importante 

que le groupe précédent. En revanche, la CMI max observée est plus faible que le groupe 

précédent, les valeurs de concentrations sont donc moins dispersées. Ainsi une certaine analogie 

est retrouvée entre la sensibilité aux antibiotiques et la sensibilité à l’huile ozonée. 

 

 Pour donner suite à cette approche globale, il a été comparé les CMIs d’huile ozonée 

nécessaires selon l’antibiotiques étudié. Pour ce faire, il a tout d’abord été déterminé le nombre 

de souches résistantes, de souches sensibles et intermédiaires par antibiotique. Pour chacun de 

ces cas, nous avons associé les proportions de souches inhibées par concentration d’huile 

ozonée appliquée et l’ensemble des résultats est présenté en Annexe 7.  

 

 Pour une présentation simplifiée des résultats, nous avons étudié principalement les 

proportions de souches résistantes et sensibles à chacun des antibiotiques (Tableau 46). Pour 

chacun des produits testés, nous avons observé au moins 57 souches sensibles, les antibiotiques 

présentent donc tous la possibilité d’inhiber une partie des souches de notre panel.  

 

Tableau 46. Proportion de souches sensibles et résistantes aux différents antibiotiques 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

Antibiotique 
Nombre de 

souches sensibles 

Nombre de 

souches 

résistantes 

Enrofloxacine 122 1 

Marbofloxacine 122 2 

Florfenicol 115 10 

Néomycine 115 6 

Céfoxitine  101 23 

Céfazoline 94 24 

Tulathromycine 88 21 

Rifaximine 84 6 

Tétracycline 79 44 

Tilmicosine 73 44 

Tiamuline 72 52 

Tylosine 72 51 

Amoxicilline 68 43 

Cloxacilline 64 61 

Pénicilline G 57 64 
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 On peut déterminer la présence d’antibiotiques qui vont avoir une action contre 

l’ensemble de nos souches. En effet, nous obtenons par exemple 122 souches sont sensibles aux 

effets de l’enrofloxacine et la marbofloxacine (soit 97,6% des souches). Ce seront des points de 

comparaisons intéressant dans la suite de notre étude pour déterminer si l’huile ozonée peut 

présenter une réelle alternative et nous avons donc commencé par étudier le cas des souches 

sensibles aux antibiotiques. 

 

 V.3.3.2 Cas des souches sensibles aux antibiotiques 
 

 Pour chaque antibiotique, nous avons déterminé la proportion totale de souches avec 

une croissance inexistante, par rapport à l’ensemble des souches sensibles à l’antibiotique testé, 

en fonction de la concentration en huile ozonée appliquée (Tableau 47).  

 

Tableau 47. Proportion de souches bactériennes totalement inhibées en fonction de la 

concentration appliquée en huile ozonée pour le cas des souches sensibles aux antibiotiques 

 

Antibiotique 
Nombre de souches 

sensibles 

Proportion de souches inhibées (%) en fonction de la CMI 

(mg/mL) 

0
,6

2
5
 

1
,2

5
 

2
,5

 

5
 

1
0
 

2
0
 

4
0
 

Enrofloxacine 122 3,20 14,52 28,84 41,66 78,20 97,86 100,00 

Marbofloxacine 122 3,20 14,52 28,84 41,66 78,20 97,86 100,00 

Florfenicol 115 4,32 16,37 32,51 46,60 81,37 97,73 100,00 

Néomycine 115 3,40 15,45 31,59 45,23 81,59 98,18 100,00 

Céfoxitine  101 4,92 18,65 33,93 47,92 82,38 97,41 100,00 

Céfazoline 94 4,14 18,78 36,18 49,44 82,87 97,79 100,00 

Tulathromycine 88 4,80 18,57 36,53 47,01 79,35 97,01 100,00 

Rifaximine 84 4,97 20,19 38,20 49,69 83,54 96,89 100,00 

Tétracycline 79 3,57 14,28 33,44 49,35 87,34 99,35 100,00 

Tilmicosine 73 4,19 21,32 43,00 55,24 84,26 97,20 100,00 

Tiamuline 72 4,31 21,22 39,93 51,08 83,81 97,12 100,00 

Tylosine 72 5,59 22,72 43,00 54,89 83,21 97,20 100,00 

Amoxicilline 68 6,06 17,80 35,98 50,00 83,71 97,73 100,00 

Cloxacilline 64 4,69 23,83 44,92 58,20 85,93 96,87 100,00 

Pénicilline G 57 3,54 20,35 37,61 50,00 83,19 98,23 100,00 

 

 

  

 Par exemple, pour la céfazoline, nous avons déterminé que 94 souches étaient sensibles 

à ce produit et qu’une concentration de 5 mg/mL permettait de limiter la croissance de 49,44% 

de ces souches. Il faudra atteindre une CMI de 40 mg/mL d’huile ozonée pour limiter totalement 
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la croissance de ces 94 souches et donc obtenir un niveau d’action similaire à l’antibiotique 

utilisé. 

 

 Pour l’ensemble des produits testés, l’huile ozonée permet une inhibition de quasiment 

la moitié des souches sensibles à l’antibiotique en imposant une concentration en huile ozonée 

de 5 mg/mL. Ce résultat monte à plus de 78% avec une concentration de 10 mg/mL. L’inhibition 

est complète avec une concentration de 40 mg/mL. Dans le cas où un antibiotique peut à ce jour 

limiter la croissance d’une bactérie, l’huile ozonée présente une activité bactéricide avérée et 

peut se présenter comme une alternative.  

 

 Dans un second temps, des composés ont présenté plus de difficultés à limiter la 

croissance de certaines souches. Par exemple, plus de 50 souches (soit 40% de souches) ont 

révélé une résistance aux effets des antibiotiques suivants (Tableau 46, p. 164) :  pénicilline G, 

cloxacilline, tiamuline et tylosine. Ce sont en comparaison de ces antibiotiques qu’un nouvel 

enjeu va apparaître. En effet, si l’huile ozonée est capable de limiter la croissance de souches 

qui résistent à l’effet de certains antibiotiques, alors notre produit biosourcé présentera un 

potentiel encore plus intéressant dans le domaine de la thérapeutique 

 

 V.3.3.3 Cas des souches résistantes aux antibiotiques 
 

 Nous avons procédé de manière similaire pour l’étude des souches présentant des cas 

de résistances aux antibiotiques testés et déterminé la proportion totale de souches dont la 

croissance est inhibée en fonction de la concentration en huile ozonée appliquée (Tableau 48).  
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Tableau 48. Proportion de souches totalement inhibées en fonction de la concentration 

appliquée pour le cas des souches résistantes aux antibiotiques 

 

Antibiotiques 
Nombre de souches 

résistantes 

Proportion de souches inhibées (%) en fonction de la CMI 

(mg/mL) 

0
,6

2
5
 

1
,2

5
 

2
,5

 

5
 

1
0
 

2
0
 

4
0
 

Enrofloxacine 1 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 

Marbofloxacine 2 50,00 50,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 

Néomycine 10 16,67 16,67 16,67 25,00 75,00 100,00 100,00 

Rifaximine 6 - - - 45,46 72,73 100,00 100,00 

Florfenicol 23 - - - - 50,00 100,00 100,00 

Tulathromycine 24 - 3,66 10,98 25,61 73,17 100,00 100,00 

Céfoxitine  21 - - 13,04 21,74 65,22 100,00 100,00 

Céfazoline 6 - - 8,69 19,56 67,39 100,00 100,00 

Amoxicilline 44 1,79 14,89 28,58 39,29 73,22 97,62 100,00 

Tétracycline 44 4,82 16,87 24,10 31,93 65,66 95,18 100,00 

Tilmicosine 52 1,83 4,27 9,76 23,17 68,90 98,78 100,00 

Tylosine 51 1,60 3,73 10,64 25,53 74,47 98,94 100,00 

Tiamuline 43 3,53 6,56 16,16 29,80 71,21 98,99 100,00 

Cloxacilline 61 3,12 4,91 12,50 25,00 70,54 99,11 100,00 

Pénicilline G 64 2,93 9,23 22,68 36,97 75,63 97,48 100,00 

   

 On constate par exemple que dans le cas de la tylosine, 51 souches présentent une 

résistance à ce produit et qu’une concentration de 10 mg/mL permet de limiter la croissance de 

74,47% de ces souches. On constate tout d’abord que pour chaque produit, plus de 50% des 

souches initialement résistantes aux antibiotiques sont inhibées avec une concentration de 10 

mg/mL en huile ozonée. Ce résultat monte à plus de 70% pour les quatre antibiotiques qui 

présentent le plus de souches résistantes parmi notre panel (Pénicilline G, cloxacilline, 

Tiamuline, Tylosine). Enfin, l’effet de l’huile ozonée est total dès 20 mg/mL pour les souches 

qui présentent une résistance aux antibiotiques suivants : enrofloxacine, marbofloxacine, 

néomycine, rifaximine, florfenicol, tulathromycine, céfoxitine et céfazoline. Cette 

concentration sera de 40 mg/mL pour inhiber totalement les souches qui présentaient des 

résistances aux 7 autres antibiotiques testés dans cette étude. Ainsi, aucune résistance n’est 

observée à l’huile ozonée. 

 

 Ainsi, même quand certains produits biocides semblent n’avoir aucun effet, il apparait 

possible de limiter la croissance de ces mêmes pathogènes à l’aide d’une application d’huile 

ozonée plus ou moins concentrée.  
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V.4 Conclusion 
 

 Dans le cadre de notre étude, nous avons observé la croissance de 125 souches 

bactériennes dans un milieu en présence d’huile de tournesol ozonée. Ces bactéries sont issues 

de prélèvements réalisés sur des ruminants entre 2010 et 2015 et ont été sélectionnées pour 

représenter la diversité des microorganismes pouvant être impliqués dans l’apparition des 

mammites. 

 

 Dans un premier temps, la méthode de microdilution utilisée pour déterminer les CMIs 

s’est montrée très répétable avec plus de 90% de manipulation parfaitement répétables et une 

différence de seulement une dilution pour le reste des essais. Grâce à cette méthodologie, l’huile 

ozonée a montré une efficacité contre l’ensemble des souches étudiées et les valeurs des CMIs 

obtenues sont comprises entre 0,625 mg/mL et 40 mg/mL. On observe notamment que 80% des 

souches sont inhibées par une concentration inférieure ou égale à 10 mg/mL et plus de 40% 

avec une concentration de 5 mg/mL ou moins. 

 

 Dans un autre temps, nous avons observé une différence significative de sensibilité entre 

les bactéries à coloration de Gram-positives et Gram-négatives. Ces deux groupes de bactéries 

possèdent notamment une différence au niveau de la structure de leur paroi et le mode d’action 

des huiles ozonées pourrait expliquer la sensibilité plus importante des bactéries à coloration 

de Gram-positives. En supposant que l’action de l’ozone et de l’huile ozonée est similaire, la 

membrane plasmique composée de protéines et de phospholipides présente donc une forte 

sensibilité à l’oxydation (Cataldo 2007, Cataldo et Ori 2020). La présence d’une unique 

membrane plasmique dans la paroi des bactéries à Gram-positives au lieu de deux dans le cas 

des bactéries à Gram-négatives pourrait donc expliquer la différence de sensibilité. Il apparait 

aussi un effet du réservoir et du type de pathogène. En effet, les pathogènes du réservoir 

« animal » et les pathogènes mineurs apparaissent comme les souches les plus sensibles aux 

effets de l’huile ozonée.    

 

 Enfin, nous avons étudié le comportement de notre panel de bactéries face à plusieurs 

antibiotiques utilisés dans le traitement d’infections cutanées, respiratoires et mammaires. Un 

grand nombre de bactéries a présenté une sensibilité aux produits testés, ce qui permet de limiter 

totalement la croissance de ces bactéries. En comparaison, l’huile ozonée a aussi montré une 
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action contre ces germes avec un concentration efficace de 5 à 10 mg/mL. On peut estimer que 

notre produit peut se présenter comme une alternative intéressante.  

 

 Dans une autre mesure, nous avons observé que certaines bactéries présentaient une 

certaine résistance et l’utilisation de certains antibiotiques ne permet pas de limiter la croissance 

de ces germes. Cette résistance peut être naturelle et propre à la souche étudiée ou acquise au 

fil des années. Dans ces deux situations, l’huile ozonée a montré une action et a permis d’inhiber 

le développement de bactéries multi-résistantes. Bien que là aussi la gamme de concentration 

soit assez élevée par rapport aux concentrations des antibiotiques, l’huile ozonée présente un 

potentiel dans le cas où les souches résistent aux produits biocides. 

 

 Dans la poursuite de cette étude, il serait intéressant d’étudier l’influence de la nature 

de l’huile utilisée pour l’ozonation. De plus, en ciblant la nature des composés actifs, il serait 

possible de réaliser des mélanges concentrés en cette famille de produits et appliquer des 

mélanges avec des CMIs plus faibles que celles étudiées dans notre étude. Il serait aussi 

intéressant d’isoler les souches ayant acquis une résistance des souches naturellement 

résistantes à certains antibiotiques pour observer si l’huile ozonée peut être considérée dans ce 

cas comme une alternative. 

 

 Les résultats obtenus confirment donc l’intérêt des huiles de tournesol ozonées dans le 

cadre de la prévention et du traitement des mammites. Notre panel permet aussi d’envisager 

une diversité de pathologies ciblées pour un traitement avec notre produit, par exemple le 

traitement des dermites. Cependant, il est aussi nécessaire d’obtenir plus d’informations sur les 

composés actifs pour pouvoir envisager des études in vivo pour comparer l’effet d’une 

application topique par rapport à une injection intra-mammaire par exemple.
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 Les huiles ozonées présentent un grand intérêt notamment pour leurs propriétés 

antibactériennes reconnues. Les domaines d’applications sont variés et ce produit biosourcé se 

présente comme une véritable alternative aux composés déjà existants. Les procédés de 

synthèses en réacteur semi-continus sont maîtrisés mais ne permettent pas de produire plus de 

quelques centaines de grammes. De plus, pour caractériser une huile ozonée, un grand nombre 

d’études utilisent l’indice d’iode et l’indice de peroxyde. Ces deux indices sont déterminés par 

des dosages volumétriques selon les méthodes de référence, longues, consommatrices en 

produits chimiques nocifs pour l’environnement, difficiles à mettre en œuvre. C’est pourquoi, 

il est nécessaire d’étudier la faisabilité de nouvelles méthodes de synthèses et d’analyses afin 

d’obtenir des huiles ozonées en plus grande quantité et de déterminer la composition en routine 

au cours ou à la fin d’une synthèse. Le produit issu de l’ozonation d’une huile végétale se 

présente comme une alternative d’intérêt à l’utilisation d’antibiotique pour le traitement de 

certaines pathologies. C’est notamment le cas d’une pathologie qui impacte fortement le 

domaine agricole : les mammites. 

 

 L’objectif de ces travaux de thèse était d’envisager des optimisations sur la synthèse et 

sur l’analyse des huiles ozonée afin de corroborer l’intérêt de ce produit ozoné dans la lutte 

contre les mammites et de manière plus générale contre l’antibiorésistance. 

 

 L’état de l’art montre que la production, la caractérisation et l’activité antibactérienne 

des huiles ozonées ont été largement étudiées. Il apparait que la composition du milieu 

réactionnel va avoir un impact sur la nature et la quantité des espèces formées engendrant des 

modifications plus ou moins marquées sur les propriétés physiques, chimiques et /ou 

microbiologiques du mélange final. L’étude de l’ajout d’un solvant protique tel que l’eau a 

notamment permis de déterminer que ce milieu favorisait la formation de peroxydes. Il a été 

démontré que l’activité antibactérienne du produit final est liée à la présence de cette famille de 

composés et que plus l’IP est élevé et meilleure est l’activité antibactérienne (Moureu 2015a). 

De plus, l’ozonation d’huile en présence d’eau induit une augmentation de la viscosité limitant 

une production en flux continu. 

 

 L’étude de l’influence de solvants protiques dans le milieu réactionnel a permis de 

mieux comprendre les conséquences des ajouts individuels ou combinés des solvants et de 

sélectionner des conditions optimales pour obtenir une huile ozonée avec une meilleure fluidité 

et une activité antibactérienne avérée. Pour mener cette étude, certaines conditions de réaction 
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ont été fixées : la matière première utilisée (huile THO), la durée de réaction (4 heures) et les 

paramètres propres à l’ozone (débit : 30 L/h, concentration : 65 g/m3). Deux solvants protiques 

ont été retenus. Tout d’abord, l’eau qui est un solvant « vert » par excellence. Ensuite, l’acide 

nonanoïque (ou acide pélargonique), qui est un solvant organique acide, d’origine végétale. Cet 

acide gras à chaine courte favorise la solubilisation de l’ozone quand il est ajouté en faible 

quantité et permet d’améliorer la consommation des insaturations présentes sur l’huile végétale. 

La présence de l’acide entraîne aussi la modification des propriétés physiques du mélange tout 

au long du procédé de réaction. Bien que l’acide nonanoïque soit aussi un solvant protique, les 

résultats montrent que l’ajout d’eau s’est révélé beaucoup plus impactant sur la formation 

d’espèces oxygénées et sur l’activité antibactérienne. La formation des hydroxy-

hydroperoxydes est donc plus favorisée que celle des alpha-hydroperoxydes ce qui induit que 

les zwitterions vont réagir en priorité avec les molécules d’eau. Les propriétés microbiologiques 

observées pour les produits finis apparaissent donc liées à la présence spécifique de ces 

composés.  

 

 Ces résultats ouvrent la porte à de nouveaux essais pour mieux comprendre l’influence 

des solvants en diversifiant les conditions opératoires afin de favoriser l’obtention d’IP plus 

élevés. 

  

 D’une part, un facteur clé est la durée de la réaction. Un proverbe anglophone le rappelle 

« Time is money » (Franklin B. 1749). A partir de notre fenêtre d’étude retenue, différentes 

durées de réactions pourraient être étudiées en réacteur semi continu afin d’optimiser la durée 

minimale de réaction tout en obtenant un état d’oxydation de l’huile THO correspondant à nos 

attentes en termes de caractéristiques physico-chimiques.  

 

 D’autre part, la littérature montre que la réaction d’ozonation de matières grasses peut 

être envisagée sur un grand nombre de matières premières. La majorité de nos travaux a été 

réalisée sur une huile de tournesol avec une teneur élevée en chaîne oléique (89%), mais il est 

tout à fait possible d’envisager des travaux sur des matrices moins complexes. En effet, la 

complexité du mélange réactionnel obtenu lors de la réaction de l’ozone sur une huile végétale 

rend difficile la compréhension des structures des composés obtenus. L’oléate de méthyle se 

présente dans ce cas comme un modèle d’étude intéressant. Des premières études sur 

l’ozonation de l’oléate de méthyle en réacteur semi-continu ont permis de déterminer la 

composition des composés formés et d’étudier séparément leur pouvoir antibactérien (Moureu 
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2015b). L’ajout d’eau a déjà prouvé son efficacité pour produire une plus grande quantité de 

peroxydes, il pourrait donc être intéressant d’étudier la combinaison d’eau et d’acide 

nonanoïque, avec notamment l’obtention de produits avec des structures moins variées et donc 

une caractérisation fine facilitée. 

 

 Ensuite, la possibilité de modifier les propriétés physiques du mélange à l’aide de l’ajout 

d’acide nonanoïque présente plusieurs avantages. Tout d’abord, la diminution de la viscosité 

nous a permis d’envisager une transposition de la réaction d’ozonation d’une huile végétale 

vers une technologie innovante. L’utilisation d’un réacteur en flux continu (modèle Low-Flow 

de Corning) a révélé que ce procédé permet de réaliser efficacement la réaction entre l’ozone 

et les insaturations des huiles végétales. Une diminution efficace de l’indice d’iode est obtenue 

qui peut être associée à une quantité d’ozone appliquée plus faible qu’en réacteur semi-continu. 

Il est cependant plus complexe d’obtenir des IP élevés (> 1500 méq O actif / kg) avec cette 

quantité d’ozone utilisée. Les premiers essais restent prometteurs et les travaux doivent être 

poursuivis dans l’objectif de favoriser la formation d’espèces oxygénées. Ainsi, les conditions 

opératoires doivent être optimisées pour élever les valeurs d’IP. Deux propositions peuvent être 

suggérées et pourraient être combinées. Tout d’abord, ajouter une seconde injection d’ozone 

dans le procédé pour augmenter la quantité d’ozone appliquée et moduler la température de 

réaction pour diminuer la viscosité de la phase liquide et favoriser les échanges entre les deux 

phases. L’utilisation de cette technologie innovante peut aussi présenter un intérêt pour 

l’ozonation d’autres matières premières. C’est le cas de la réaction d’ozonation de l’oléate de 

méthyle car elle permet de produire de l’acide azélaïque et de l’acide nonanoïque. 

Actuellement, cette production se réalise sur des synthèses en batch mais la transposition sur 

une technologie innovante telle que la synthèse en flux continu est totalement concevable et 

pourrait présenter un sujet d’étude d’intérêt 

 

 L’huile de tournesol ozonée présente une viscosité qui s’étend de produits relativement 

fluides à l’obtention de produits à l’aspect pâteux. Cette caractéristique du produit final peut 

être associée à différents types d’applications pour un traitement thérapeutique. A titre 

d’exemple, une texture plutôt « pâteuse » est plus adaptée pour une application topique tandis 

qu’une viscosité faible peut être associée, après formulation, à une utilisation en pulvérisation. 

Les huiles ozonées ont en effet démontré un intérêt pour le traitement de certaines pathologies, 

notamment dans le domaine agricole. Dans cet optique, nous avons déterminé l’action de l’huile 

de tournesol ozonée sur 125 souches à l’aide de la méthode de microdilution qui s’est avérée 
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très répétable. Cet ensemble de germes est représentatif de l’étiologie des mammites et permet 

d’envisager notre produit comme une alternative pour le traitement de cette pathologie qui 

entraîne des pertes économiques et animales. Les souches ont montré une sensibilité vis-à-vis 

de certains antibiotiques utilisés dans le traitement d’infections cutanées, respiratoires et 

mammaires. Dans le cas où les produits antibactériens testés permettaient de limiter la 

croissance des souches, l’huile ozonée s’est aussi avérée efficace pour lutter contre cette 

croissance et une substitution des antibiotiques par notre produit biosourcé peut être envisagée. 

Dans une autre mesure, lorsque les souches se sont montrées résistantes à l’application de 

produits biocides, l’huile ozonée a aussi montrée un potentiel d’action, ce qui appuie un peu 

plus l’intérêt thérapeutique des huiles végétales ozonées. Il serait maintenant intéressant de 

déterminer l’effet in vivo des huiles de tournesol ozonées. Cependant, pour répondre aux 

réglementations actuelles, il est nécessaire de déterminer avec précision la nature des composés 

formés. Il est donc primordial de développer de nouvelles méthodes d’analyses pour répondre 

à ce problème. Enfin, le souchier mis en place n’est pas restrictif aux mammites mais permet 

d’envisager des traitements sur d’autres pathologies, notamment dans le domaine de la santé 

animale et de la santé des plantes.  

 

 Le développement de nouvelles méthodes analytiques est nécessaire pour mieux 

appréhender la composition des composés formés lors de l’ozonation d’huile végétale et pour 

tenter d’expliquer l’activité antibactérienne observée. En effet, à défaut d’avoir isolé certains 

composés, l’activité spécifique des hydroperoxydes n’a pas été évaluée. Les techniques utilisées 

se doivent d’être non destructives pour permettre la séparation d’une quantité suffisante de 

produits afin de mener des études de caractérisation (spectrométrie de masse, RMN…) et pour 

pouvoir tester l’activité antibactérienne. L’HPLC répond à ces critères d’autant plus que cette 

technique peut être directement couplée à un spectromètre de masse. Lors des études 

précédentes, les produits formés lors de l’ozonation de l’oléate de méthyle ont pu être séparés 

par CCM. L’utilisation d’HPTLC-MS pourrait donc également être envisagée. Cette technique 

de chromatographie haute performance sur couche mince a notamment permis l’identification 

des composés antibactériens du propolis par évaluation de l’activité antibactérienne après 

purification (Kasote et al. 2015). L’utilisation d’un système automatisé de purification sur 

colonne (Puriflash 5.020, Interchim) nous a aussi permis d’isoler certains composés issus de 

l’ozonation d’huile de tournesol plus rapidement. 
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 Grâce au développement de nouvelles techniques et à la détermination des structures 

obtenues lors de l’ozonation d’huile végétale, il sera possible d’isoler les composés d’intérêts, 

tester et identifier les composés responsables de l’activité antibactérienne. Il sera alors possible 

de s’adapter plus facilement aux réglementations thérapeutiques et d’envisager des tests in vivo. 

 

 Enfin, dans un objectif de chimie plus responsable et pour obtenir des caractérisations 

plus rapides des huiles ozonées obtenues, nous avons développé une méthodologie de 

prédiction des indices chimiques à l’aide de la spectroscopie infrarouge. L’utilisation de la 

gamme spectrale du moyen infrarouge nous a permis de réaliser une preuve de concept pour 

estimer l’indice d’iode et l’indice de peroxyde sur des mélanges issus de plusieurs matières 

premières et qui ont été soumis à une diversité de conditions opératoires. Cette technique 

présente de nombreux avantages en comparaison des analyses réalisées selon les méthodes de 

référence. Elle permet d’obtenir un criblage des indices en quelques minutes tout en ne 

consommant que quelques millilitres du mélange réactionnel. Une étude de faisabilité d’une 

application en routine de la spectroscopie proche infrarouge (SPIR) s’est avérée plus difficile à 

mettre en place que prévue du fait notamment de la diversité des matières premières analysées 

et de la complexité du mélange réactionnel. Pour renforcer les modèles développés, il semble 

nécessaire de limiter la diversité des échantillons ou de réaliser plusieurs modèles en fonction 

des gammes d’indices désirées pour obtenir des modèles plus robustes. Cependant, les 

applications technologiques pour l’utilisation de la spectroscopie proche infrarouge sont très 

intéressantes. On peut par exemple envisager associer une synthèse en flux continu et une 

analyse spectroscopique en ligne. Le réacteur semi-continu a aussi été adapté avec un orifice 

pour insérer une sonde spectroscopique dans la gamme du proche infrarouge. Ces technologies 

innovantes permettraient donc d’obtenir des informations en temps réel sur le mélange 

réactionnel et de réaliser un meilleur contrôle sur la réaction (limiter le temps de réaction si la 

valeur d’IP est élevée). Il est donc nécessaire de poursuivre les travaux dans cette gamme 

spectroscopique. Il peut s’avérer intéressant d’élargir l’idée d’associer une synthèse et une 

caractérisation en ligne à d’autres méthodes d’analyses. L’utilisation d’une RMN de paillasse 

par exemple peut facilement donner accès à la consommation des insaturations pendant la 

réaction avec les signaux 1H à 2 et 5,35 ppm, ou à la formation d’hydroperoxydes avec les 

signaux à 2,4 et 5,5 ppm.  
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Annexe 1. Echantillons de différentes compostions ozonés dans différentes conditions, pour 

une caractérisation de l'IP et l'II et des analyses en spectroscopie MIR 

Matière 

première 

Quantité 

(g) 
Solvant 

Quantité 

(g) 

Durée de réaction 

(h) 

Nombre 

d’échantillons 

THO 50 

aucun - 

0 1 

2 2 

4 2 

6 2 

eau 

2.5 4 2 

5 

2 2 

4 3 

6 2 

10 4 2 

LM 50 

aucun - 

0 1 

2 3 

4 2 

6 2 

eau 5 

2 2 

4 3 

6 3 

OM 50 

aucun - 

0 1 

2 3 

4 2 

6 3 

eau 5 

2 2 

4 2 

6 2 

Huile classique 50 eau 5 

1 2 

2 2 

3 3 

4 3 

5 3 

7 2 
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Annexe 2. Echantillons de différentes compostions, ozonés dans différentes conditions, pour 

une caractérisation de l'IP et l'II et des analyses en spectroscopie NIR 

Matière 

première 

Quantité 

(g) 
Solvant Quantité (g) 

Durée d’ozonation 

(h) 

Nombre 

d’échantillons 

THO 

50 

aucun - 

0 2 

2 1 

4 1 

eau 2.5 4 1 

eau & 

AN 

2.5 

5 

4 

2 

10 2 

15 2 

5 
10 

4 
2 

15 2 

10 

5 

4 

1 

10 1 

15 3 

12.5 
 AN 

25 1 3 

21 2.1 2 3 

LM 50 

aucun - 

0 1 

2 3 

4 2 

6 2 

eau 5 
4 1 

6 3 

OM 50 
aucun - 0 1 

eau 5 4 1 
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Annexe 3. Echantillons de différentes compostions, ozonés dans différentes conditions pour 

une caractérisation de l'IP et des analyses en spectroscopie MIR et NIR 

Matière 

première 

Quantité 

(g) 
Solvant 

Quantité 

(g) 

Durée 

d’ozonation (h) 

Nombre 

d’échantillons 

Analyse 

spectrale 

envisagée 

THO 

50 eau 10 4 48 MIR 

2.1 

AN 

Compléter 

à un total 

de 21g 

4 1 

NIR 

4.2 

0 1 

0.5 2 

4 1 

7 

0 1 

0.5 2 

4 3 

10.5 

0 1 

1 2 

4 1 

14 

0 1 

1 2 

4 1 

16.8 
0 1 

2 2 

5 10 4 2 

6.25 

1.56 

0.5 

1 

3.13 1 

6.25 1 

12.7 1 

25 1 

12.5 
3.13 1 1 

25 1 1 

7 
eau & 

AN 
0.7 14 4 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANNEXES 

210 

 

Annexe 4. Distribution des souches à coloration de Gram-négatif selon leurs caractéristiques, 

E : environnementale, A : animale, MAP : pathogène majeur, O : pathogène opportuniste 

Ordre / famille / 

groupe 
Genre, espèce 

Nombre de 

souches 

Coliformes 

Escherichia coli (E, MAP) 11 

Enterobacter sp (E, MAP) 1 

Klebsiella oxytoca (E, MAP) 1 

Klebsiella pneumoniae (E, MAP) 9 

Autre 

Enterobacteriaceae 

Pantoea agglomerans (E, O) 3 

Providencia rettgeri (E, O) 1 

Providencia stuartii (E, O) 1 

Raoultella terrigena (E, O) 1 

Serratia liquefaciens (E, O) 1 

Serratia marcescens (E, O) 2 

Pasteurellaceae 
Mannheimia haemolytica (A, MAP) 6 

Pasteurella multocida (A, MAP) 1 

Moraxellaceae Acinetobacter lwoffii (E, O) 1 

Pseudomonadaceae Pseudomonas aeruginosa (E, O) 10 
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Annexe 5. Distribution des souches à coloration de Gram-positif selon leurs caractéristiques, 

E : environnementale, A : animale, MAP : pathogène majeur, O : pathogène opportuniste 

Ordre / famille / groupe Genre, espèce 
Nombre de 

souches 

Micrococcaceae 

Staphylococcus aureus (A, MAP) 14 

Staphylococcus arlettae (A, mip) 1 

Staphylococcus chromogenes (A, mip) 6 

Staphylococcus cohnii cohnii (A, mip) 3 

Staphylococcus epidermidis (A, mip) 4 

Staphylococcus equorum (A, mip) 1 

Staphylococcus fleurettii (A, mip) 1 

Staphylococcus haemolyticus (A, mip) 5 

Staphylococcus hominis (A, mip) 1 

Staphylococcus lentus (A, mip) 4 

Staphylococcus saprophyticus (A, mip) 1 

Staphylococcus sciuri (A, mip) 1 

Staphylococcus simulans (A, mip) 1 

Staphylococcus warneri (A, mip) 2 

Staphylococcus xylosus (A, mip) 2 

Micrococcus sp, (A, mip) 1 

Micrococcus lylae (A, mip) 1 

Kocuria rosea (A, mip) 1 

Rothia sp (A, O) 1 

Lactobacillales 

Aerococcus viridans (E, mip) 3 

Enterococcus durans (E, mip) 2 

Enterococcus faecalis (E, MAP) 2 

Enterococcus faecium (E, MAP) 2 

Enterococcus hirae (E, O) 1 

Enterococcus mundtii  (E, O) 1 

Streptococcus bovis (E, mip) 1 

Streptococcus dysgalactiae (E, MAP) 1 

Streptococcus mitis (A, mip) 1 

Streptococcus salivarus/vestibularis (A, mip) 1 

Streptococcus uberis (E, MAP) 2 

Actinomycetales 

Corynebacterium jeikeium (A, mip) 1 

Corynebacterium pseudotuberculosis (A, MAP) 1 

Trueperella pyogenes (A, MAP) 1 

Autre bactérie Gram-

positive 

Bacillus cereus (E, O) 2 

Listeria monocytogenes (E, MAP) 3 
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Annexe 6. Nombre de souches en fonction de la sensibilité aux antibiotiques et du genre des 

germes 

Antibiotique 

S
en

si
b

il
it

é 

N
o

m
b

re
 d

e 
so

u
ch

es
 

C
o

ry
n

eb
ac

te
ri

u
m

 

T
ru

ep
er

el
la

 

A
er

o
co

cc
u

s 

E
n

te
ro

co
cc

u
s 

S
tr

ep
to

co
cc

u
s 

K
o

cu
ri

a 

M
ic

ro
co

cc
u

s 

R
o

th
ia

 

S
. 

au
re

u
s 

A
u

tr
e 

S
ta

p
h

y
lo

co
cc

u
s 

B
ac

il
lu

s 

L
is

te
ri

a 

E
n

te
ro

b
ac

te
r 

E
. 

co
li

 

K
le

b
si

el
la

 

A
ci

n
et

o
b

ac
te

r 
 

P
an

to
ea

 

P
ro

v
id

en
ci

a 

R
ao

u
lt

el
la

 

S
er

ra
ti

a 

M
an

n
h

ei
m

ia
 

P
as

te
u

re
ll

a 

P
se

u
d

o
m

o
n

as
 

Amoxicilline 

R 43 1 0 0 0 0 0 0 0 10 6 1 0 1 4 9 0 0 0 0 1 0 0 10 

I 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 5 1 0 3 1 1 2 0 0 0 

S 68 1 1 3 8 6 1 2 1 4 27 0 3 0 2 0 1 0 1 0 0 6 1 0 

Céfazoline 

R 24 1 1 1 2 1 0 0 0 0 0 2 0 1 0 1 0 0 0 0 3 1 0 10 

I 7 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 1 0 1 0 0 0 0 0 

S 94 1 0 0 5 5 1 2 1 14 33 0 3 0 9 9 0 3 1 1 0 5 1 0 

Céfotoxine 

R 23 2 0 0 6 0 0 0 0 1 0 0 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 

I 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

S 101 0 1 3 2 6 1 2 1 13 33 2 0 0 11 10 1 3 2 1 2 6 1 0 

Clocacilline 
R 61 1 1 3 3 1 0 0 0 0 0 1 3 1 11 10 1 3 2 1 3 6 0 10 

S 64 1 0 0 5 5 1 2 1 14 33 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Enrofloxacine 

R 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

I 2 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

S 122 2 1 3 7 6 1 2 1 14 32 2 2 1 11 10 1 3 2 1 3 6 1 10 

Florfenicol 
R 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 

S 115 2 1 3 8 6 1 2 1 14 33 2 3 1 11 10 1 3 2 1 3 6 1 0 

Marbofloxacine 

R 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

I 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

S 122 1 1 3 8 6 1 2 1 14 32 2 2 1 11 10 1 3 2 1 3 6 1 10 

Néomycine 

R 6 0 1 3 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

I 4 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

S 115 2 0 0 7 6 1 2 0 14 31 2 3 1 10 10 1 3 2 1 3 6 1 9 

Pénicilline G 

R 64 1 0 0 2 2 1 0 0 2 10 0 0 1 11 10 1 3 2 1 3 4 0 10 

I 4 0 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

S 57 1 0 0 6 4 0 2 1 12 23 2 3 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 0 

Rifaximine 

R 6 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2 0 0 0 0 1 0 0 1 

I 35 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 9 8 0 0 2 1 2 0 0 9 

S 84 2 1 1 6 6 1 2 1 14 33 1 3 0 2 0 1 3 0 0 0 6 1 0 

Tétracycline 

R 44 0 0 1 3 2 1 1 1 4 11 0 0 0 4 1 0 0 1 0 2 2 0 10 

I 2 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

S 79 2 1 2 4 4 0 1 0 10 22 2 3 1 7 9 1 3 1 1 1 3 1 0 

Tiamuline 

R 52 0 1 3 2 1 0 0 0 1 5 0 1 1 11 10 0 1 1 1 3 0 0 10 

I 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

S 72 2 0 0 6 5 1 2 1 13 28 1 2 0 0 0 1 2 1 0 0 6 1 0 

Tilmicosine 

R 44 0 0 0 3 1 0 0 0 0 1 0 1 1 11 10 0 0 1 1 3 1 0 10 

I 8 0 1 3 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 

S 73 2 0 0 5 5 1 2 1 14 32 1 2 0 0 0 1 0 1 0 0 5 1 0 

Tulathromycine 

R 21 0 0 0 1 2 0 1 0 0 2 0 0 1 0 0 0 2 1 0 1 0 0 10 

I 16 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 3 9 0 0 1 0 1 0 0 0 

S 88 2 1 3 6 4 1 1 0 14 31 2 3 0 8 1 1 1 0 1 1 6 1 0 

Tylosine 

R 51 0 0 0 3 2 0 0 0 0 1 1 0 1 11 10 0 1 2 1 2 6 0 10 

I 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 

S 72 2 1 3 5 4 1 2 1 14 32 1 3 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 
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Annexe 7. Quantité de souches résistantes (R), sensibles (S) et de cas intermédiaires (I) pour 

chaque antibiotique ainsi que les proportions de souches inhibées pour une concentration 

appliquée 

Antibiotiques 

Quantité 

de souches 

vs 

sensibilité 

Proportion (%) de souches inhibées en fonction de 

la CMI (mg/mL) 

0
,6

2
5
 

1
,2

5
 

2
,5

 

5
 

1
0
 

2
0
 

4
0
 

Pénicilline G 

R 64 2,94 6,30 13,45 14,29 38,66 21,85 2,52 

I 4 25,00 0,00 0,00 0,00 37,50 37,50 0,00 

S 57 3,54 16,81 17,26 12,39 33,19 15,04 1,77 

Cloxacilline 
R 61 3,13 1,79 7,59 12,50 45,54 28,57 0,89 

S 64 4,69 19,14 21,09 13,28 27,73 10,94 3,13 

Amoxicilline 

R 43 1,79 13,10 13,69 10,71 33,93 24,40 2,38 

I 14 0,00 0,00 0,00 14,58 56,25 29,17 0,00 

S 68 6,06 11,74 18,18 14,02 33,71 14,02 2,27 

Céfazoline 

R 24 0,00 0,00 8,70 10,87 47,83 32,61 0,00 

I 7 15,38 0,00 0,00 15,38 30,77 30,77 7,69 

S 94 4,14 14,64 17,40 13,26 33,43 14,92 2,21 

Céfoxitine  

R 23 0,00 0,00 13,04 8,70 43,48 34,78 0,00 

I 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 100,00 0,00 

S 101 4,92 13,73 15,28 13,99 34,46 15,03 2,59 

Enrofloxacine 

R 1 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

I 2 0,00 0,00 50,00 25,00 25,00 0,00 0,00 

S 122 3,21 11,32 14,32 12,82 36,54 19,66 2,14 

Florfenicol 
R 10 0,00 0,00 0,00 0,00 50,00 50,00 0,00 

S 115 4,32 12,05 16,14 14,09 34,77 16,36 2,27 

Néomycine 

R 6 16,67 0,00 0,00 8,33 50,00 25,00 0,00 

I 4 0,00 0,00 0,00 0,00 6,25 81,25 12,50 

S 115 3,41 12,05 16,14 13,64 36,36 16,59 1,82 

Marbofloxacine 

R 2 50,00 0,00 50,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

I 1 0,00 0,00 0,00 50,00 50,00 0,00 0,00 

S 122 3,21 11,32 14,32 12,82 36,54 19,66 2,14 

Rifaximine 

R 6 0,00 0,00 0,00 45,45 27,27 27,27 0,00 

I 35 2,21 2,94 9,56 11,03 42,65 31,62 0,00 

S 84 4,97 15,22 18,01 11,49 33,85 13,35 3,11 

Tétracycline 

R 44 4,82 12,05 7,23 7,83 33,73 29,52 4,82 

I 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 100,00 0,00 

S 79 3,57 10,71 19,16 15,91 37,99 12,01 0,65 

Tiamuline 

R 52 3,54 3,03 9,60 13,64 41,41 27,78 1,01 

I 1 0,00 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00 

S 72 4,32 16,91 18,71 11,15 32,73 13,31 2,88 

Tylosine 

R 51 1,60 2,13 6,91 14,89 48,94 24,47 1,06 

I 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 100,00 0,00 

S 72 5,59 17,13 20,28 11,89 28,32 13,99 2,80 

Tilmicosine 

R 44 1,83 2,44 5,49 13,41 45,73 29,88 1,22 

I 8 13,33 0,00 0,00 16,67 50,00 20,00 0,00 

S 73 4,20 17,13 21,68 12,24 29,02 12,94 2,80 

Tulathromycine 

R 21 0,00 3,66 7,32 14,63 47,56 26,83 0,00 

I 16 4,69 6,25 7,81 23,44 40,63 17,19 0,00 

S 88 4,79 13,77 17,96 10,48 32,34 17,66 2,99 
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