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Glossaire

ACP : analyse en composantes principales

a.m.u. (atomic mass units) : unités de masse atomique
PC : composantes principales (principal components)
CV : coefficient de variation relatif a la moyenne

DHS (Dynamic HeadSpace) : espace de téte dynamique

DHS-MS (Dynamic Headspace—Mass Spectrometry) : espace de téte dynamique—
spectrométrie de masse (nez €lectronique a capteur ionique)

GC : chromatographie en phase gazeuse

GC-MS (Gas Chromatography — Mass Spectrometry) : chromatographie en phase gazeuse—
spectrométrie de masse

MOS : oxyde métalliques conducteurs

MS : spectrometre de masse

m/Z : rapport masse/charge

O : olfactométrie

PCA : pentachloroanisole

Pcond : polymeére conducteur

PDMS : polydiméthyl-siloxane

PLS (Partial Least Squares) : régression des moindres carrés partiels
SEC (Standard Error of Calibration) : erreur standard d

SPME (Solid Phase Microextraction) : microextraction en phase solide
TCA : 2,4,6-trichloroanisole
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TIC (Total Ion Current) : courant ionique total
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Introduction

Ce travail de these a été réalisé au laboratoire de chimie analytique de 1’institut National
Paris-Grignon et a donné lieu a une collaboration avec 1’entreprise Sabaté spécialisée dans la

2éme

fabrication du bouchon cenologique et qui est le producteur mondial de liege.

Les travaux exposés dans ce document explorent les potentialités d’une nouvelle approche
analytique rapide pour I’étude de la fraction volatile du licge cenologique : le nez €lectronique
a spectrométre de masse. La réponse analytique des nez électroniques a spectromeétre de
masse est une empreinte digitale composée de la superposition des spectres de masse des
composés introduits simultanément dans la source du détecteur de masse. Cette empreinte
peut étre reliée aux caractéristiques de 1’échantillon par des méthodes statistiques d’analyse de
données. L’établissement de ce lien mathématique requiert une phase d’apprentissage au
cours de laquelle des échantillons de caractéristiques connus sont soumis a 1’appareil. Ainsi,
dans ce présent travail, les empreintes olfactives des échantillons obtenus par espace de téte
dynamique-spectrométric de masse (DHS-MS) et par microextraction en phase solide-
spectrométrie de masse (SPME-MS), ont été¢ exploitées a des fins de classification et de

prédiction de I’origine et de la qualité des échantillons de licge.
Ce mémoire s’articule autours de 4 parties principales :

La premicre partie est consacrée a la présentation du contexte bibliographique de I’étude a
savoir I’avénement des méthodes de caractérisation rapides par spectrométrie de masse, face
aux limites des méthodes classiquement employées a 1’étude des ardbmes agroalimentaires. A
ce titre, nous avons détaillé les différentes techniques d’extraction des composés volatils ainsi
que leur détection par spectrométrie de masse. Les stratégies de mise en ceuvre de ces
techniques ainsi que les méthodes d’exploitation de ce type de données ont ensuite été
exposés. Enfin aprés une présentation de la filiere du bouchon cenologique nous avons évoqué
la nécessité de mise en ceuvre de méthodes rapides basées sur un spectromeétre de masse pour

cette application.

La deuxieme partie présente la mise en oeuvre du couplage d’un espace de téte dynamique —
spectrometre de masse, incluant une étape préliminaire de mise au point suivie de
I’application de cette technique, a travers deux études de caractérisation des composés volatils

du liége. Dans la premiere étude nous avons cherché a caractériser 1’origine géographique de
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rondelles de liege champenoises. Dans la seconde étude, nous avons cherché a détecter les
défauts olfactifs de rondelles de liege. Les résultats des ces deux études ont été confrontés a
ceux de méthodes de références classiques telles que la chromatographie en phase gazeuse et

I’analyse sensorielle.

La troisieme partie présente la possibilité¢ d’utilisation du couplage microextraction en phase
solide -spectrométrie de masse (SPME-MS) pour la caractérisation de 1’origine géographique
de planches de lieges brutes. Comme pour le systéme DHS-MS, nous avons procédé en deux
étapes, avec une mise au point préliminaire, suivie d’une évaluation du potentiel discriminant

des empreintes obtenues par SPME-MS.

La quatriéme partie est une discussion générale sur les perspectives et les limites des nez

¢lectroniques a capteurs ioniques, basée sur les résultats obtenus dans ce travail.
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1 Analyse des ardmes agroalimentaires

Il existe actuellement une forte demande d'actions de recherche dans le domaine de la
caractérisation des matieres premicres et des aliments. Souvent initiée par les consommateurs,
cette demande a ¢été relayée par les filieres agroalimentaires. Si la qualité d'un produit
alimentaire dépend en premier lieu de caractéristiques physiques, chimiques, nutritionnelles
ou encore bactériologiques, les produits doivent répondre également aux attentes sensorielles
des consommateurs. Parmi les aspects sensoriels, la dimension olfactive joue un role
important et rend le contrdle de 1'odeur, a travers I'é¢tude des composés volatils, primordial
pour I'évaluation de la qualité des produits. Les techniques classiques permettant de
caractériser la dimension olfactive des produits sont, d’une part, 1’analyse sensorielle et,
d’autre part, I’analyse chimique. Cette premiere partie est consacrée a I’exposé de 1’¢état de

I’art de ces deux techniques.

1.1 L’analyse sensorielle

L’analyse sensorielle est un outil puissant employé en industrie agroalimentaire, outre
I’analyse chimique, pour évaluer la qualit¢ d’un produit. L’évaluation sensorielle est une
méthode qui consiste a décrire I’ensemble des caractéristiques organoleptiques du produit
agroalimentaire, grace a un panel d’experts entrainés a cette tdche. Pour la description
sensorielle des produits, le panel définit un ensemble de descripteurs rigoureusement choisis
pour leur pertinence et assortis chacun d’une note. L’ensemble des descripteurs ainsi mis au
point et quantifiés constitue le profil sensoriel du produit (SSHA, 1998). Grace a leurs profils,
les produits peuvent étre positionnés les uns par rapport aux autres. Les profils sensoriels
peuvent également étre corrélés a des données consommateurs dans le but par exemple de
traduire I’acceptation ou le rejet du consommateur face au produit ou a des données
instrumentales dans le but par exemple de relier les caractéristiques physico-chimiques du

produit a son profil sensoriel (Huon De Kermadec, 1996).

Cependant, la mise en place d’un jury d’experts demande un travail considérable avant
d’effectuer des évaluations fiables et objectives. Le recrutement et 1’entrailnement du groupe
de panélistes représentent un investissement long et coliteux. De plus, les performances des

panélistes peuvent étre affectées par différents facteurs externes tels que la maladie, le stress,
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etc. Toutefois, l'analyse sensorielle reste actuellement la méthode de choix couramment

employée en industrie agroalimentaire, pour 1’analyse des odeurs.

1.2 L’analyse chimique

L’analyse chimique des ardmes alimentaires fait le plus souvent appel a une séparation des
molécules volatiles par chromatographie en phase gazeuse, couplée soit a la spectrométrie de
masse (GC-MS), soit a I’olfatométrie (GC-O). Ces deux types de couplage sont détaillés dans
cette partie. Plus récemment sont apparues des techniques sans séparation préalable des
composés volatils, connues sous le nom de «nez électroniques » ; elles sont également

présentées ci-dessous.

1.2.1 L’analyse par chromatographie en phase gazeuse

1.2.1.1 La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

(GC-MS)

Elle est fondée sur la séparation des constituants présents dans un mélange odorant. Elle
fournit deux informations : d’une part, quantitative, car une séparation préalable des produits
facilite la détermination de leur concentration et, d’autre part, qualitative en identifiant chaque
compos¢ a partir de son spectre de masse spécifique. Son emploi depuis les années 1980 a
révolutionné le monde de la chimie analytique et en particulier les secteurs dédiés a 1’étude
des ardmes. Actuellement, cette méthode continue a faire ses preuves dans le domaine de
I’agroalimentaire mais aussi dans bien d’autres domaines tels que I’environnement, la
pétrochimie, la cosmétique etc. Cependant, cette approche présente une limite majeure en
dehors méme de considérations économiques et de sa longueur de mise en ceuvre. Cette
technique ne permet pas de déterminer la nature de I’odeur globale telle qu’elle est percue lors
d’une analyse sensorielle (Rocha et al., 1996 ; Riu et al., 2002). En effet, elle ne tient pas
compte des synergies ou des antagonismes qui peuvent exister entre les composés présents
dans le mélange odorant. Par ailleurs, I’intensit¢ d’une odeur n’est pas toujours
proportionnelle a la concentration d’un ou de plusieurs composés. Il est courant qu’une
molécule présente en trés faible quantité soit responsable d’une odeur trés intense et trés
caractéristique comme c’est le cas du 2,4,6-trichloroanisole dans le vin. A I’inverse, il arrive
souvent qu’une molécule ayant un pic chromatographique intense ne soit responsable

d’aucune odeur.
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1.2.1.2 La chromatographie en phase gazeuse couplée a I’olfactométrie (GC- O)

La chromatographie couplée a ’olfactométrie peut apporter des réponses a la question de
pouvoir olfactif des molécules analysées en fonction de leur intensité (Priser et al., 1998). Son
principe est le suivant: en sortie de colonne capillaire 1'éluat gazeux est divisé en deux
parties. Une partie est dirigée vers un détecteur (par exemple un spectrometre de masse ou un
détecteur a ionisation de flamme) et 'autre partie vers un olfactométre. Au niveau de
I’olfactometre (Figure 1), des sujets sélectionnés pour leurs capacités olfactives sentent les
composés au fur et a mesure de leur €lution. Ils peuvent ainsi assigner des caractéristiques
olfactives ou des descripteurs olfactifs a chaque pic chromatographique, avec des sensibilités
pouvant atteindre les parties par milliard (10”) voire, dans certains cas, les parties par billion
(10™'%). Les résultats issus de la GC-O sont représentés dans un aromagramme (Figure 2) : il
s’agit d’un graphique représentant un profil chromatographique sur lequel est noté, pour
chacun des pics, le descripteur d’ardme qui lui correspond. Cette approche permet de

distinguer les composés ayant une contribution aromatique de ceux qui n’en n’ont pas.
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Figure 1. Schéma d'un couplage GC-O.
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Figure 2. Exemple d'un aromagramme.

Néanmoins, comme dans le cas de la GC-MS, le probléme de la globalit¢ de 1’odeur percue
reste posé. Ce probléme est connu des parfumeurs et des synthétiseurs d’aromes alimentaires :
un compos¢ isolé ne peut restituer la qualité d’un parfum complexe en raison des synergies et
des antagonismes qui existent entre les molécules volatiles d’un mélange odorant (Mac Leod

et al., 1986 ; Pearce et al., 1998).

1.2.2 Les capteurs ou « nez électroniques »

Pour appréhender les aromes dans leur globalité et pour pallier les limites de la méthode
sensorielle et des méthodes chimiques décrites ci-dessus, de nouvelles techniques voient le
jour depuis quelques années : les capteurs électroniques. On distingue deux types de « nez
¢lectroniques » : les nez a capteurs de gaz, qui sont apparus en premier lieu, et les nez a

capteurs ioniques dont la technologie est plus récente.

1.2.2.1 Les nez a capteurs de gaz
Cette technique a vu le jour au début des années 90, grace aux différents progres enregistrés

dans I’informatique, dans 1’¢électronique et dans les capteurs de gaz (Ihokura et al., 1994). Les
nez ont été¢ fabriqués dans le but, soit de remplacer I’analyse sensorielle, soit de 1’assister
(Gardner et al., 1994). Chez ’homme, 1’olfaction est liée a la stimulation du systéme olfactif
par I’ensemble des molécules odorantes émises par 1’objet flairé. Les composés volatils
s’¢lévent jusqu’a la cavité nasale et a son épithélium olfactif. Les molécules olfactives
peuvent aussi atteindre 1’épithélium olfactif par la voie rétronasale lors de 1’ingestion d’un

aliment (Figure 3). L’épithélium olfactif est recouvert d’un fin mucus et posséde plusieurs
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millions de cellules réceptrices (neurorécepteurs olfactifs) dotées de cils et sur les membranes
desquelles se trouvent des protéines chimioréceptrices (Laing et al., 1996). Le nombre de ces
protéines membranaires est de quelques milliers chez les mammiféres. Elles ont des
sensibilités qui se recoupent puisque chaque protéine possede un site de reconnaissance pour
un sous-ensemble de molécules odorantes et les sites de reconnaissances peuvent aussi étre
commun a plusieurs protéines.

Lorsque les protéines chimioréceptrices réagissent avec les molécules flairées, il s’ensuit des
réactions physiologiques en chaine qui engendrent une dépolarisation de la membrane des
cellules réceptrices. La dépolarisation de la membrane génére alors un signal électrique
(potentiel d’action) le long des axones des mémes cellules réceptrices, puis se propage
jusqu’aux glomérules du bulbe olfactif. Les glomérules du bulbe olfactif se présentent comme
une juxtaposition de synapses-relais entre environ 25 000 neurones olfactifs « entrants » et 25
neurones « sortants » de chaque glomérule (cellules dites mitrales) (Figure 4). L’activation
d’une zone du bulbe olfactif (d’un certain nombre de glomérules) donne une image olfactive
spécifique (visualisée par une «tache allumée » en imagerie médicale). Ces images sont
transmises vers le cortex olfactif, siege de processus complexes de reconnaissance de forme
mettant en jeu la mémoire et intégrant d’autres processus complexes de discrimination
(réactions émotionnelles et comportementales) (Mac Leod et al., 1986 ; Nicolas-Saint Denis,

1999).

Bulbe olfactif

B -

Olfaction orthonasale

Olfaction rétronasale

Figure 3. Organisation du systéme olfactif humain.
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Figure 4. Le codage nerveux des odeurs chez 'homme.

L'objectif des capteurs de gaz est de mimer le processus complexe de l'olfaction humaine
(Shermer, 1990). Pour cela, un espace de téte est généré au-dessus de 1’échantillon a analyser.
Les composés volatilisés interagissent avec une batterie constituée de n capteurs (8< n <32)
peu spécifiques (Figure 5). Chaque capteur fournit un signal électrique lorsque les molécules
volatiles s’y adsorbent. Les n signaux émis correspondent & une empreinte spécifique de
'odeur. Ces empreintes sont traitées grace a des méthodes statistiques appropriées permettant
d'établir des modeles de reconnaissance du mélange odorant. Les capteurs de gaz présentent
I'avantage de caractériser le mélange odorant dans sa globalité et ils fournissent des réponses
de plusieurs secondes, voire de plusieurs dizaines de secondes. Les caractéristiques
essentielles du nez humain que les capteurs électroniques visent a reproduire sont donc outre
la rapidité de la réponse (au moins en comparaison avec la GC), celles d’avoir des capteurs
qui ont des sensibilités partielles qui se recoupent et qui émettent un signal €lectrique lorsque
les molécules volatiles s’y adsorbent. Les signaux émis subissent a leur tour, plusieurs types
d’analyses statistiques multidimensionnelles afin d’aboutir a un systéme de classification ou

de reconnaissance.
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Différents types de capteurs de gaz existent sur le marché. Ils peuvent étre classés en deux
catégories: les capteurs chauds fonctionnant a des températures allant de 175 a 450°C, et les
capteurs froids fonctionnant a des températures inférieures a 50°C (Mielle, 1998 ; Schaller et
al., 1998). Parmi les capteurs chauds, ce sont les oxydes métalliques conducteurs (MOS) qui
sont les plus répandus car ils sont sensibles a une large gamme de vapeurs organiques (Strike
et al., 1999). Ce sont des capteurs formés d’un support en céramique chauffé et revétu d’un
film d’oxydes métalliques semi-conducteur a base d’oxyde de zinc ou d’oxyde d’étain dopés a
divers métaux (palladium, platine, etc.). Chaque combinaison oxyde/dopant apporte une
sensibilité différente : certains sont plus sensibles aux aldéhydes, d’autres aux composés
soufrés, etc. Le principe est le suivant : dans une atmosphére dotée d’oxygene (air ambiant),
les molécules de dioxygene adsorbées a la surface, attirent les électrons de la bande de
conductivité du capteur : il en résulte une faible conductivité. Si, par la suite, des molécules
volatiles se mettent en contact du capteur, alors un transfert de charge s’opére entre les
composés volatils et I’oxygene adsorbé a la surface du capteur. Il en résulte une augmentation
de la conductivit¢ du capteur, augmentation qui fonde la mesure. Ces capteurs sont
relativement peu sensibles a ’humidité. Cependant, les MOS sont sensibles a ’éthanol et,
dans le cas de I’analyse de boissons alcoolisées, cela peut masquer les autres composés
volatils d’intérét. De plus, lors de leur utilisation, des effets mémoires dus aux adsorptions
irréversibles, surtout vis-a-vis de composés soufrés et des acides faibles, ont été constatés.
Enfin, les hautes températures requises par les MOS rendent leur utilisation inappropriée dans
des environnements contenant des produits chimiques potentiellement inflammables (Schaller

et al., 1998 ; Pilar Marti et al., 2005).

Parmi les capteurs froids, ce sont les polymeéres conducteurs (PCond) qui sont les plus
largement employés car, comme les MOS, ils sont sensibles a une large gamme de vapeurs
organiques. Les PCond sont obtenus par déposition ¢lectrochimique d’un polymeére
(polypyrrole ou polyaniline) entre deux électrodes plaqués d’or. Lorsque les composés
volatils sont adsorbés a la surface du polymeére, sa conductivité¢ varie. La réponse du PCond
est la mesure de cette variation. L’utilisation de ce type de capteur pose des problémes liés a

leur sensibilité a I’humidité (Pilar Marti et al., 2005).

En dépit des nombreuses applications des capteurs de gaz dans le domaine de
I’agroalimentaire (Costa Freitas et al., 2001 ; Buratti et al., 2004 ; Santos et al., 2004 ; Berna
et al., 2005 ; Hansen et al., 2005), les capteurs de gaz souffrent encore de problémes de dérive
instrumentale et de manque de reproductibilité. Cette instabilit¢é compromet 1’utilisation des
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bases de données qu’ils permettent de construire en vue de la reconnaissance de formes

olfactives (Pillonel et al., 2002a ; Pilar Marti et al., 2005).

(a) (b)
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(identification de I'odeur) (identification de l'odeur)
1 !
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Réseau de
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Figure 5. Principe des « nez électroniques » : (a) capteurs de gaz, (b) capteurs ioniques

1.2.2.2 Les capteurs ioniques : '""nouvelle génération de nez électroniques"
Pour une analyse globale et rapide des composés volatils, et face aux limites que connaissent
les méthodes d’analyse classiques des odeurs (GC-MS, GC-olfactométrie et capteurs de gaz
classiques), une alternative a été proposée : il s’agit des capteurs ioniques. Des recherches
récentes dans le domaine de I’agroalimentaire ont montré que 1’injection rapide de la fraction
volatile, préalablement concentrée ou non, d'un produit dans la chambre d’ionisation d’un
spectrometre de masse fournit un spectre de masse considéré comme une empreinte
caractéristique (Berdagué ef al., 1993 ; Marsili, 1999 ; Péres et al., 2001 ; Péres et al., 2002a ;
Péres et al., 2002b ; Péres et al., 2003). Chaque fragment de masse (m/z) de I’empreinte
spectrale est considérée comme un capteur, et parfois désigné sous le nom de pseudo capteur

(Pilar Marti et al., 2005). Les empreintes spectrales sont utilisées a des fins de caractérisation
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et de prédiction de la qualit¢ du produit. A ce jour, le couplage sans étape séparative d’un
spectrometre de masse avec des techniques d’extraction telles que I’espace de téte statique,
I’espace de téte dynamique ou la microextraction en phase solide, a abouti a des méthodes de
caractérisation rapides et économiques. Ces nouveaux systémes connaissent actuellement un
intérét croissant et tendent a se positionner commercialement sur le marché des capteurs de
gaz avec le Smart Nose (Marin-Epagnier, Suisse), le Chemsensor™ (HP4440A/B, Agilent
Technologies, Palo Alto, USA) ou encore le MS-Sensor® (HKR Sensorsysteme Gmbh,
Miinich, Allemagne). Ces systémes se composent généralement d'un module d'extraction /
injection des composés volatils, couplé a un spectrometre de masse, via une ligne de transfert

(Figure 5). Cette technique, ainsi que les techniques d’espace de téte sont exposés ci-dessous.

1.2.2.2.1 Les modules d’extraction / injection

Les techniques d’espace de téte proprement dites (espace de téte statique ou dynamique) sont
tout d’abord présentées, suivies de la microextraction en phase solide. L’emploi de ces
techniques n’est pas réservé aux capteurs ioniques, mais puisque ce mémoire est consacré a ce
type de nez, le parti a été pris de détailler la génération de I’espace de téte a ce stade de
I’exposé. En général, I’espace de téte de I’échantillon est supporté par un gaz vecteur qui est
un gaz inerte bien, le plus souvent de He, de N, ou de H;, dont le rdle principal est d’entrainer

les composés volatils de 1’échantillon vers le détecteur pour leur analyse.

Q Espace de téte statique (SHS)

Cette méthode consiste a placer I'échantillon dans un flacon hermétiquement scellé puis, une

fois 1'équilibre avec la phase gazeuse établi, a prélever les molécules présentes dans 1'espace

de téte (Figure 6). Souvent utilisée pour l'analyse des produits laitiers (Gallois et al., 1990 ;

Péres et al., 2002a ; Pérés et al., 2003), cette technique présente l'avantage d'une mise en

ceuvre trés simple. En revanche, du fait de 1'absence de pré-concentration, la sensibilité de

cette méthode peut s'avérer insuffisante pour certaines applications. Parmi les systémes

d'extraction-injection par espace de téte statiques, nous distinguons les systémes suivants:

1- Prélévement par seringue (systems using gas syringes) : Un volume donné de 1'espace de
téte est prélevé puis injecté a I'aide d'une seringue (Schaller ef al., 2000).

2- Pressurisation et remplissage d’une boucle d’échantillonnage (pressure/loop system) :
Le flacon est pressurisé par rapport a une boucle d’injection au moyen de gaz inerte. La

boucle d’injection est ensuite remplie par dépressurisation de I’espace de téte. Enfin, le
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balayage de la boucle par le gaz vecteur entraine les composés volatils dans le
spectrometre de masse (Berdagué et al., 2000).

3- Introduction par membrane : Les composés volatils désorbés traversent une membrane
spécifique par pervaporation puis sont directement transférés dans la chambre d'ionisation

par ouverture d'une vanne (Mendes ef al., 2000).
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Figure 6. Principe de mise en ceuvre de l'espace de téte statique par pressurisation et

remplissage d’une boucle d’échantillonnage.

Q "Purge and trap" et espace de téte dynamique (DHS)

Ce sont des techniques classiques de pré-concentration des composés volatils dans des
domaines d'applications variés (Pillonel ef al., 2002b). Dans ces deux méthodes, les composés
volatils sont entrainés sur un adsorbant par un flux de gaz inerte. Les molécules piégées sont
ensuite thermiquement désorbées puis injectées dans la chambre d'ionisation du spectrometre
de masse (Figure 7). Le "purge and trap" est appliqué a des matrices liquides tandis que

I’espace de téte dynamique est appliqué aux matrices solides (Jaillais, 1999).

Grace a ’étape d’enrichissement du piege (adsorbant) en composés volatils, cette technique
autorise I’étude d’analytes peu concentrés. Cependant son utilisation est de mise en ceuvre
complexe et des précautions doivent €tre prises pour éviter d’éventuels effets de mémoire, de

pertes ou d’adsorptions irréversibles sur le piege.
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Figure 7. Principe de mise en ceuvre de l'espace de téte dynamique.

Q Microextraction en phase solide (SPME)
La SPME est une technique développée par SUPELCO (Arthur et al., 1990), elle se

caractérise par sa facilit¢ de mise en ceuvre. Son principe consiste a exposer une fibre de silice
fondue recouverte d'une fine épaisseur d’un composé de type stationnaire (absorbant,
adsorbant ou mélange des deux) dans 1’échantillon ou son espace de téte. En 1’occurrence,
pour I’analyse des composés volatils qui nous préoccupe ici, la mise en ceuvre du mode par
espace de téte est privilégiée (HS-SPME), car celui-ci offre une plus grande sélectivité, en
évitant en particulier la contamination ou la saturation de la phase par des composés non
volatils de I’échantillon. Les composés volatils vont alors étre retenus sur la phase (par
absorption ou adsorption selon sa nature) et leur injection dans la chambre d’ionisation du
spectrometre de masse s'effectue par désorption thermique (Marsili, 1999 ; de Fatima

Alpendurada, 2000 ; Sides et al., 2000 ; Pillonel et al., 2002b) (Figure 8).

I1 existe six fibres de SPME commercialisées par SUPELCO et encore sous brevet, chacune
d’entre elles pouvant étre d’épaisseur différente. Ce sont les fibres polydiméthylsiloxane
(PDMS), polyacrylate (PA), carbowax-PDMS, carboxen-PDMS, divinylbenzéne-PDMS
(DVB-PDMS) et DVB-carboxen-PDMS. Les fibres mixtes telles que le carboxen-PDMS
(résultant d’un mélange de carboxen et de PDMS) améliorent les capacités d’adsorption du
PDMS, ce dernier étant fortement hydrophobe. La phase de carboxen-PDMS étant un
matériau poreux constitué de micro-, méso- et macropores de 6 a 50 A, elle est recommandée
pour I’extraction des molécules treés volatiles. Les molécules sont majoritairement adsorbées
sur le carboxen-PDMS a la surface de la fibre tandis que, dans le cas du PDMS, la proportion

des composés absorbés dans la phase est plus importante.
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Figure 8. Principe de mise en ceuvre de la SPME par espace de téte.
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Q Extraction par sorption (Sorptive Extraction )

Cette nouvelle technique d'extraction et de pré-concentration a été congue dans l'optique de
pallier les limites de sensibilité de la SPME dues a la faible quantité de phase présente sur la
fibre. Cette quantité est de 0,5 pL pour une fibre SPME classique alors qu'elle est de 50 a 200
uL pour I’extraction par sorption. Ce systéme d'extraction se présente sous forme d'un barreau
aimanté (également appelé twister) sur lequel est déposé¢ du polydimethylsiloxane (PDMS)
(Zalacain et al., 2004). Son utilisation est simple : l'extraction consiste a placer le barreau
absorbant dans I'échantillon dans son espace de téte. Les molécules ainsi piégées sont ensuite
thermiquement désorbées dans 1’injecteur chauffé d’un chromatographe en phase gazeuse,
puis injectées dans la colonne chromatographique. On parle alors d’extraction par sorption

dans I’espace de téte (HSSE).

1.2.2.2.2 La ligne de transfert

La ligne de transfert assure le couplage entre le systéme d'extraction / injection et le
spectrometre de masse. Elle doit maintenir une perte de charge suffisante pour conserver un
vide de bonne qualité dans la source du spectrométre, tout en permettant un acheminement
rapide des molécules entre les deux modules. En régle générale, pour ce type d'é¢tude, la
longueur de la ligne de transfert ne doit pas excéder 5 m et le diamétre interne est de I'ordre de

0,05 a 0,20 mm.
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1.2.2.2.3 Le spectrometre de masse

L'ionisation des molécules introduites dans la source du détecteur de masse est principalement
obtenue par impact ¢lectronique a 70 eV. Cependant une étude portant sur 1’influence de
I’énergie d’ionisation sur la qualité¢ des empreintes spectrales d’un espace de téte statique
couplé a un spectrometre de masse (Begnaud et al., 2002) a montré que la qualité du pouvoir
discriminant des empreintes spectrales d’échantillons de fromages et de vin, pouvait étre
améliorée en modifiant le niveau de 1’énergie d’ionisation par impact électronique. Cette
¢tude souligne que I’intensité et le pouvoir discriminant des fragments de masse évoluent de
facon proportionnelle avec les niveaux des énergies d’ionisation. Malheureusement, le niveau
d’énergie pour lequel le rapport signal / bruit est le meilleur dépend de la matrice étudiée. 70

eV reste donc le standard en vigueur dans les nez électroniques.

Les spectromeétres de masse généralement utilisés par les techniques de capteurs ioniques sont
majoritairement équipés de filtres quadripolaires en raison de leurs faibles cofits et de leurs
performances. Seuls Goodner et Rousseff (Goodner et al., 2001) ont exploité le potentiel d'un
spectrometre de masse a trappe d'ions dans le domaine de la caractérisation rapide par analyse
de l'espace de téte. Leurs travaux présentés sur le jus de pamplemousse ont conduit, non
seulement a la caractérisation de plusieurs jus, mais aussi a l'identification des molécules

responsables des différences.

La détection des ions est assurée soit par un multiplicateur d'électrons, soit par un
multiplicateur de photons, avec des sensibilités comparables. Ce sont les multiplicateurs
d'¢lectrons qui sont actuellement les plus répandus en raison de leur prix attractif, mais leur
perte de sensibilité au cours du temps constitue leur inconvénient majeur. En revanche, les
photomultiplicateurs sont insensibles aux fluctuations de vide du spectrometre de masse ainsi
qu'aux risques de contaminations chimiques. Ils présentent une stabilité et une longévité de 10
fois supérieures a celle des électromultiplicateurs. Le choix de la pompe secondaire (a
diffusion ou turbomoléculaire) revét également une importance toute particuliere puisqu'une
capacité de pompage ¢élevée limite les variations de qualité de vide et la pollution de la source
au fil des analyses. Les pompes turbomoléculaires présentent sur ce plan un avantage certain

par rapport aux pompes a diffusion (Arpino et al., 1995).

Pour I’¢laboration d’une approche « capteurs ioniques », les recherches récentes ont évoqué et
¢laboré différentes stratégies, dans le but de minimiser au maximum les problémes de
dysfonctionnement de I’appareillage et de limiter les effets d’une dérive potentielle de

I’instrument. Celles-ci sont présentées dans le paragraphe suivant.
27



1.2.2.3 Stratégies de mise en ceuvre des capteurs ioniques

Sont abordés ici les différents parametres a prendre en compte lors de la mise en ceuvre des
capteurs ioniques, les dérives possibles de I’instrument et les stratégies de traitements de

données habituellement associées au nez électroniques.

1.2.2.3.1 Le choix des conditions opératoires
Les conditions opératoires doivent €tre choisies, dans la mesure du possible, afin de ne pas

générer a terme de dysfonctionnement ou une pollution trop rapide de I'appareillage.

L’utilisation du spectromeétre de masse nécessite d’une part le maintien d'une bonne qualité de

vide et, d’autre part, de limiter la quantité de matic¢re injectée. L'introduction d'oxygene est

¢galement connue pour diminuer la durée de vie du filament. Par ailleurs, la vapeur d'eau
injectée peut occasionner des perturbations majeures sur l'ionisation des molécules et
engendrer des modifications des spectres de masses par diminution de I'abondance de certains
ions et par la formation d'adduits (Canac-Arteaga et al., 1999 a). Enfin, l'introduction de
quantités d'eau importantes peut causer une détérioration du détecteur de masse en diminuant

a terme sa durée de vie. Une introduction minimale d'eau dans le systéme est donc un critére

de choix important pour l'analyse des produits agroalimentaires. Plusieurs techniques

permettant de limiter l'injection d'eau dans le systéeme ont été proposées (Pillonel et al.,
2002b) :

- L'incorporation de sels hygroscopiques a l'intérieur de la matrice (Valero et al., 1997).

- Dans le cas du DHS, le balayage (dry purge) du piége par un flux d’hélium a température
ambiante dans le sens inverse du flux d’extraction (Canac-Arteaga et al., 1999 a).

- L’utilisation d’un piége froid maintenu généralement entre —10 et —15°C, placé entre
I'échantillon et la ligne de transfert ou entre 1’échantillon et le pi¢ge (Canac-Arteaga et al.,
1999 b).

- La perméation, qui exploite la diffusion sélective des molécules d'eau a travers la paroi

d'un tube spécifique (généralement du Nafion) (Pankow, 1991).

Dans le cadre de ce travail, la matrice étudiée (le liege) contient peu d'eau (environ 4 %).
Cette propriété constitue un avantage considérable car cela a permis de s’affranchir de
méthodes telles que le dry purge ou ’incorporation de sels hygroscopiques, minimisant ainsi
les risques de perte totale ou partielle de certaines familles chimiques (notamment les

molécules les plus polaires et les plus volatiles) inhérents a I’emploi de telles méthodes.

28



1.2.2.3.2 Correction des derives

Plusieurs facteurs peuvent altérer les performances de I’instrument : 1’encrassement progressif
de la source, les opérations de maintenance (changement de la colonne, nettoyage de la
source, etc.) ou encore une qualité du vide affectée par l'introduction simultanée de quantités
de matiére importantes (Péres et al., 2003). Ceci peut étre a 1'origine de dérives du signal. En
conséquence, plusieurs procédures de standardisation (interne et externe) des signaux ont été
envisagées. La standardisation interne consiste a ajouter dans chaque échantillon une quantité
connue d’une ou de plusieurs molécules dont les fragments (choisis comme référence)
n’interférent pas avec les ions des produits analysés, puis a exprimer l'intensité de chaque
fragment de masse par rapport a I’intensité¢ du fragment de masse de I'étalon interne choisi
(Marsili, 2000). Cependant, la mise en place de ce type de méthode est préférable pour des
échantillons en solution. Dans le cas des produits solides, il est difficile d'envisager cette
option sans étape préalable de solubilisation de la matrice. La standardisation externe consiste
a redresser les dérives potentielles du signal par rapport a des échantillons ou des gaz de

référence analysés dans les mémes conditions (Péres ef al., 2003).

Pérés et al (Péres et al., 2003) ont proposé une stratégie consistant a introduire, en continu et
indépendamment du gaz vecteur, une faible quantité¢ de xénon dans la source du spectrometre
de masse. Chaque fragment de masse de 1'empreinte du produit analysé est ensuite normalisé
par rapport a 1'abondance du xénon mesuré pendant l'analyse. Begnaud et al (Begnaud et al.,
2001) ont proposé une autre méthode. Il s’agit d’un algorithme de correction permettant de
redresser la dérive mise en évidence lors d’une campagne d’analyses par SHS-MS. Cette
méthode a consisté a insérer régulierement des échantillons de références dans la séquence
d'analyse. La variation de la réponse de ces références a ainsi permis de caractériser la dérive.
Cependant cette procédure entraine une augmentation du nombre d'analyses puisque 3
échantillons références étaient nécessaires pour 10 échantillons, ce qui a engendré une
augmentation d'environ 30% du nombre d'analyses et, par conséquent une augmentation du

colt des analyses.

1.2.2.3.3 Analyse des données

Les empreintes spectrales obtenues par les capteurs ioniques contiennent un grand nombre de
fragments de masse (m/z). Les fragments du signal ne répondent pas tous aux besoins d’une
¢tude discriminante. Diverses méthodes statistiques existent et permettent de sélectionner les

fragments caractéristiques. Ces méthodes sont globalement classées en deux catégories, les
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méthodes dites non supervisées et les méthodes supervisées. Elles sont choisies par rapport

aux données.

Idéalement les données présentent une structure exploitable, c'est-a-dire que I’examen direct
des empreintes spectrales fait apparaitre des variations visibles ; dans ce cas 1’application
d’une méthode non supervisée telle que 1’Analyse en Composantes Principales (ACP) suffit a
révéler la variabilité présente dans les données (Marsili, 1999 ; Goodner ef al., 2001). Dans
d’autres cas, des différences entre les spectres de masses existent mais ne sont pas aussi
clairement observables, car plus diffuses. Il convient alors de traiter ces données par des
méthodes supervisées telles que I’ Analyse Factorielle Discriminante (AFD) et la régression
aux moindres carrés partiels (ou Partial Least Squares (PLS)) (Marsili, 2000 ; Saevels et al.,
2004), ou par les réseaux de neurones (Berdagué et al., 2000). Toutefois, lors de 1’utilisation
des méthodes supervisées, il est préférable de valider ces modéles en les confrontant a des
¢chantillons « test » qui n’ont pas été utilisés lors de la construction des modeles. Cette étape

est nécessaire pour tester la qualité de la classification et la robustesse des modeles employés.

Enfin, il est souhaitable que les fragments sélectionnés par les méthodes statistiques énoncées
s’appuient sur une réalité chimique, méme s’il est délicat de relier de maniére catégorique un
fragment de masse d’une empreinte & un composé volatil précis. Il est cependant parfois
possible de connaitre I’appartenance d’un fragment spécifique a des familles chimiques telles
que les acides, les alcools, les cétones, etc. Ainsi, la fragmentation des acides carboxyliques
donne un fragment caractéristique a m/z = 60 u.m.a., et celle des composés possédant un
noyau aromatique donne un fragment caractéristique @ m/z = 78 u.m.a. La recherche de
I’origine chimique des fragments de masse responsables des différences entre les échantillons
par capteurs ioniques peut également étre parfois facilitée par la mise en ceuvre, au préalable,
de méthode d’identification et de caractérisation classique des composés volatils telle que la
GC-MS. Ainsi, les fragments de masse des composés séparés par analyse chromatographique

peuvent étre comparés a ceux obtenus dans le cadre d’une analyse rapide.

Quelques exemples récents de mise en ceuvre des capteurs ioniques en agroalimentaire sont
présentés dans le Tableau 1. Pour chaque exemple sont précisées les techniques d’extraction /

injection utilisées ainsi que les méthodes statistiques employées.
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Tableau 1. Exemples d'application agroalimentaire des techniques de caractérisation par

capteurs ioniques.

Applications Type Durée totale | Analyse Références
agroalimentaires d'appareillage | de I’analyse des bibliographiques
(min) données
Etudes de classification
@ Caractérisation de fromage SHD-MS 61,3 LDA | (Pérés et al., 2002a)
(camembert) DHS-MS 7 LDA | (Péres et al., 2002b)
SPME-MS 15 AFD | (Pérés et al.,2001)
@ Caractérisation de I'origine
géographique de bouchons de DHS-MS 27 ACP et |(Boudaoud et al., 2003)
liege cenologique PLS
@ Caractérisation de jus de SHS-MS 65 ACP |(Goodner et al., 2001)
fruits selon leur teneur en (trappe d'ions)
vanilline
ACP et |(Dittmann et al., 2000)
@ Caractérisation de jus de SHD-MS 62 AFD
tomates selon leur arome
€ Caractérisation de vins selon SHD-MS 65 ACP et |(Pilar Marti et al., 2004)
leurs origines, leurs variétés et SIMCA
leur age
SHD-MS 13,5

@ Caractérisation de fromages SPME-MS 20 ACP (Schaller et al., 2000)
(emmental) PT-MS 25
€ Caractérisation de tomates SPME-MS " Analyse (Berna et al., 2005)
selon leur ardme canonique
Etudes de détection d'e défaut DHS-MS et
¢ Défaut d'odeur du lait SPME-MS 14 ACP (Marsili, 1999)
4 Date limite de SPME-MS 14 ACP (Marsili, 2000)
consommation du lait
@ Suivi de la qualité de ACP et (Saevels et al., 2004)
pommes selon leur maturité SHS-MS 22 PLS
(fermeté)
¢ Détection rapide de la SPME-MS 25 AFD (Vinaixa et al., 2005)
rancidité dans les chips
@ Détection d’adultération SHD-MS 30 AFD (Lorenzo et al., 2002)

dans les huiles d’olive.

SHD espace de téte statique

AFD analyse factorielle discriminante
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DHS espace de téte dynamique ACP analyse en composantes principales

SPMEmicroextraction en phase solide PLS régression des moindres carrés partiels
PT  purge et piegeage SIMCA modélisation indépendante d'analogie
de classe

LDA analyse discriminante linéaire

On peut constater la diversité des applications, ainsi que [’utilisation préférentielle de la
microextraction en phase solide (SPME) dans les études de détection de défaut. La plupart de
ces applications concernent les produits agroalimentaires de consommation quotidienne. Ces
travaux sont généralement dédiés a des taches de classification basées sur les propriétés des
¢chantillons. Ils suivent les mémes étapes de présentation ou les échantillons utilisés sont
spécifiés ainsi que la configuration instrumentale et les méthodes statistiques employées. Le

résultat de ces procédés indique la classe d’appartenance des échantillons testés.

Dans ce travail, un espace de té€te dynamique couplé a un spectrometre de masse a €té mis en
place. Selon Pearse et Nitz (Pearce et al., 1998 ; Nitz, 2000), I’injection par espace de téte
dynamique est le systéme qui mime le mieux le systéme d’aspiration de I’homme, méme si ce
dernier n’est pas treés sensible aux variations de flux ou d’humidité ambiante. Ainsi, les
performances d’un DHS-MS ont été testées au travers d'une application particulicre, le

bouchon de liege, par 1'étude de la fraction volatile d’échantillons de liege.

32



2 Domaine d'application : la filicre du bouchon

Il existe actuellement une forte demande de recherche dans le domaine de I’industrie
bouchonniére, portant sur la caractérisation, le suivi et le controle de la qualité des produits
(projet Quercus, Systecode, Codiliege, SAQ). Cette démarche a été initiée, d’une part, par les
plus grandes exigences sensorielles des consommateurs et, d’autre part, par la préoccupation
des professionnels du secteur viticole soucieux de se préserver de tout ce qui peut altérer la

qualité du produit.

L’utilisation du bouchon de liege souléve des problémes d’ordre technologique. Dans le
domaine de I’cenologie, le bouchage est un processus important intervenant dans la
conservation du vin. Il est a présent établi que le liege n’est pas totalement neutre vis-a-vis du
vin. Le liege, méme s’il est sain, peut céder des substances volatiles au vin mis en bouteilles.
Ces substances peuvent corrompre 1’intégrité olfactive du vin. Le probléme majeur spécifique
li¢ a l'utilisation du bouchon de liege est un défaut olfactif connu sous le nom de "gott de
bouchon" ou "golit de moisi". Lorsque ce défaut aromatique survient, le vin est fortement
déprécié, voire inconsommable. Les altérations de la flaveur du vin, causées par la présence
de ce mauvais goiit, engendrent de grandes pertes économiques dans l'industrie viticole.
Ainsi, 0,5 2 6% de la totalité des bouteilles produites mondialement sont affectées par ce

deéfaut. En France ce pourcentage atteint 3 a 4% des bouteilles (Pereira et al., 2000).

2.1 La démarche qualité dans la filiére

Afin de tenter de réduire le pourcentage de non-conformité liée au caractére sensoriel des
bouchons, les industriels du bouchon se sont organisés. Ils se sont associé€s a des partenaires
scientifiques afin de mettre en place un groupe de travail. Cette association a permis la
rédaction d'une charte de qualité pour l'achat et le contrdle de la qualité du bouchon. L'objectif
principal de cette charte est la mise en place d’une démarche qualité a partir d’une procédure

minimale des controles a effectuer sur les lots de bouchons lors de leur réception.
Les organismes intervenant dans cette démarche qualité sont :

Q La Fédération Francaise des Syndicats du Liége (FFSL) dont la vocation est de
promouvoir la profession des bouchonniers-licgeurs. Elle représente l'ensemble de la
profession auprés des administrations (réglementation, législation sociale, formation...) et

organismes publics ou professionnels de 1'embouteillage et du monde vitivinicole. Elle est en
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particulier membre fondateur de la Confédération Européenne du Liege (C.E. Liege). La
Fédération participe a 1'¢élaboration des Normes Frangaises NF, européennes CEN et
internationales ISO, concernant le secteur. Plusieurs de ses adhérents sont déja certifiés ISO

9002 par l'association frangaise de l'assurance qualité (AFAQ).

Q C. E. Liege, fondée en 1987, est une organisation constituée de 6 pays membres impliqués
dans l'industrie du liege (production, fabrication et distribution). Chaque pays est représenté
par sa propre Fédération nationale en France, en Allemagne, en Grande-Bretagne, en Italie, en
Espagne et au Portugal. La C. E. Li¢ge travaille en étroite collaboration avec les institutions et
les centres de recherches européens impliqués dans l'industrie du liege et du vin. Les
principales missions de la C.E. Liege sont la recherche, 1'établissement des normes
internationales et I'échange d'informations avec d'autres organisations viticoles.

QO G.LE Codiliege: le groupement pour la codification des mesures dans l'utilisation des
bouchons de liege, Codiliege, est né de la volonté de plusieurs entreprises bouchonniéres
francaises de s'unir pour offrir davantage d'informations sur la qualité du liege et de sécurité
en matiere de bouchage. Leurs objectifs sont d'élaborer des méthodes d'analyses physiques et
chimiques pour le contrdle des lots de bouchons. Les membres du G.ILE sont producteurs de
bouchons en liege. Il s'agit des neuf entreprises francaises suivantes : Sabaté S.A., Barangé
S.A, Groupe Bourrassé, Lafitte licge, Préteux Bourgeois S.A., Sagrera et Cie., groupe SIBEL

S. A, Société Frangaise du liege, et Bouchons Trescases.

Les bouchonniers frangais se sont dotés de normes particuliérement rigoureuses permettant
d'analyser et de caractériser les bouchons. Des programmes de recherches ont été initiés tels
que le programme Quercus, mené entre 1994 et 1999, dans le but de mettre en place des
méthodologies dans les industries de transformation du liege en bouchon, ainsi qu’une
méthodologie de classification sensorielle afin de mieux distinguer les nuances du défaut
organoleptique du liege. De ce programme a découlé¢ un "Code international des pratiques
bouchonniéres" (derniere édition 1998). Ce code établit les regles a suivre pour la production
de bouchon en liege pour l'ensemble des utilisateurs de bouchons. La FFSL participe
également a la démarche Systecode initi¢e par la C. E. liege. Systecode est une démarche
qualité volontaire des entreprises de la filiere du liege (de la forét a la préparation du liege, la
fabrication, la finition et le négoce du bouchon en liége), et ce dans tous les pays européens
adhérents a la C. E. Li¢ge. C'est un systéme d'accréditation dont l'objectif est de vérifier que

les sociétés de toute la filiere appliquent I'audit des entreprises bouchonnieres afin de garantir
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l'application du code des pratiques bouchonnieres. Le systéme d'audit est mené par une
organisation externe : le bureau Véritas. Cette structure indépendante vérifie si une entreprise
remplit les conditions nécessaires a l'accréditation puis délivre le certificat. A ce jour, 26
entreprises francaises (adhérentes a la FFSL) ont regu 1'attestation Systecode pour leur activité
bouchonniere.

Apres avoir présenté la démarche qualité dans la filiere du liege cenologique, et les différents
acteurs impliqués dans cette filiére en Europe, nous allons nous intéresser au liege en lui-

méme.

2.2 Le liege

Le liege est formé par I'écorce d'un chéne particulier, le chéne-licge Quercus suber qui jouit
de la particularité de reconstituer son €corce apres enlévement. Le liége est un tissu végétal
composé de cellules mortes hexagonales. Leurs espaces intercellulaires sont remplis d'air, ce
qui lui confére une densité¢ extrémement faible. Les propriétés d'élasticité et d'étanchéité¢ du
liege en font un matériau de bouchage remarquable. Ces propriétés ont été exploitées depuis
fort longtemps. Des amphores bouchées avec du liege, datant du V™ siécle avant J-C, ont été
découvertes dans le bassin méditerranéen, en Grece, en Italie et en Egypte. C'est dans la

éme

deuxiéme moiti¢ du XVII™™ siecle que l'innovation déterminante de I'utilisation du licge
comme systeme de bouchage a eu lieu. Les deux événements qui ont révolutionné les
pratiques de commercialisation du vin sont, d'une part, 1'utilisation des bouteilles en verre en
Europe pour la garde et le transport des liquides, et d'autre part, la découverte du bouchon de
liege. Cette découverte a été attribuée a Dom Pérignon (1638-1715), cellérier bénédictin
francais de 1'abbaye de Hautvillers en Champagne, qui, en mettant au point le processus de
champagnisation, remplace le systéme de bouchage de 1'époque (bondons de bois enveloppés
de feuilles de chanvre huilées) par des morceaux (bouchons) de liege. La légende prétend qu'il
eut cette idée en observant les moines de retour de Saint Jacques de Compostelle en Espagne
qui utilisaient le liége pour la fermeture de leurs gourdes. Actuellement, le bouchon contribue
a la conservation et a la bonification du vin en bouteilles et participe a la qualité¢ du produit.

Son role principal est d'assurer l'étanchéité de la bouteille en respectant les qualités

organoleptiques des produits.
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2.2.1 Origine et préparation du liege

L’habitat naturel du chéne-liége est le pourtour du bassin méditerranéen occidental. L'aire
naturelle de la subéraie (forét d’exploitation du chéne-li¢ge) mondiale est d'environ 2 687 000

hectares répartis principalement sur sept pays (

Figure 9). Le Portugal, avec 860 000 hectares, est le premier producteur mondial de liege avec
32% de la superficie mondiale. Le second producteur mondial est I'Espagne avec 27% de la
superficie mondiale. Viennent ensuite la Maroc (16 %), 1'Algérie (14%), la Tunisie (5,3%),

I’Italie (3,7%) et enfin la France (1,6%). (http://www.institutduliege.com/repartition.php)

Oltalie O France

O Tunisie 4% 29,

5%

B Portugal

O Algérie 309,

14%

@ Maroc
16%

OEspagne
27%

Figure 9. Répartition mondiale des suberaies.

Dans le domaine forestier, 'Union Européenne intervient par divers instruments financiers
pour l'essentiel rattachés a la politique agricole, par le soutien d'actions et de gestion
foresticre, a travers des programmes nationaux et régionaux. A ce titre, les suberaies ont
bénéfici¢ de nombreuses mesures, notamment d'entretien, afin d'enrayer la baisse de
production et de faire face a une demande mondiale en expansion. Ainsi, concernant la
récolte, 'union européenne a édicté des regles afin de protéger les ressources naturelles. Il
faut une période nécessaire de 25 ans pour que le premier écorgage ait lieu. Le produit de la
premicre levée donne un liege de qualit¢ médiocre, impropre a la production de bouchons.
Celui qui est utilisé pour la fabrication des bouchons est le licge de reproduction, dit liege
femelle, obtenu apres plusieurs levées de 1’arbre. La durée entre deux levées du licge femelle

est d'au moins 9 ans. Les lieges de reproduction possédent une structure cellulaire plus
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réguliere. La qualité du liege s’améliore de levée en levée. Le liege est destiné a ’industrie du
bouchon a partir de la deuxiéme levée. La production de licge augmente avec 1'age de l'arbre

dont la longévité se situe autour de 170 ans.

2.2.2 Cycle de production du bouchon de liege

L'industrie traditionnelle du bouchon a subi plusieurs modifications dans le but d'améliorer
I'homogénéité des produits finis et d'augmenter la productivité. Ainsi la production actuelle du
bouchon requiert plusieurs étapes de production, représentés sur la figure 10 et détaillés ci-

dessous.

Chéne
Quercus suber

A4

Ecorcage / Démasclage
I
Triage + séchage
|
1¢f bouillage

Stabilisation

|

2¢me houillage
|

Tubage

|
Triage

| —
Lavage g v 7

| o B
Coloration bk 1]

|
7 .

Séchage ™ Liege

Figure 10 : Le cycle de production du liege cenologique.

QO Ecorg¢age ou démasclage : le cycle d'exploitation du chéne licge commence tout d'abord

par 1'écorgage. Une premicre étape de sélection du produit initial est effectuée dans les
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subéraies. La levée du licge s'exécute manuellement selon une pratique traditionnelle a l'aide
d'une hachette spéciale trés tranchante. D'abord deux profondes entailles horizontales sont
pratiquées, l'une a la base du tronc et l'autre en haut, puis deux entailles verticales. Les
plaques de licge sont enlevées avec le manche de la hachette. Les entailles pratiquées au cours
de cette étape doivent étre précises, car des lésions dues a une mauvaise manipulation peuvent

compromettre la qualité du produit et causer a long terme la mort de l'arbre.

Q Triage et séchage : les planches de liége sont empilées a l'air libre pendant 6 a 12 mois

afin de permettre au liege de s'affiner par oxydation.

Q Bouillage : cette étape s’effectue pendant 45 a 90 minutes dans de 1'eau. Ce nettoyage
permet d'éliminer une partie des substances hydrosolubles du liege (en particulier les
composés phénoliques du liege), d'augmenter son ¢épaisseur, de réduire sa densité et

d'améliorer sa souplesse.

QO Stabilisation : les plaques sont ensuite stabilisées pendant 2 a 4 semaines dans un lieu ou
l'aération et I'humidité sont réglables. Cette opération permet aux planches de s'aplanir ; le

liege séche pour atteindre la consistance permettant la découpe.

Q Sélection du liege et stockage : le liege subit un tri. Les planches qui ne correspondent pas

au calibre et a la qualité souhaitée sont éliminées.

O Deuxiéme bouillage : le licge commercialisé a 1'état de planches est bouilli une seconde

fois, pendant environ 30 minutes, pour le rendre malléable.

Q Tubage : le liege sélectionné est coupé en bandes d'une longueur équivalente a la hauteur

du futur bouchon a I'aide d'un appareil a lame tubulaire.

Q Triage : apres I'étape de tubage, les bouchons sont généralement triés manuellement. Le tri
permet d'éliminer les défauts rédhibitoires (excés de porosité, dimension non conforme,
taches jaunes, galeries d'insectes, etc.) et de classer les bouchons jugés acceptables en 7

qualités allant de 0 a 6 (6 étant la meilleure qualité).

O Lavage : cette étape a pour but de nettoyer et de désinfecter le bouchon. Le procédé
traditionnel de lavage au chlore, suivi d'un bain d'acide oxalique, est déconseillé, les résidus
de ces produits pouvant €tre en partie responsables de la présence de chloroanisoles, a
l'origine d'altérations organoleptiques du vin. Les industriels utilisent désormais un lavage au
peroxyde d’hydrogéne ou a l'acide peracétique. Le lavage ne doit pas laisser de résidus

peroxydiques supérieurs a 0,2 mg par bouchon, sur produit fini prét a I'emploi. Les lavages a

38



l'acide sulfamique ou au métabisulfique sont aussi admis. Ils présentent néanmoins

l'inconvénient de ne pas agir sur tous les micro-organismes.

Q Coloration : par un souci purement esthétique le licge subit parfois une coloration. Un
seul colorant est actuellement autorisé. Il s'agit d'un produit de synthése, le jaune orangé S

(E110, selon le code CEE).

QO Séchage : il s’effectue au four, au soleil ou en chambre ventilée a hygrométrie controlée, et

doit aboutir a une humidité finale des bouchons comprise entre 4 et 8%.

Les différentes étapes de production du liége ayant été décrites, il convient maintenant de

s’intéresser a la nature méme du liége ainsi obtenu.

2.2.3 Le liege

Dans ce chapitre seront présentés tout d’abord les composants principaux du liege, puis les
défauts possibles du liege produit, tels que des défauts physiques et des défauts
organoleptiques. Ces défauts sont en effet génants, soit pour la production de bouchons a

partir de ce lieége cenologique, soit pour la préservation de la qualité du vin.

2.2.3.1 La constitution chimique du liége

Le liege du chéne Quercus suber est une substance tres complexe. L'étude de sa composition
chimique a été menée au cours de nombreux travaux qui ont conduit a des résultats parfois
contradictoires. La plupart des constituants du liege ne sont accessibles qu'apres
dépolymérisation et les résultats sont fortement liés aux procédés utilisés. Les constituants du
liege sont présents a des proportions qui varient selon l'age et I'habitat du chéne liege. Il est
cependant admis que le liege est notamment constitué d'environ 40% de subérine, 22% de
lignine, 20% de polysaccharides et de 18% de composés divers parmi lesquels les cires, la

mati¢re minérale et 1’eau (Lopes et al., 2001).

* La subérine : la subérine est le constituant principal du licge de Quercus Suber ; c’est une
substance originale trés complexe, sorte de polymére lipidique. La structure macromoléculaire
de la subérine n'est pas encore ¢tablie de fagon définitive puisque son extraction ne peut se
faire qu'aprés dépolymérisation par des méthodes d’hydrolyses alcalines (Cordeiro et al.,
1998 ; Rocha ef al., 2001). Les unités monomériques ainsi obtenues sont identifiées par GC-
MS. Plus récemment, des méthodes de clivage par transméthylation suivie d'une

pyrolyse/GC-MS ont été employées (Bento et al., 2001) et ont permis I’identification de
39



fractions de subérine constituées d’une fraction aliphatique et d’une fraction phénolique. La
fraction aliphatique de la subérine est constituée d'acides m-hydroxylés, d'acides a-o-
dicarboxyliques, de longues chaines d'acides gras et de longues chaines d'alcools (Rocha et
al.,2001). La partie phénolique reste un sujet de débat. Il a cependant été récemment suggéré

que celle-ci était principalement constituée de polymeres de gaiacyl (Rocha et al., 2001).

* La lignine : la lignine est un produit de masse moléculaire ¢élevée, résultat du couplage de
polymeéres polyphénoliques distribués de fagon aléatoire. Les trois unités monomeres de la
lignine sont 1’alcool coniférylique, 1’alcool para-hydroxycinnamique et 1’alcool sinapylique

(Riboulet et al., 1986).

* La cellulose et les polysaccharides : la cellulose résulte de la condensation exclusivement

linéaire d’unités glucose unies entre elles par des liaisons 3 (1-4) (Riboulet ef al., 1986).

* Les matiéres extractibles : la friedline est le constituant majeur obtenu aprés extraction du
licge au dichlorométhane. Cette molécule fait partie de la famille des oxytriterpénes de
formule brute C;9Hs00,. La bétuline ainsi que plusieurs acides gras : arachidique, cérotique,
oxyarachidique, oléique et linol¢ique (Riboulet et al., 1986 ; Castola et al., 2002), sont
présents dans les extraits. Quelques stéroides ont également été identifiés tels que le B-

sistostérol et le campéstérol (Castola et al., 2002).

2.2.3.2 Les défauts physiques des bouchons de liége

Le tissu subéreux du liege présente une structure de discontinuité : la lenticelle. C’est sur le
nombre et la taille de ces lenticelles que se base la classification visuelle commerciale des
plaques de liege et des bouchons. Les anomalies considérées comme des défauts sont celles
qui portent atteinte a I'homogénéité du tissu subéreux et a ses caractéristiques physiques et
mécaniques, entrainant a terme un défaut d'étanchéité du bouchage. Les critéres de conformité
¢tablissent des exigences de qualité pour la couleur, I'aspect visuel en liaison avec la présence
ou l'absence de taches jaunes, de crevasse, de galerie d'insectes, de licge soufflé, de liege vert,
etc. D'autres critéres physiques sont également considérés tels que la dimension des bouchons,
la force d'extraction employée pour déboucher les bouteilles, I'étanchéité aux liquides et le

taux d'humidité des bouchons (Vigne et Vin publications internationales (Bordeaux, 2002)).

2.2.3.3 Les défauts organoleptiques du bouchon

Les opérations du contrdle de suivi de la qualit¢ du bouchon mettent en évidence une

importante proportion de vins qualifiés de «bouchonnés » ou de « moisis » parmi les
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¢chantillons non conformes. D’apres les résultats d’un projet baptisé Quercus et mené en
1996, 0,5 a 7% des vins analysés présentaient ce défaut. Cela engendre des pertes
économiques considérables dans la filiere vitivinicole mondiale, estimées a 10 milliards de

dollars par an (Fuller, 1995 ; Pereira et al., 2000).

La problématique du « gotit de bouchon » est complexe car ce terme peut englober plusieurs
odeurs aux nuances différentes de moisi, terreux, champignon et briilé. Chacune de ces
nuances peut provenir de sources de contaminations variées (Rapp, 1993). Plusieurs études
ont été menées afin de caractériser et d'identifier les volatils indésirables responsables des
mauvais golts dans le vin causés par le bouchon en liege. Certaines études remontent au
début du XX™ (Bordas, 1904). Les microorganismes utilisant le liége comme substrat sont
trés souvent mis en cause dans certains cas de « gout de bouchon » a nuance moisi, croupi ou
terreux De nombreux microorganismes se trouvent seuls ou en cortége, a la surface des
bouchons comme en profondeur, dans les zones lenticellaires ou en dehors des espaces
lenticellaires (Riboulet et al., 1986). La contamination débute sur ’arbre. Il y a ensuite
implantation d’une flore secondaire, d’abord lors du stockage des planches de liege et des
bouchons, puis sur les bouteilles lors du séjour en cave. Cette flore n’est donc pas limitée ou
uniforme, elle évolue au cours du temps. Une succession de souches d’origines différentes se
développe selon le substrat liege, ’hygrométrie et la température ambiante. Leur présence sur
le liege est depuis longtemps démontrée. La microflore du licge est surtout constituée de
moisissures dont 1’équipement enzymatique est capable de métaboliser les différents
constituants du liege et de produire des molécules volatiles qui peuvent jouer un réle en
agissant seules ou en interagissant avec des composants du vin. La présence des
microorganismes sur le liége n’entraine pas obligatoirement 1’apparition de mauvais gouts.

Neéanmoins, la microflore du bouchon est un facteur de risque d’apparition de mauvais gofits.

Dés 1900, Mathieu (Mathieu, 1900) distingue plusieurs gotts de bouchon, notamment des
golits de moisi et de pourri, sur les vins en bouteille. 11 isole par ailleurs plusieurs souches de
champignons, en particulier Penicillium. Bordas en 1904 isole les champignons Aspergillus
niger et Penicillium glaucum d’échantillons de liege atteint de tache jaune et tente d’établir
une relation entre la tache jaune et le goGt de bouchon (Bordas, 1904). Des travaux plus
récents contribuent a mieux connaitre cette flore. En 2003, Alvarez-Rodriguez et al.(Alvarez-
Rodriguez et al., 2003) étudient l'évolution de la population microbienne au cours du
processus de fabrication de bouchons en liege aggloméré. 55 microorganismes ont été isolés :
8 levures, 14 champignons filamenteux, 13 actinomyceétes et 20 bactéries non filamenteuses.
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2.2.3.4 Les molécules volatiles impliquées dans les mauvais gotits

Les molécules volatiles impliquées dans les mauvais golts du vin causés par le bouchon

appartiennent a diverses familles chimiques telles que les alcools et cétones (oct-1-én-3-ol et

oct-1-€n-3-one), les terpenes (méthyl-isobornéol et géosmine), les pyrazines (2-méthylthio-3-

¢thylpyrazine), les phénols (gaiacol) et enfin les anisoles (2,4,6-trichloroanisole et le 2,3,4,6-

tétrachloroanisole). Les mauvais golits imputés a ces molécules sont détaillés ci-dessous, et

rassemblés dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Les principales molécules impliquées dans les mauvais gofits.

Familles chimiques Molécules Mauvais golits Références
bibliographiques
Alcools Oct-1-¢n-3-ol Champignon (Chatonnet ef al., 1994)
(Kaminski et al., 1974)
Cétones Oct-1-¢én-3-one Champignon (Chatonnet ef al., 1994)
(Kaminski et al., 1974)
Meéthyl-isobornéol Terreux, (Vivas et al., 1997)
Champignon
Composts terpeniques Géosmine Poussiéreux (Chatonnet et al., 1994)
Terreux
Pyrazines 2-M¢éthylthio-3-pyrazine | Moisi (Rapp, 1993)
Sulfure
Phénols Gaiacol Fumée (Rapp, 1993)
Médicament
Chloroanisoles 2,4,6,-Trichloroanisole Moisi (Chatonnet et al., 1994)

2,3,4,6-
Tétracholoroanisole

Pentachloroanisole

(Rapp, 1993)

e L'octen-1-0l-3 et I'octen-1-one-3 : selon Chatonnet (Chatonnet et al., 1994) et Kaminski

(Kaminski et al., 1974), les alcools et les cétones insaturés ont été parfois identifiés comme

responsables d'odeurs et de golit champignonnés. Ces molécules seraient produites par des

moisissures : Aspergillus dont A. niger, Penicillium dont P. roqueforti.
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e Le méthyl-isobornéol (1,2,7,7-tétraméthylbicyclo[2,2,1] heptan-2-ol) a été signalé dans les
vins dits "bouchonnés" (Amon et al., 1989). On peut également retrouver cette molécule dans
l'eau et dans de nombreux produits marins (Gerber, 1972 ; Chatonnet et al., 1994) contaminés

par certaines algues (cyanobactéries). Son seuil de perception est de 30 ng/L dans I'eau.

e La géosmine (trans 1,10-diméthyl-trans-9-décalol) est un composé qui ne posséde pas a
proprement dit un goit de "moisi" mais plutot un caracteére "poussiéreux" et "terreux". Cette
molécule peut-étre synthétisée par des actinomycetes (Streptomyces) ou des algues
(cyanobactéries). Son seuil de perception est de 10 ng/L dans I'eau (Gerber, 1972 ; Chatonnet

et al., 1994).

e Le gaiacol : selon Maga 1978 (Maga, 1978), le gaiacol peut provoquer un mauvais gout par
interaction avec certains constituants du vin. Sa présence peut étre due a la dégradation de la
lignine par les microorganismes saprophytes. Plus récemment, le gaiacol a été identifié
comme un métabolite intermédiaire de la dégradation de 1'acide vanillique, via le catéchol
(Alvarez-Rodriguez et al., 2003). La dégradation de l'acide vanillique en gaiacol a été
détectée chez Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, et chez certaines souches de

Streptomyces (Streptomyces. sp, A3, Streptomyces sp. A5 et Streptomyces sp. A13).

e La 2-méthylthio-3-éthylpyrazine: pour éviter la prolifération des microorganismes
utilisant le licge comme substrat, il est fortement conseillé d’employer des bouchons
conditionnés sous SO, dans des poches de polyéthyléne. Tout autre conditionnement implique
un stockage obligatoire dans un local a température de 15 a 20 °C a faible humidité (Riboulet
et al., 1986). Cependant, certains auteurs incriminent l'usage du SO, (Riboulet et al., 1986 ;
Rapp, 1993 ; Chatonnet ef al., 1994). L'exces de SO, peut donner dans certaines conditions du
H,S. Ainsi, des pyrazines inodores formées dans le liege sous I’action de moisissures, peuvent
se combiner au H,S pour former des composés tels que la 2-méthylthio-3-éthylpyrazine

possédant une forte odeur de "moisi" et sulfuré.

Par ailleurs, une dégradation de la paraffine utilisée comme traitement de surface des
bouchons est possible par trois moisissures. La dégradation des silicones, des colles et
colorants du bouchon seraient également possible (Riboulet et al., 1986). Cependant, cette

piste de recherche, a la lumiére des documents consultés, n'a pas encore été explorée.

e Les chloroanisoles. Le 2.4, 6-trichloroanisole (TCA) est considéré comme la plus
importante cause du golit de bouchon (Riboulet et al., 1986 ; Pereira et al., 2000) a odeurs

"moisies" intenses dans le liege, les vins, le cognac (Cantagrel et al., 1989) et dans beaucoup
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d'autres produits alimentaires notamment la viande de poulet, les fruits secs et le café (Pereira
et al., 2000). Le TCA et, dans une moindre mesure, le 2,3,4,6-tétrachloroanisole (TeCA) et le
pentachloroanisol (PCA), sont responsables de 80% des cas de goiit de moisi dans les vins
bouchonnés (Pereira et al., 2000 ; Zalacain et al., 2004). Ces composés ont des faibles seuils
de perception, de I'ordre de 5 a 10 ng/L pour le TCA, et 14 a 25 ng/L pour le PCA (Chatonnet
et al., 1994 ; Zalacain et al., 2004). Tanner (Tanner et al., 1981) identifie par GC-MS et
olfactométrie, le 2,4,6-trichloroanisole dans le vin bouchonné et dans certains bouchons de
ces vins. Buser (Buser et al., 1982) a détecté la présence du 2,4,6-TCA dans les bouchons en
liege et a suggéré que le TCA détecté serait probablement le résultat de la chloration des
produits de dégradation de la lignine durant le traitement de blanchiment au chlore des
bouchons. Chatonnet (Chatonnet et al., 1994) a confirmé les travaux de Tanner et de Buser en
corrélant 1’odeur la plus intense dans les vins dits bouchonnés a la présence de TCA et de
tétrachloroanisole. De nombreux travaux ont cherché a ¢élucider la formation des
chloroanisoles a partir des constituants du liege ou de son environnement, soit dans la filicre
bouchon, soit dans la filiére vin. Les chloroanisoles proviendraient de la biométhylation des
chlorophénols correspondants. Cette réaction peut étre effectuée par un grand nombre de
microorganismes, par exemple les moisissures. Elle semble offrir une explication plausible a
I’apparition sporadique du défaut de moisi dii au TCA dans les bouchons. Les chlorophénols
eux-mémes sont des molécules peu odorantes. Elles ont été largement employées dans le
pass€¢ comme insecticides pour le traitement des bois mais peuvent également avoir d'autres
origines (Riboulet ef al., 1986). Le chlore entre dans la composition de nombreux agents de
nettoyage préconisés en cenologie. Cet ¢lément, sous forme de dichlore gazeux Cl,, d'acide
hypochloreux CIOH ou d'ions hypochlorites CIO™ selon le pH et la température, peut agir avec
les phénols pour former des chlorophénols par une réaction de substitution électrophile
(Chatonnet et al., 1994) ; le chlore réduit sous forme d'ion chlorure CI” est en revanche inactif.
D’autres origines du TCA peuvent étre envisagées. Les travaux de Maujean (Maujean et al.,
1985) ont montré que certaines moisissures du genre Pénicillium étaient capables de
synthétiser le noyau phénolique en utilisant la voie des pentoses. Le noyau phénolique, par
chloration, évolue en 2,4,6-trichlorophénol. Le chlorophénol peut a son tour étre transformé

en 2,4,6-TCA par ces mémes microorganismes.

Dubois (Dubois, 1994) extrait, non pas dans les vins mais dans ’atmosphére des caves, le
2,3,4,6-tétrachloroanisole et, en quantité nettement supérieure, le pentachloroanisole. Il

affirme que c’est le TeCA qui possede I’odeur caractéristique de certaines caves. Ces
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chloroanisoles seraient produits par méthylation des chlorophénols (pentachlorophénols)
utilisés dans les produits de traitement de bois et largement employés comme fongicides,

insecticides, biocides et herbicides.

L’authentique « goiit de bouchon » ou « puant » est trés rare. Il transmet au vin une odeur
putride et butyrique qui le rend écceurant. Son origine est liée au licége mais sa cause est
encore a I’heure actuelle méconnue (Pereira ef al., 2000). Les bouchons présentant des
«taches jaunes» sont supposés provoquer ce golt. Ceci est vrai dans certains cas mais la
relation entre la tache jaune et le golit de bouchon n’est pas systématique. Certains auteurs
(Riboulet et al., 1986) rattachent ce gotit de puant a I’attaque du liége par un champignon
parasite des végétaux, au pied de ’arbre : I’Armillaria mellea. On évite a présent d’extraire le

liege a partir de la base de ’arbre.

2.2.4 Approches classiques pour ’analyse des composés volatils du bouchon de
liege
Les méthodes classiquement employées pour I'évaluation de la qualité organoleptique des

bouchons sont 1'analyse sensorielle et I'analyse chromatographie en phase gazeuse.

2.2.4.1 L'analyse sensorielle

L’analyse sensorielle du liege peut étre réalisée suivant des méthodologies diverses :
trempage des bouchons dans I'eau et/ou dans le produit a boucher, ou encore par brilage du
liecge. Ces tests permettent la mise en évidence de différents "mauvais gotts" (liégeux,
terreux, moisi, etc.). Les dégustateurs doivent étre sensibilisés a la détection des défauts
olfactifs pour réaliser correctement cet essai. Le jury d’expert est formé selon les
spécifications ISO et AFNOR (Vigne et Vin publications internationales (Bordeaux, 2002)).
Cette formation permet de tester la sensibilité, la reproductibilité, la répétabilité des
dégustateurs et d’harmoniser les critéres d’acceptation ou de rejet afin d’éviter le refus
anarchique ou injustifi¢ des lots. La présence d'un défaut olfactif ou gustatif est rédhibitoire,

car elle entraine le rejet de tout le lot.

2.2.4.2 La chromatographie en phase gazeuse

Pour répondre aux problémes olfactifs causés par des accidents de fabrication du bouchon
(golt de bouchon), la méthode chimique d’évaluation de la qualité olfactive du bouchon la

plus communément mise en ceuvre est la chromatographie en phase gazeuse couplée a
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différents modes de détection tels que le détecteur a capture d'électrons (ECD) (Juanola ef al.,
2004) ou le spectrométre de masse (MS) (Caldentey et al., 1998). Les méthodes d'analyse
chimiques sont essentiellement dédiées a l'identification et au dosage des chloroanisoles, en
particulier le TCA. Les étalons les plus communément employés pour 1'étude qualitative et
quantitative du TCA en GC-ECD sont le lindane (Juanola et al., 2004), le dibromo-1,2-
benzéne (Cantagrel et al., 1989), le diméthyl-3,4-phénol (Cantagrel et al., 1989) et le n-
pentadécane (Chatonnet et al., 1994). Concernant les analyses en GC-MS, c'est le TCA
polydeutéré (Ds-TCA) qui est le plus souvent employé (Evans et al., 1997). Préalablement a
l'analyse chromatographique, des étapes d'extraction et de concentration des extraits sont
nécessaires. Les méthodes classiques d'extraction appliquées au dosage du TCA font

généralement appel a des méthodes d'extraction par solvants telles que :

O La macération du liége pulvérisé dans du pentane pendant quinze jours, suivie d’une
distillation avant concentration (Rigaud et al., 1984), ou dans de I'hexane pendant 12 heures

sans concentration (Bertrand et al., 1994).

QO La macération hydroalcoolique suivie d'une extraction liquide-liquide par le pentane

(Rocha et al., 1996).

O La macération hydroalcoolique suivie d’une extraction en phase solide sur une cartouche
remplie de silice greffée C18, suivie elle-méme d'une reconcentration de l'extrait avant

injection en GC (Soleas ef al., 2002).
Q L'extraction solide-liquide par Soxhlet (Chatonnet et al., 1994).
Q L'extraction par sonication de liége pulvérisé dans du pentane (Juanola et al., 2002).

QO L'extraction par solvant (pentane) sous agitation mécanique (shake flask extraction)

(Juanola et al., 2002).

QO L'extraction par fluide supercritique (SFE) couplée a la GC-MS en mode de sélection des
ions (Selected lon Monitoring (SIM)) (Marisa et al., 2000). Cette méthode présente 1'avantage

d'étre rapide, sélective et ne requiert pas de grands volumes de solvants.

Juanola et al. (2002) ont confronté les performances de 3 méthodes d'extraction des volatils
du liége : agitation mécanique, Soxhlet et sonication dans du pentane. La méthode

d’extraction la moins efficace était la méthode par sonication.

D'autres méthodes d'extraction plus récentes ont été employées telles que :
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QO La désorption thermique couplée a un espace de téte dynamique conduite sur matrice

solide (liege réduit en poudre) suivie d’une analyse en GC-MS (Caldentey et al., 1998).

O La microextraction en phase solide suivie d’une GC-MS (Evans et al., 1997). La SPME est
effectuée sur une solution de macération hydroalcoolique du liége réduit en poudre ou non

(Juanola et al., 2004).

L'avantage de ces techniques d'extraction par espace de téte est leur moindre consommation

de solvant, leur rapidité et leur facilit¢ de mise en ceuvre.

Concernant le choix de la nature de la fibre SPME a employer pour I'extraction du TCA a
partir de solutions modeles de vin, Riu (Riu et al., 2002) a étudié les performances de cing
types de phases. Les fibres recouvertes des phases suivantes ont ¢&té testées :
polydiméthylsiloxane (PDMS) 100 um, PDMS-divinylbenzene (DVB) 65 um, polyacrylate
(PA) 85 um, Carboxen (CAR)-PDMS 75 um et enfin la StableFlex DVB-CAR-PDMS 50/30
um. Les résultats traités en terme de répétabilité et de sensibilité de I'analyse par SPME/GC-
ECD, ont montré que la fibre de PDMS permettait d'obtenir la meilleure répétabilité tandis
que la meilleure sensibilité était obtenue par la fibre de DVB-CAR-PDMS.

Peu de travaux consacrés a la migration du TCA dans le vin ont été publiés. Le Cork Quality
Council diffuse les résultats d’une étude menée par ETS Laboratories (Santa Helena,
Californie, USA). Une telle approche nécessite la mise en oeuvre de méthodes quantitatives
fiables (SPME/GC-ECD ou SPME/GC-MS et analyse sensorielle) et leur application sur le
vin et le bouchon ayant servi a l'obturer. La mise en relation des résultats de ces deux
méthodes permet de mieux appréhender les questions du seuil de déviation olfactive et les
questions relatives a la migration du TCA dans le vin. Dans ce contexte, Juanola (Juanola et
al., 2004) a analysé quatre types de bouchon ayant servi a boucher du vin blanc pendant une
période de 8 mois. Les analyses GC des bouchons ont ét¢é menées sur des extractions
effectuées avec du pentane pour la mesure du TCA dit total. L’analyse sensorielle s'est
effectuée par trempage des bouchons dans une solution aqueuse pour la mesure du TCA dit
extractible. L'analyse sensorielle du vin a été suivie par une SPME/GC-ECD. Les résultats
montrent une bonne corrélation entre les analyses sensorielles du vin et les résultats
SPME/GC-ECD de ces mémes vins. En revanche, la faible corrélation obtenue entre le TCA
total quantifié par GC-ECD et 1'analyse sensorielle des bouchons trempés dans I'eau, montre

que seule une petite fraction du TCA total est extraite. Le TCA extractible ne dépend pas
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seulement du TCA total contenu dans le bouchon, mais également d'autres facteurs tels que sa
répartition ou sa localisation dans le bouchon, la surface mise en contact avec la solution
d'extraction, le pourcentage d'éthanol de la solution et la nature des microorganismes utilisant
le liege comme substrat. ETS Laboratories arrive au méme type de résultats par SPME/GC-

MS.

2.2.4.3 Nez électroniques

Seules deux études de caractérisation rapides de la fraction volatile du licge ont été conduites
par nez électroniques. La premicre a employ€ un espace de téte statique couplé a un capteur
de gaz constitu¢ de 32 capteurs de type polymeres conducteurs (Rocha et al., 1998). La
méthode statistique employée était la méthode des réseaux neuronaux. L’objectif de cette
¢tude était le contrdle de la qualité de la fraction volatile du lieége au cours du processus de
fabrication du bouchon. Les échantillons analysés étaient classés en cinq groupes dont un
groupe d’échantillons témoins et un groupe d’échantillons présentant une odeur de liege
bouilli considérée comme étant une odeur agréable. Les trois groupes d’échantillons restants
présentaient des défauts olfactifs de type terreux, moisi et moisi trés intense. L’objectif de
cette ¢étude était de caractériser les échantillons témoins et les échantillons de liége bouilli par
rapport a ceux présentant des mauvaises odeurs. Cette étude a montré que cette caractérisation
était possible par la sélection d’un sous ensemble de 17 capteurs de gaz considérés comme

étant les plus discriminants.

La seconde étude a employé un nez ¢€lectronique a capteur ionique constitu¢ d’un espace de
téte dynamique couplé a un spectrometre de masse avec une détection en mode SIM. Cette
technique a ¢été développée par Nitz en 1997 et breveté sous le nom de MS-sensor@
L’analyse en Composante Principale a été utilisée pour le traitement des données de 1’étude.
L’objectif de 1’¢étude était de différentier deux groupes d’échantillons de liege : 1’un composé
de liecge sain et le second groupe composé de liege sentant le moisi. Dans cette étude, le
capteur ionique a permis de classer correctement deux groupes d’échantillons de liege (Nitz,

2000).

2.3 CONCLUSION

Dans cette premiére partie, nous avons vu que les techniques d’espace de téte — spectrométrie
de masse constituent une nouvelle méthode présentant une alternative intéressante aux
méthodes classiques employées pour la caractérisation des molécules volatiles provenant de

matrices agroalimentaires. Ces systemes permettent d’obtenir en quelques minutes
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I’empreinte spectrale caractéristique d’un échantillon a partir de sa fraction volatile. L’emploi
de ces techniques tient également compte des spécificités des matrices étudiées (liquide et
solides). Dans 1’optique d’appliquer ce type d’approche dans le domaine de 1’cenologie, en
particulier dans la filiére du bouchon, ce chapitre a également présenté 1’organisation de cette
filiere. Une revue des méthodologies analytiques classiques employées a 1’analyse des
bouchons a également été proposée. Cette étude bibliographique a montré que le nez
¢lectronique a capteurs ioniques mettant en oeuvre un espace de téte statique couplé a un
spectrometre de masse a déja ét€¢ employé a 1’analyse de bouchons de liege présentant un
défaut de moisi. Cependant, cette ¢tude a été menée avec une méthode d’extraction sans pré

concentration des volatils et sur seulement deux groupes d’échantillon.

Dans notre étude, nous explorons le potentiel de deux autres types de capteurs ioniques a la
reconnaissance des volatils du liege. Nous proposons donc de conduire un travail
expérimental avec deux objectifs : mettre au point et évaluer deux types de nez €lectronique a
capteurs ioniques, le systtme DHS-MS et le couplage SPME-MS. Par cela, nous espérons
apporter d’autres possibilités a la méthode proposée par Nitz (Nitz, 2000) grace a I’emploi,
cette fois, de méthode d’extraction avec pré concentration des volatils du liége, sur un plus
grand nombre d’échantillons et dans une application différente (rondelles miroirs et planches
de liege brutes). L’étude de ces deux techniques est donc présentée successivement dans les

deux chapitres qui suivent.
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3 Nez ¢électronique a capteurs ioniques basé sur une
extraction par espace de téte dynamique

Cette partie expose tous les travaux concernant la mise en ceuvre et 1’application d’un
couplage espace de téte dynamique - spectrométre de masse (DHS-MS). Le systeme DHS-MS
employé, un prototype de laboratoire, a nécessité une étape préliminaire de mise au point. Il a
ensuite ¢ét¢ appliqué a I’analyse de différents échantillons de licge cenologique, en vue de les
discriminer selon leur origine géographique ou selon leur qualité. Avant d’aborder les
résultats obtenus et de les discuter, nous allons dans un premier temps décrire les matériels et

méthodes utilisés dans cette étude.

3.1 Matériels et méthodes

Dans cette partie les échantillons étudiés sont tout d’abord présentés, ainsi que le
prétraitement qu’ils ont subi. Les appareillages utilisés sont ensuite exposés. Enfin, les

méthodes statistiques mises en ceuvre pour exploiter les données obtenues sont explicitées.

3.1.1 Origine et préparation des échantillons

Les échantillons analysés dans 1’é¢tude préliminaire de mise au point du capteur ionique sont
distincts de ceux pris en compte dans 1I’étude du pouvoir discriminant du couplage DHS-MS,

comme indiqué ci-dessous.

3.1.1.1 Echantillons pour I’étude préliminaire de mise au point du couplage DHS-MS

Les échantillons considérés pour cette étude sont des rondelles de liege champenois dits
« miroirs » d’origine espagnole fournie par la société¢ SIBEL (Cumiére, France). Les rondelles
de liege miroirs représentent la partie inférieure du bouchon de champagne, constituée de 1, 2
ou plus rarement 3 rondelles de liege naturelles en contact avec le vin alors que la partie

supérieure est composée de liege aggloméré.

La préparation des échantillons s’est conduite comme suit : un lot de 50 rondelles de liege test
a été pulvérisé¢ manuellement puis homogénéisé. Le broyat de liege est ensuite stocké dans un
sac de polyéthyleéne placé a I’obscurité et a température ambiante. Une portion (0,150 g) est
pesée puis enveloppée dans du papier aluminium. Avant chaque analyse, 1’échantillon de
liege est introduit dans le tube d’échantillonnage en acier inoxydable, puis placé a I’intérieur
du four de désorption thermique de I’espace de téte dynamique.
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3.1.1.2 Echantillons pour I’étude du pouvoir discriminant du DHS-MS
Le tandem DHS-MS a été appliqué a la rapure rondelles de liege miroirs afin d'établir des
"mode¢les" selon les origines géographiques et leur qualité. Les échantillons ont donc été

choisis en fonction du type de caractérisation envisagé, comme indiqué ci-dessous.

3.1.1.2.1 Echantillons pour la caractérisation de [ origine géographique

Les échantillons de licge sont des rondelles de liege cenologique qui ont été fournies par
SIBEL. Les échantillons proviennent des trois régions géographiques suivantes : Espagne,
Portugal et Maroc (Tableau 3). Les lots d'échantillons ont été préalablement étiquetés comme
suit : "P1" et "P2" correspondent aux échantillons provenant de deux régions du Portugal,
"E1" et "E2" correspondent aux échantillons provenant de deux régions d'Espagne et "M"
correspondent aux échantillons provenant du Maroc. Le nombre de répétitions effectuées sur

chaque échantillon est variable, selon la quantité recue pour chacun d’eux.

Tableau 3. Origine des échantillons pour la caractérisation de I’origine géographique, et

nombre de répétition des analyses.

Origine des échantillons d’étalonnage Nombre de répétitions
Portugal lot 1 (P1) 10
Portugal lot 2 (P2) 9
Espagne lot 1 (E 1) 8
Espagne lot 2 (E 2) 10
Maroc (M) 14
Origine des échantillons de validation Nombre de répétitions
Portugal 13
Espagne 10
Maroc 8

3.1.1.2.2 Echantillons pour la caractérisation de la qualité des bouchons

Les rondelles de licge moisies ont été¢ fournies par le méme producteur Champenois SIBEL.
Les échantillons proviennent tous d’une seule origine : le Portugal. L analyse sensorielle des
rondelles a été réalisée par la société SIBEL selon le protocole suivant : les rondelles sont
macérées dans de 1’eau minérale pendant 24 heures. Le macérat ainsi obtenu est alors soumis
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au nez entrainé de deux experts. Les caractéristiques sensorielles du liege ont été traduites en
utilisant un code numérique pour chacune des cinq intensités de défaut considérées soit 0 pour
le liege sans défaut (témoin), 1 pour défaut identifiable, 2 pour défaut significatif, 3 pour
défaut intense et 4 pour défaut trés intense. Ces niveaux de défaut sont employés pour le
controle de la qualité du bouchon chez SIBEL. Dans le Tableau 4 sont répertoriés les nombres
de répétitions réalisées pour chacun de ces échantillons. Les intensités de défaut ont été au

préalable déterminées par une analyse sensorielle conduite par SIBEL.

Tableau 4. Nombre de répétitions réalisées pour les échantillons de rondelles de liege

présentant un défaut de moisi.

Intensité de moisi | Nombre de répétitions
0 10
1 17
2 13
3 14
4 12

3.1.2 Le DHS-MS : appareillage utilisé
Le dispositif instrumental de I’espace de téte dynamique — spectrométrie de masse (DHS-MS)

mis en place est schématisé dans la Figure 11. 1l s’agit d’un prototype de laboratoire non

automatisable.
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Figure 11. Dispositif instrumental pour le systtme DHS-MS.

3.1.2.1 Description du module d’extraction / injection
L’appareil de désorption thermique mis en ceuvre dans ce travail est systéme "Thermal

desorption Cold Trap injector » (TCT) de marque Chrompacl@. L’injecteur TCT est composé
de deux ensembles d’¢léments: mobile et fixe. L’¢élément mobile est le tube
d’échantillonnage (porte-échantillon) dans lequel on introduit [’échantillon a analyser.
L’¢lément fixe se divise en deux compartiments : 1’'un est constitué¢ d’un four de désorption
thermique a l’intérieur duquel est placé le porte-échantillon ; dans 1’autre compartiment se

trouve le piege (colonne de pré-concentration) qui peut étre ou non refroidi a I’azote liquide.

3.1.2.2 Mise en ceuvre du couplage DHS-MS
L'analyse des échantillons par le couplage DHS-MS se déroule en trois étapes : extraction /

piégeage, désorption, et enfin détection. Elles sont détaillées ci-dessous.

Q Une phase d'extraction et de piégeage au cours de laquelle 1'échantillon est chauffé et

balayé par un flux constant de gaz inerte (qualité N55, pureté 99,995% ; Air liquide, France)
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soumis au contréle d'une vanne multivoie. Au cours de cette phase, la vanne est placée en
position 1 et le flux de gaz est dirigé en téte de l'extracteur. L’appauvrissement permanent de
l'espace de téte en molécules volatiles déplace 1’équilibre dans le sens favorisant la désorption
des molécules volatiles de la matrice. Les composés volatils et semi-volatils ainsi extraits sont
entrainés par le gaz inerte vers un pi¢ge, une colonne capillaire recouverte d’un film épais de
phase stationnaire de polydimethylsiloxane (Supelco SPB-1, 70 cm de long, 0,53 mm de

diametre interne, et 5 pm d'épaisseur de phase) (Figure 11).

Q Une phase de désorption au cours de laquelle la vanne multivoie change de position
(position 2), faisant basculer le trajet du gaz vecteur de la cellule d'extraction vers la téte du
picge, et l'extraction des effluents depuis le produit a analyser est alors stoppée. Un chauffage
concomitant du piege permet de modifier ses propriétés de rétention et de libérer ainsi
I'ensemble des molécules qui y sont retenues (Figure 11). Il est nécessaire que la montée en
température du pieége soit la plus rapide possible afin de limiter les réactions pouvant

intervenir entre les molécules sous 'effet de la chaleur.

Q Une phase de détection au cours de laquelle les composés désorbés sont acheminés, grace
a la ligne de transfert (SGE DB-1, 1 m de long, 0,25 mm de diametre interne et d’une
¢épaisseur du film de la phase stationnaire de 0,25 pum), dans la chambre d'ionisation du
spectrometre de masse sans réelle séparation chromatographique en raison de la courte
longueur de la colonne. Au niveau du spectrométre de masse, les molécules sont ionisées,
fragmentées et les fragments ioniques triés selon leurs rapports masse sur charge (m/z) par
l'analyseur de masse. L'ionisation des molécules introduites dans la source du détecteur de
masse est principalement effectuée par impact électronique a 70 eV. Ce mode d'ionisation est
trés généralement utilisé afin d'assurer la reproductibilité des spectres de masse obtenus (Péres
et al., 2003). Le spectrométre de masse utilisé¢ pour le DHS-MS développé dans cette étude
est équipé d'un analyseur de masse a filtre quadripolaire (spectrométre de masse HP 5970
(Agilent Technologies, Palo Alto, USA). La détection des ions est assurée par un
multiplicateur d'électrons qui produit un signal proportionnel au courant ionique, donnant le
spectre de masse caractéristique. Le vide secondaire requis pour le spectrometre de masse est

atteint grace a une pompe turbomoléculaire d’un débit de 60 L/s.

3.1.2.3 Les paramétres maintenus constants au cours de ’analyse par DHS-MS

Compte tenu de la difficulté, voire de I'impossibilit¢ de les faire varier (en raison de

I’appareillage utilisé), un certain nombre de paramétres ont été maintenus constants.
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O La masse du produit a analyser : ce paramétre a été fixé a 0,15 g en raison de la
configuration du systéme de I’extracteur de I’espace de téte dynamique. Une augmentation de
la taille de la cellule d’extraction (tube en acier inoxydable) aurait permis 1’analyse d’une plus
grande quantité de matiére mais un tel montage n’était pas possible avec le prototype de
laboratoire utilisé dans ce travail.

O La longueur du piége : une longueur de 70 cm était imposée par la géométrie du systéme.
O La longueur de la ligne de transfert : une longueur minimum de 1 m a été choisie car
une longueur plus courte risquait de compromettre la perte de charge nécessaire a
1’établissement du vide (10™ Torr) au niveau du spectrométre de masse, et par conséquent le
bon déroulement de I’ionisation des composés en sortie de la ligne de transfert.

O La température de la ligne de transfert : la température de la ligne de transfert a été
fixée a 200°C afin d’empécher la sorption des composés transférés, le piege étant chauffé a
230°C.

O La température de ’interface du spectrométre de masse a été fixée a 250°C.

3.1.2.4 Le signal acquis apreés analyse par DHS-MS
En raison de I’absence de colonne chromatographique, et donc de séparation des composés
avant leur arrivée dans le détecteur, I’information spectrale globale obtenue par DHS-MS est
un signal complexe. Celui-ci peut étre considéré comme une empreinte spectrale globale,
représentée par un spectre de masse moyen obtenu grace a I’intégration du courant ionique
total entre le début et la fin du pic de désorption. Cette empreinte se caractérise par son
intensité et par I’ensemble des fragments de masses des composés ionisés. Toutefois, la
complexité du signal ainsi recueilli rend son interprétation délicate. Il n’est donc pas aisé de
définir les critéres qui permettraient de guider 1’optimisation des conditions expérimentales a
I’instar de ce que pourraient étre le niveau du signal ou le rapport signal sur bruit dans les
analyses classiques. La mise en ceuvre préalable d’une technique séparative, ici la
chromatographie en phase gazeuse, peut alors s’avérer trés utile. De plus, la GC-MS peut
permettre I’interprétation des fragments de masse contenues dans les empreintes spectrales
globales. La GC-MS associée au DHS a donc été¢ employée dans la partie préliminaire de ce

travail, afin de se rapprocher au plus pres des conditions expérimentales du nez électronique.

3.1.3 Le DHS-GC-MS : appareillage utilisé

Le chromatographe utilisé est de marque Hewlett-Packard (HP) 5890 de série II (Agilent

Technologies, Avondale, USA) couplé au spectrometre de masse HP 5970 (Agilent
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Technologies, Palo Alto, USA). Les paramétres d'acquisition du spectrometre de masse ont
¢été déterminés par la procédure de réglage automatique (autotune). L'intervalle des masses
acquis était de 37-300 unités de masses atomiques (u.m.a). La bibliothéque de spectre utilisée
était la nbs49k (Olffice of Standard and Reference Data, NIST). La colonne capillaire utilisée
présente les caractéristiques suivantes : DB-5MS (phase stationnaire de 95% méthyl et 5%
phenyl, J&W Scientific), longueur de 25 m, diamétre interne de 0,2 mm et épaisseur de phase
de 0,33 um. La séparation des composé€s volatils a été réalisée sous un flux d'hélium (qualité

NS5, pureté 99,995% ; Air liquide, France) avec un débit de gaz vecteur de 1 mL/min.

3.1.4 Méthodes statistiques utilisées

Trois méthodes ont été mises en ceuvre pour exploiter les données : 1’analyse en composantes

principales (ACP), I’analyse de variance, et la régression des moindres carrés partiels.

3.1.4.1 Principe des méthodes

3.1.4.1.1 Analyse en Composantes Principales
L’ACP (Pigotti, 1986 ; Wold ef al., 1987) a été appliquée aux données du DHS-MS car elle

contient un grand nombre de variables, certaines d’entre elles étant fortement corrélées. Un
des principaux roles de I’ACP est de réduire la dimensionnalité de la matrice de données de
départ, tout en conservant une description aussi fidele que possible de ses caractéristiques. La
réduction de la dimensionnalité s’effectue par le calcul de nouvelles variables (composantes
principales ou PC) caractéristiques des sources de variabilité des données de départ. Les
composantes principales sont des combinaisons linéaires des variables initiales. Elles sont
ordonnées selon l'information qu'elles contiennent, c'est-a-dire classées dans 1'ordre
décroissant de la variance expliquée, et sont orthogonales entre elles (Wold ef al., 1987).
Chaque composante principale (PC) est associée a une valeur propre et & un vecteur propre.
Les valeurs propres ("eigenvalues") sont les mesures de la variabilit¢ que contient la PC
(pourcentage d’inertie). Les vecteurs propres ("loadings") sont les contributions factorielles,
c'est-a-dire les contributions des variables de départ a la définition des composantes
principales. Ainsi, les premiers vecteurs propres sont associés a la variabilité significative
dans les données, c'est-a-dire a l'information, alors que les derniers vecteurs propres, associés
a un tres faible pourcentage de variance expliquée, sont associés a la variation aléatoire due au
bruit dans les données.

La projection des variables originales sur les composantes principales permet de décrire celles

ayant le plus contribué a leur construction. Les coordonnées factorielles ("scores")
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correspondent a la projection des individus de départ sur les composantes principales. La
représentation graphique des coordonnées factorielles sur les deux ou trois composantes les
plus explicatives de la variabilit¢ permet donc de visualiser 1’organisation des échantillons
(objets) dans I’espace bi- ou tridimensionnel des variables de I’ACP. La représentation
graphique des contributions factorielles sur ces mémes PC permet ainsi de définir 1’origine

des variables ayant participé a cette organisation.

3.1.4.1.2 Analyse de Variance
L’analyse de variance est une méthode univariée qui consiste a calculer, pour chaque point

des réponses, la variabilit¢ due aux groupes prédéfinis au sein des échantillons et la variabilité
qui n’est pas due a ce groupement. La dispersion moyenne au sein des groupes est calculée et
est appelée variance intra-groupe ou variance résiduelle notée VR. La dispersion de la
moyenne de chaque groupe comparée a la moyenne générale des réponses est appelée
variance inter-groupe ou variance de groupe notée VG. Si les groupes ont des valeurs tres
similaires pour une variable donnée, la variance VG sera tres faible et, inversement, si les

groupes sont trés différents pour une variable donnée, la variance VG sera trés importante.

3.1.4.1.3 Régression des moindres carrés partiels (Partial Least Squares ou PLS)
Le grand nombre de variables des empreintes spectrales du DHS-MS, ainsi que leur forte

corrélation, nous ont amené a employer une modélisation par régression PLS (Geladi et al.,
1986). La régression PLS est une méthode de régression multivariée qui permet la
construction de modeles prédictifs. Elle établit un lien quantitatif entre un ensemble de
variables dites dépendantes Y (par exemple des données sensorielles) et un ensemble de
variables dites indépendantes X (par exemple des données chimiques). La régression sur les
variables dépendantes Y se fait par l'extraction de variables latentes (structures latentes, axes
factoriels) extraites de la matrice des variables prédictrices de X. La PLS construit ces
variables latentes en prenant en compte la corrélation des variables de X et également la
covariance entre les variables de X et de Y. Ainsi, la matrice Y guide la construction des
facteurs explicatifs extraits de X (Martens et al, 1986). Comme lors du calcul des
composantes principales dans I’ACP, les premiéres variables latentes obtenues par PLS sont
reliées a l'information dans les données, alors que les derniéres sont associées au bruit.

L’efficacité¢ du modele dépend des variables latentes a prendre en compte. Leur nombre doit
étre limité pour éviter le sur-apprentissage, mais suffisamment élevé pour éviter le sous-

apprentissage du modele. En cas de sur-apprentissage (lorsque le nombre de variables latentes
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pour construire le modele est trop élevé), outre 1’information présente dans les données on
inclut aussi du bruit, ce qui conduit en général a un bon ajustement du modele mais a un
mauvais pouvoir prédictif. A I’inverse, le sous-apprentissage du modele (lorsque le nombre de
facteurs n’est pas assez éleve) évite d’inclure du bruit mais on omet aussi de I’information, ce
qui conduit en général & une mauvaise modélisation et une mauvaise prédiction des données.
Pour décider de la dimension du modele, deux parameétres doivent étre pris en compte : la
qualité¢ de I’ajustement aux données (estimée par le coefficient de régression) et la qualité de
prédiction (évaluée par la somme des carrés des erreurs de prédiction ou PRESS (« Predicted
Residual Error Sum of Squares »)).

Le choix du nombre de variables latentes peut s’effectuer par validation croisée (Wold et al.,
2001a), habituellement réalisée par la procédure "leave-one-out". La validation croisée est une
méthode de sélection des modeles de prédiction. Elle détermine le modele qui a la plus petite
erreur de prédiction parmi plusieurs candidats. La validation croisée consiste a construire des
modeles pour des nombres de variables latentes différents sur n-/ individus, puis de tester le
modele sur I’individu exclu. Cette procédure est réitérée n fois, et la comparaison entre les
valeurs prédites de Y et les valeurs connues permet de calculer les valeurs de PRESS
associées a chaque modele (c'est-a-dire a chaque nombre de variables latentes possibles).

Cette dernicre est estimée par la somme des carrée des différences entre les valeurs a prédire
Y et les valeurs prédites Y par le mod¢le, PRESS= Z (Y —}_’)2 .

La validation croisée est arrétée lorsque chacun des » individus de X a été¢ indépendamment
prédit. Pour accélérer les calculs, on peut également enlever, a chaque étape de la validation
croisée, un groupe d'individus au lieu d’un seul individu. En général, I’erreur de prédiction
(PRESS) décroit au fur et a mesure que le nombre de facteurs inclus dans le modele
augmente, jusqu'a atteindre un minimum, pour un nombre p optimal de variables latentes,
avant de croitre de nouveau lorsque la variabilité apportée par des facteurs supplémentaires
n’apporte plus que du bruit. Lorsque le nombre optimal de variables latentes a été déterminé
par la validation croisée, les coefficients b du modele PLS sont alors calculés, pour ce nombre
p optimal de facteurs, et avec ’ensemble des individus. Une fois que le modéle de prédiction
est choisi, il est nécessaire de s’assurer de sa validité en le testant sur un nouveau jeu
d’échantillons connus. Les coefficients de régression b sont alors utilisés pour la prédiction de
nouveaux échantillons, en multipliant le vecteur b par les données des nouveaux échantillons.
La validité¢ du modele est évaluée par le calcul des valeurs des résidus c'est-a-dire de son

erreur standard d’étalonnage (Standard Error of Calibration (SEC)) et de son erreur standard
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de prédiction SEP (Standard error of Prediction) qui sont calculés a partir de la valeur de la

PRESS. La SEC est estimée par la racine carrée des différences entre les valeurs a prédire Y

et les valeurs prédites Y par le modele, divisées par le nombre d’individus de 1’étalonnage

Y —-Y
(n), SEC= u ou, SEC= | £ RESS
n n

La SEP est estimée par la racine carrée des différences entre les valeurs a prédire Y et les

valeurs prédites Y divisées par le nombre d'individus de validation (n"). Par rapport au
PRESS, la SEC et la SEP présentent I’avantage d’étre homogene a la grandeur étudiée.

Par ailleurs, un intervalle de confiance est associ¢ aux valeurs prédites par le modele. La
méthode la plus communément utilisée établit une hypothése de normalité des distributions ;
I’intervalle de prédiction standard consiste alors a appliquer le test de Student aux valeurs
prédites par le modele (Wold et al., 1984 ; Martens et al., 2000 ; Wold et al., 2001b), selon

Y (Y-Y)
EP

_)7)
SEC

, pour les

I’équation suivante : ¢ = ‘ , pour les individus d’étalonnage, et t = ‘

individus de validation. Les échantillons sont rejetés par le modele si la valeur du # de Student
est > 2,5. Cette valeur correspond a un intervalle de confiance de 95%.

Dans ce travail les deux versions de la PLS (PLS 1 et PLS 2) ont été employées. Dans le cas
de la PLS 1, Y est un vecteur (une seule variable dépendante). En PLS 2, la matrice Y est
constituée de plusieurs colonnes et la décomposition de la matrice Y n’est pas optimisée pour
chaque colonne de Y mais s’effectue sur I’ensemble de la matrice. Généralement, on applique
la PLS 1 lorsque la différence entre les composants constitutifs des échantillons est connue
(par exemple, lors de la prédiction de concentrations). La PLS 2 est plus souvent utilisée dans
I’analyse discriminante lorsque la matrice Y est constituée d’autant de colonnes que de
groupes, contenant des valeurs binaires : 1, si ’objet appartient a la classe et 0, si ce n’est pas
le cas (Barros, 1999 ; Wold et al, 2001b). On peut également utiliser la PLS 2 si les

différentes valeurs des Y sont liées entre elles.

3.1.4.2 Mise en ceuvre des méthodes statistiques

3.1.4.2.1 L'Analyse en Composantes Principales.
L' ACP a été réalisée sur le logiciel MATLAB (MATLAB pour Windows, version 4).
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3.1.4.2.2 La régression aux moindres carrés 2 (PLS 2)
La PLS 2 a été réalisée avec le logiciel Win ISI (Infrasoft International, LLC, version 1.50.).

La PLS s’effectue en deux étapes. Une étape d’étalonnage et une étape de validation du

modéle.

3.2 Etude préliminaire de mise au point du DHS-MS

La mise en place d’une étude de caractérisation par capteurs ioniques implique la mise au
point d’un dispositif instrumental capable de fournir des réponses spectrales répétables,
reproductibles et caractéristiques du produit analysé. Afin d’évaluer le potentiel discriminant
d’une telle approche, le tandem DHS-MS a été monté au laboratoire dans 1’objectif de
caractériser et évaluer la qualité olfactive du liege oenologique. Comme nous 1’avons déja
souligné, le DHS présente 1’avantage de favoriser 1’extraction des composés volatils de la
matrice car le gaz vecteur renouvelle 1’espace de téte en continu, conduisant ainsi a un
appauvrissement permanent de celui-ci en composés volatilisés. De plus le piege adsorbant du
DHS employé présente une surface offrant une capacité de pré-concentration supérieure a
celle qu’offre par exemple une fibre de SPME. Cependant, comme nous [’avons dé¢ja
mentionné, le signal acquis par DHS-MS est complexe, ce qui rend la mise au point de cette
technique particuliérement délicate. Les travaux décrivant la méthodologie de mise en oeuvre
des capteurs ioniques (Dittmann et al., 2000 ; Pérés et al., 2003) préconisent 1’analyse
préalable de la fraction volatile des échantillon par des méthodes séparatives classiques telles
que la GC-MS. De plus, les travaux de Pérés (Péres et al., 2002b) traitant de la mise en
application d’'un DHS-MS pour I’analyse de fromages, ont montré que la fragmentation et
I’ionisation des composés volatils par DHS-GC-MS sont globalement proches de celles
observées lorsque les molécules sont introduites en mélange. Cette observation indique que
les recombinaisons des especes ioniques des différents composés volatils sont limitées en
analyse rapide par DHS-MS, lorsque le mélange volatile est introduit directement dans le
spectrometre de masse. Ce point est important car si des interactions importantes entre les
especes ioniques avaient lieu, le pouvoir discriminant de la méthode aurait été¢ fortement

compromis.

3.2.1 Analyse préliminaire de la fraction volatile du liege par DHS-GC-MS
Des essais ont tout d’abord été menés pour choisir la programmation de la température de la

colonne offrant la meilleure résolution (visuelle) des pics chromatographiques obtenus sur la
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rapure de licge. Ensuite, 1’étude s’est portée sur les conditions de ’extraction par espace de

téte dynamique. Enfin, une tentative d’identification des composés volatils a été entreprise.

3.2.1.1 Choix du programme de température de la colonne de séparation
La programmation de température de la colonne GC pour laquelle la meilleure résolution des

pics a été obtenue est la suivante : 50°C (pendant 3 min), puis passage a 200°C a raison de

4°C/min.

3.2.1.2 Choix de la température et de la durée d’extraction
Trois températures d’extraction ont été étudiées: 100, 150 et 200°C pour des durées

d’extraction de : 5, 10 et 30 minutes. Le choix de la température et de la durée d’extraction
s'est bas¢ sur le nombre et I’intensité des pics chromatographiques obtenus. La température et
la durée d’extraction de 1’échantillon pour lesquelles un maximum de pics a été obtenu en GC
sont respectivement : 150°C et 30 minutes. A des températures plus élevées de 180 et de
200°C, les spectres de masse des pics les plus intenses montraient la présence des ions 95 et
96, caractéristiques des furanes. Ceci est probablement dii a la dégradation des molécules
présentes dans I’espace de téte de 1’échantillon, et a la formation de composés secondaires
sous I’effet de la chaleur. Par conséquent, une température d’extraction de 150°C sera retenue

dans un premier temps pour I’analyse par le couplage DHS-MS.

3.2.1.3 Tentative d’identification de certains composés
Le chromatogramme du liege (Figure 12) présente un total de 17 pics chromatographiques.

Aprés leur intégration, une tentative d’identification, basée sur le temps de rétention et le
spectre de masse de chaque pic chromatographique intégré, a ét€ menée. Le spectre de masse
de chaque pic a été comparé a une bibliothéque de spectres et aux résultats de GC trouvés
dans les publications relatives aux analyses chromatographiques du liége. Les résultats de
cette tentative d’identification sont consignés dans le Tableau 5. Les molécules proposées
couvrent plusieurs familles. La plupart d’entre elles ont également été retrouvées dans des
recherches traitant de ’identification des volatils du liege. On retrouve une grande diversité
dans les composés volatils du liege, avec des acides organiques (acide 4-butoxybutanoique,
acide acétique) (Boidron et al, 1984 ; Rigaud et al, 1984), des furanes (2-
furancarboxaldéhyde, 2H-pyran-2-one) (Boidron et al., 1984 ; Rigaud et al, 1984), des
aldéhydes (décanal, (2E, 4E)- 2,4-nonadiénal, (2E, 4E)-2,4-decadiénal) (Rigaud et al., 1984),
des phénols (2-méthoxy-4-(2-propenyl)-phénol, 2-(1,1-diméthyléthyl)phénol, 4-hydroxy-3-
méthoxybenzaldéhyde (Vanilline) (Boidron et al., 1984 ; Rigaud et al., 1984 ; Boidron et al.,
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1988), des hydrocarbures aliphatiques (tétradécane, hexadécane, alcane) et des terpenes. On
peut constater que 1’une des molécules les plus intenses présente dans le chromatogramme du
liege est la vanilline, dont les ions caractéristiques sont a 151 et 152 u.m.a. La présence de la
vanilline dans ’espace de téte des échantillons analysés a été confirmée par comparaison de
son temps de rétention et de son spectre de masse avec celui d’un étalon (Sigma, Saint-
Quentin Fallavier, France) utilis¢ comme référence. Le spectre de masse de la vanilline est
présenté dans la Figure 13. Les spectres de masses des 16 autres pics chromatographiques

sont quant a eux présentés en annexe 1.

Cette grande diversité de structures chimiques témoigne également d’une large diversité dans
I’origine de ces molécules volatiles. Selon Vivas (Vivas et al., 1997), dont les travaux de
recherche ont trait aux précurseurs des aromes du liége, le chauffage du liege augmente de
facon appréciable son potentiel olfactif, grace a la dégradation de polymeéres pariétaux tels
que les lignines et les polysaccharides. Ainsi, les dérivés furaniques obtenus par DHS-GC-MS
seraient les principaux produits issus de la dégradation thermique des polysaccharides et de la
cellulose du liege. Leur formation est favorisée par la présence de 1’acide acétique qui est
produit spontanément par chauffage du liege. Ces dérivés furaniques ont une odeur de
caramel et d’amande grillée. Les phénols, les phényl-cétones et les aldéhydes phénoliques
(dont la vanilline) seraient, quant a eux, issus de la dépolymérisation de la lignine par
thermodégradation ou par dégradation microbiologique (Rocha et al., 1996 ; Vivas et al.,
1997). Quant aux aldéhydes et aux hydrocarbures aliphatiques, ils proviendraient de la
dégradation des acides gras issus des cires du liege ou de la partie lipidique de la subérine par
oxydation ou par une dégradation enzymatique microbienne (par des lipoxygénases) (Rocha
et al., 1996). Enfin, les voies métaboliques des terpénes ne sont pas encore bien connues. Ils
ne sont synthétisés que par les plantes et par certains microorganismes, et en général ces

composés présentent une note aromatique plaisante (Rocha et al., 1996).
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Figure 12. Chromatogramme d’un échantillon de liége obtenu par DHS-GC-MS.

Tableau 5. Résultats de la tentative d’identification des composés volatils et semi-volatils du

liege.
Pic Temps de Composés identifiés Famille chimique
rétention (min)
1 02,247 Acide acétique Acide carboxylique
2 06,714 2-Furancarboxaldéhyde Furane
3 11,569 5-Méthyl-2-furancarboxaldéhyde Furane
4 21,531 Décanal Aldéhyde
5 21,914 (2E, 4E)-2,4-Nonadiénal Aldéhyde
6 25,494 2-(1,1-Diméthyléthyl)phénol Phénol
7 25,800 (2E, 4E)-2,4-Décadiénal Aldéhyde
8 27,046 2-Méthoxy-4-(2-propenyl)phénol Phénol
9 27,306 4-Butoxy-acide butanoique Acide carboxylique
10 28,606 4-Hydroxy-3-méthoxy-benzaldé¢hyde Phénol
(vanilline)
11 28,848 Tétradécane Hydrocarbure aliphatique
12 30,454 6,10-Diméthyl-5,9-undecadien-2-one Cétone
13 31,816 Non identifié Terpéne
14 32,088 Non identifié Terpéne
15 35,165 1,2-Benzéne acide orthophtalique Acide carboxylique
16 35,790 Hexadécane Hydrocarbure aliphatique
17 39,223 Alcane Hydrocarbure aliphatique
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Figure 13. Spectre de masse de la vanilline
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3.2.2 Analyse préliminaire de la fraction volatile du liége par DHS-MS
Pour la mise au point du DHS-MS, plusieurs parameétres ont été pris en compte afin de

favoriser I’extraction par espace de téte des composés volatils : le débit d’extraction du gaz
vecteur, la température de piégeage, la durée de I’extraction, la température de 1I’échantillon
lors de I’extraction, et la granulométrie de 1’échantillon. Enfin, une étude de répétabilité et de
reproductibilité en fonction du jour de I’analyse a ét¢é menée afin de vérifier la stabilité de
I’instrument. Le détail de cette étude est présenté dans les paragraphes qui suivent. Les
criteres permettant d’évaluer 1’efficacité de 1’extraction des composés volatils et semi-volatils
des échantillons de liege se sont généralement fondés sur I’aire des pics de désorption (basée
sur le courant ionique total ou TIC) ainsi que sur leurs coefficients de variation. Les aires ont
¢été récupérées par intégration du TIC entre 0 et 10 minutes. En régle générale (sauf mention
particuliere), pour chaque essai, trois répétitions ont été réalisées afin de pouvoir estimer une
moyenne des aires correspondant aux trois répétitions effectuées ainsi qu'un coefficient de

variation (CV, ou écart-type relatif a la moyenne).

3.2.2.1 Le débit d’extraction du gaz inerte
Un débit important déplace plus rapidement les équilibres de libération de molécules volatiles,
et peut donc influencer 1’abondance et la richesse du signal. Afin d’étudier I’effet de la
variation du débit du gaz sur l’intensit¢ du signal du DHS-MS, nous avons fait varier la
pression du systéme tout en fixant les parametres des autres facteurs régissant I’analyse. Pour
cela, nous avons agi directement sur la pression grace a un régulateur de pression mécanique.
Plusieurs essais ont été effectués avec des pressions en téte de colonne de 0,2 bar, 0,6 bar, et 1
bar au-dessus de la pression atmosphérique. Ces analyses ont été réalisées avec une
température d’extraction de 150°C (compte tenu des résultats de I’étude préliminaire en DHS-
GC-MS), une durée d’extraction de 10 minutes, une température de piégeage de 17°C
(refroidissement a air comprimé), une température de désorption du piege de 230°C, et une

durée de désorption du pi¢ge de 14 minutes. La

Figure 14 Illustre les réponses (courant ionique total ou TIC) obtenues dans ces conditions.
Elle indique que le TIC enregistré a une pression d’1 bar était le plus intense par comparaison
aux TIC enregistrés avec les autres pressions étudiées. Par conséquent, la pression de 1 bar a
été employée par la suite. Elle correspond a un débit du gaz inerte de 100 mL/min. Une valeur

supérieure de la pression n’a pas €té testée, compte tenu du débit déja obtenu avec la pression

de 1 bar.
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Figure 14. (a) Courant ionique total (TIC) correspondant a un blanc d’analyse a une pression
de 0,2 bar. (b) (c¢) (d) TIC d’échantillons acquis respectivement a des pressions en téte de

colonne de 0,2 ; 0,6 et 1 bar.

3.2.2.2 La température de piégeage

Afin d’améliorer la rétention et la concentration des composés volatils au niveau du picge,
nous avons tout d'abord tenté de piéger les composés sur un picge de polydiméthylsiloxane
(PDMS) refroidi a 1’azote liquide a des températures de 0°C et de —10°C. Les autres

conditions expérimentales sont celles indiquées plus haut.

Comme marqueur de I’efficacité du piégeage, nous avons choisi I’un des fragments
spécifiques de la vanilline, plus précisément le fragment m/z = 151 u.m.a. En effet, nous
avons pu identifier précédemment la vanilline comme 1’'une des molécules volatiles les plus
intenses présentes dans le chromatogramme du liege. Le choix de 1’'un de ses fragments
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caractéristique et abondant offre donc un marqueur relativement sensible de la rétention de la
représente le pseudochromatogramme de 1'ion Figure 15vanilline au cours du piégeage. La
151 obtenu par DHS-MS aux températures de piege de 0 et — 10 °C et indique la disparition
de cet ion pour les deux températures de piégeages testées, celle-ci étant plus marquée a
-10°C qu’a 0°C. La perturbation majeure observée sur 1’ionisation de la vanilline est un fait
fréquemment rencontré lors de 1’extraction et de 1’analyse de la fraction volatile des produits
agroalimentaires, lorsque I’extraction est réalisée en mode dynamique avec un piégeage a
(Canac-Arteaga et al., 1999 a, froid, suivie d’une désorption et d’une analyse par GC-MS

. Ce fait est généralement attribué a la présence de vapeur d’eau dans le systeme 1999 b, 2000)
et il se traduit par des modifications des profils chromatographiques avec un décalage du
temps de rétention de certaines molécules, la suppression des molécules les plus volatiles, et
la formation d’adduits. Dans notre cas précis, la vapeur d’eau serait libérée lors du chauffage
de I’échantillon de liege ; elle se serait ensuite condensée au niveau du piege de PDMS en le
couvrant d’un film d’eau, perturbant ensuite le piégeage des molécules volatiles du liege.
Cette hypothése nous semble d’autant plus vraisemblable que des travaux antérieurs semblent
la confirmer. En effet, Carnac-Arteaga et al. (2000) ont analysé, avec un couplage purge-and-
trap-GC-MS mettant en oeuvre un pi¢ge apolaire (Tenax), des échantillons de boeuf et de
parmesan déshydratés contenant respectivement 2,3% et 25% d’eau. Une simulation des
artéfacts survenant en présence de vapeur d’eau a ensuite ¢té conduite en augmentant
artificiellement I’humidité de I’espace de téte des échantillons, au moyen d’un morceau de
laine de verre humide placé dans la chambre d’extraction. Leurs résultats ont montré que les
modifications des profils chromatographiques des échantillons humidifiés par rapport aux
échantillons secs survenaient en dépit de la nature apolaire du Tenax. Le changement des
profils chromatographiques concernait en général les molécules de bas poids moléculaires
possédant un ou deux atomes d’oxygene telles que les acides carboxyliques, cétones, etc. La
disparition de la plupart des composés volatils apres ajout d’eau dans 1’espace de téte des
échantillons a été expliquée par la non rétention de ces composés au niveau du Tenax en
raison d’un mécanisme de compétition pour la sorption survenant entre les molécules d’eau et

les molécules volatiles polaires pour le piege.
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Figure 15. Pseudochromatogramme de I’ion 151 issu d’un échantillon de liege test, a une

température de pi¢geage de 0°C et de -10°C.

A l'issue de cette expérience, deux solutions ont été envisagées pour assurer une température
du piege supérieure a 0°C : la premicre était d’abolir le systeme de refroidissement du piege,
et la seconde était d’autoriser un systéme de refroidissement a I’air comprimé. Chacune de ces
deux solutions a donc été testée. Lors des essais réalisés sans systéme de refroidissement du
piege, ce dernier atteignait une température d’environ 40°C pendant 1’étape d’extraction et de
concentration des volatils du liege. En revanche, le refroidissement du picge a 1’air comprimé

permettait d'atteindre une température plus basse, environ 17 °C.

La Figure 16 présente le pseudochromatogramme de 1’ion 151 a ces températures de
piegeage. Elle indique que I'ion 151 a bien été détecté grace a 1’amélioration du
conditionnement du piége. Le piege conditionné a I’air comprimé a permis d’obtenir une
intensité du signal de I’ion 151 environ 3 fois supérieure a celle obtenue sans conditionnement
du piege. Ce résultat est confirmé par une étude systématique du résultat d’intégration du TIC.
Cinq répétitions ont été faites (pour chaque condition de température du piege) et conduisent a
I’histogramme de la Figure 17. Elle présente les résultats de l'intégration du TIC (courant
ionique total) obtenu avec un piége refroidi a l'air comprimé et un piege non refroidi. Il
apparait qu'une plus grande quantité de matiere (environ 5 fois plus) a pu étre concentrée dans
le cas du conditionnement du piege a l'air comprimé. C’est donc ce systeéme qui a €té retenu

par la suite dans ce travail.
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Figure 16. Pseudochromatogramme de I’ion 151 issu d’un échantillon de liége test, (a) avec

un conditionnement du pieége a 1’air comprimé, (b) sans conditionnement du piége.
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Figure 17. Histogramme présentant les résultats d’intégration du TIC pour un piege refroidi a

I’air comprimé (environ 17°C) et un piege non refroidi (environ 40°C) et leur écart types

respectifs calculé pour cinq répétitions.
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3.2.2.3 La durée de I’extraction

La durée d’extraction de 1’échantillon doit étre suffisamment longue pour permettre
I’extraction d’une quantité suffisante de matiére mais assez courte pour limiter la durée de
I’analyse. Dans le cas de I’analyse du liege par DHS-GC-MS une longue durée d’extraction
¢tait requise, puisque les essais effectués ont donné les meilleurs résultats pour une durée de
30 min comme indiqué précédemment. Cette durée ne correspond cependant aux objectifs de
rapidité qui sont ceux du e-nose. Nous avons donc testé des durées moindres pour évaluer si
elles conduisaient a des signaux trés dégradés. Une cinétique d’extraction par DHS-MS a
donc été entreprise pour des durées d’extraction plus courtes : 5, 8, 10, 12, 15 et 20 minutes a
une température fixée d’extraction fixée a 150°C. Trois répétitions par durée ont été faites. La
moyenne et I'écart type des aires en fonction de la durée d'extraction de 1'échantillon sont
présentés dans la Figure 18. Celle-ci indique que l'aire du TIC évolue de fagon
proportionnelle aux durées d’extraction étudié¢es. De plus, a partir de 12 minutes on distingue
une diminution de coefficient de variation (CV), indiquant une meilleure stabilité du signal. Il
est donc intéressant de constater que, pour les temps supérieurs a 12 minutes, les aires des
TIC sont plus élevées pour des CV bas. Cependant, c'est la durée de 12 minutes qui a été
choisie car elle représente la durée la plus courte correspondant a 1'un des CV observés les
plus bas (Tableau 6). La durée d'extraction de I'échantillon de 12 minutes a ainsi été

maintenue dans la suite de ce travail.
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Figure 18. Effet de la durée de 1'extraction sur la quantité de maticre extraite par DHS-MS. La
moyenne des aires et les écarts types calculés pour 3 répétitions sont représentés en fonction

de la durée de I’extraction.

Tableau 6. Moyenne, écart type et coefficient de variation des aires des pics en fonction de la

durée d'extraction du DHS-MS.

Temps (min) 5 8 10 12 15 20
Moyenne | 3585474024 | 4558931725 5262296874 | 7220100020 | 8203563760 | 9474385760
Ecart type | 415029793 481108460,6 558050009,6 | 456241414,4 | 536238670,2 |622253967,4
Cv 0,116 0,105 0,106 0,063 0,065 0,066

3.2.2.4 La température de I’échantillon
Les analyses par DHS-GC-MS ont montré qu'une température d'extraction de I'échantillon de

150°C permettait d'extraire le maximum de composés volatils sans signe de dénaturation de
I'échantillon. Dans la configuration DHS-MS, l’effet de la température d’extraction a
¢galement été étudié sur une plus large gamme de températures : 60, 90, 100, 110, 120, 150,
180 et 200°C pendant une durée d’extraction fixée a 12 minutes. La Figure 19 représente la
moyenne des aires pour 3 répétitions effectuées en fonction de la température d'extraction du

liege. Les aires évoluent de fagon proportionnelle a la température d'extraction. Nous avons
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choisi la température de 150°C, pour laquelle I’intensité du signal était la plus importante sans
signe visible de dénaturation de I’échantillon, car nous avons remarqué qu’au dela de 150°C,
les ions 95 et 96 spécifiques des furanes étaient présents en grande quantité. Ce résultat est en
accord avec ceux obtenus en DHS-GC-MS. En conséquence, la température d'extraction de

I'échantillon de 150°C a été choisie et maintenue dans la suite de ces travaux.
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Figure 19. Effet de la température d'extraction sur la quantité¢ de matic¢re extraite par DHS-
MS. La moyenne des aires et les écarts types calculés pour 3 répétitions sont présentés en

fonction de la température d’extraction.

3.2.2.5 La granulométrie du produit analysé
Afin d'étudier l'effet de la granulométrie (taille des particules) des échantillons sur la

répétabilité des analyses, des essais ont été entrepris sur un échantillon de liege test tamisé et
non tamisé. Le choix de la taille des particules a retenir s'est fondé sur 1’aire et la répétabilité
des signaux. Celle derniére était évaluée par le coefficient de variation calculé sur la moyenne
de cinq répétitions par granulométrie testée. Les essais ont été réalisés sur 1’échantillon de
liege test pulvérisé et tamisé a 1’aide de tamis de 1 mm et de 0,7 mm de diamétre. Cela nous a
permis de séparer et de récupérer les particules d'un diameétre inférieur a 0,7 mm, d'un

diametre compris entre 0,7 et 1 mm, et enfin d'un diamétre supérieur a 1 mm. Par ailleurs
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I'échantillon de liege test non tamisé a été employé comme témoin. Les particules inférieures
a 0,7 mm constituaient une fine poussi€re pouvant obstruer et encrasser le systeme et c'est
pour cette raison qu'elles ont été écartées de 1'analyse.

Cette ¢tude a montré que pour I’échantillon ayant des particules de taille supérieure a 1 mm le
signal était le plus intense. Cependant, il est associ¢ au coefficient de variation le plus élevé
(Figure 20 et Tableau 7). Or notre critére de choix est justement 1’obtention d’un coefficient
de variation le plus faible possible. Celui-ci est plus faible pour les granulométries comprises
entre 0,7 et 1 mm, et pour les particules de licge non tamisées, et le signal présente dans ces
deux cas un coefficient de variation équivalent. Par conséquent, a la suite de ce résultat, nous
avons choisi d'exclure I'étape de tamisage des manipulations afin de simplifier la préparation

de 1'échantillon.
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Figure 20. Influence de la granulométrie des échantillons sur la quantité de maticre extraite du
signal du DHS-MS. La moyenne et 1’écart types des aires des pics de désorptions de cinq

répétitions sont présentés en fonction de la taille des particules de licge.
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Tableau 7. Influence de la granulométrie des échantillons sur la

répétabilité du signal du

DHS-MS.
Diameétre des > 1mm 0,7mm - 1 mm Grains non
particules tamisés
Moyenne 18675924885 13450730201 14255430060
Ecart-type 2203459527 1182242417 1173369585
Cv 0,118 0,088 0,082

3.2.2.6 Stabilité du signal en fonction du jour de ’analyse

Apres avoir fixé les différents parametres de 1’analyse, nous avons effectué une étude de
répétabilité et de reproductibilité de la méthode d'analyse, basée sur une analyse de variance
selon la norme ISO 5725 (Feinberg, 1996). Pour cela nous nous sommes placés dans des
conditions de répétabilité et de reproductibilité définies comme suit : les conditions de
répétabilité sont obtenues lorsque les mesures sont réalisées dans des conditions similaires
c’est-a-dire par un méme opérateur, sur un méme instrument ou avec une méthode unique et
dans un délai court. Les conditions de reproductibilité sont obtenues lorsque I’on introduit
dans les mesures une ou plusieurs sources de variabilité telles que ’emploi d’un instrument

différent, un autre opérateur ou un délai entre les mesures.

Afin de répondre aux conditions de répétabilité et de reproductibilité, I’échantillon liege test a
¢té analysé en réalisant trois répétitions par jour, durant 3 jours. L'analyse de variance a
ensuite été menée sur les résultats correspondant a I'intégration du courant ionique total (TIC)
entre les périodes de 0 a 10 minutes. L’analyse de variance employée permet de calculer d'une
part, une variance de répétabilité notée S, qui estime la dispersion minimale des résultats et,
d'autre part, une variance de reproductibilté notée S, qui estime la dispersion maximale des
résultats. Celle-ci englobe a la fois la variance de répétabilité (S%) et la variance due aux
facteurs non controlés, soit la variance dite inter-jour et notée SZJ. Le détail des calculs est
présenté en annexe 2. L'étude de variance a permis également de calculer les coefficients de
variation de répétabilité et de reproductibilité, mais ceux-ci n’indiquent pas si les valeurs
obtenues sont trop ¢élevées. Nous avons alors fait appel au modéle empirique proposé par
Horwitz et cité dans 1’ouvrage de Feinberg (Feinberg, 1996). Ce modele empirique fournit
une formule de calcul du coefficient de variation limite de la reproductibilité noté¢ CV jiy

(annexe 2) en fonction de la moyenne des analyses. Les coefficients de variation de
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répétabilité (CV, = 5,29%) et de reproductibilité (CVg = 8,98%) sont tous deux inférieurs au

CV jim calculé (12%) et sont donc acceptables selon le modele d’Horwitz (Tableau 8).

Tableau 8. Estimation de la stabilité¢ du signal du DHS-MS par une étude de variance.

S% 4,96E+17
S% 9,30E+17
Sk 1,43E+18

Se 7,04E+08
Sk 1,19E+09
CV, 5,29%
CVg 8,98%
CViim 12%

3.2.2.7 Conclusion

Cette partie a expos¢ les principales étapes de mise au point du couplage espace de téte
dynamique-spectromeétre de masse (ou nez électronique a capteurs ioniques). Les conditions
expérimentales pour lesquelles nous avons obtenu un signal répétable et reproductible sont

résumées dans le Tableau 9 suivant.

Tableau 9. Les parameétres expérimentaux du DHS-MS a I’issue de I’étude de mise au point

de ’instrument.

Parameétre mis au point Condition expérimentale
Température d’extraction 150°C
Durée de I’extraction 12 min
Température du piege (systeme de 17°C

refroidissement a I’air comprime¢)

Débit du gaz inerte 100 mL/min

Les conditions expérimentales ainsi mises au point resteront inchangées dans la suite du
travail mené avec le DHS-MS. La durée totale de I’analyse par cette technique est au final de

26 minutes (12 minutes d’extraction et 14 minutes d’acquisition).
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La seconde partie de notre étude concernant ce nez électronique a consisté a évaluer son

pouvoir discriminant.

3.3 Evaluation du potentiel discriminant des empreintes obtenues par
DHS-MS

Apres I’étape de mise au point des parameétres régissant les analyses par DHS-MS, le pouvoir
discriminant des empreintes acquises par DHS-MS a été testé au travers de deux études de
caractérisation du liége par ses composés volatils : tout d’abord la caractérisation de 1’origine

géographique des bouchons de liege, et ensuite la mise en évidence de défauts des bouchons.

3.3.1 Etude de caractérisation des origines géographiques des bouchons de liége
cenologique espagnols, portugais et marocains par DHS-MS

Des ¢études antérieures de caractérisation et d’identification d’extraits de liege par couplage
GC-MS ont montré que les teneurs et la nature des molécules contenues dans les extraits
varient en fonction de 1’origine géographique et des conditions de culture du chéne liege
(Rocha et al., 1996 ; Vivas et al., 1997). Par cette étude, nous allons donc tester la capacité du

capteur ionique a révéler I’hétérogénéité potentielle du chéne liege en fonction de son habitat.

3.3.1.1 Les données obtenues pour ces échantillons

Comme cela a déja été souligné, le signal du DHS-MS se présente sous la forme d’un pic (pic
de désorption) asymétrique d’environ 10 minutes de large (Figure 21). Sa largeur est plus
grande que les largeurs de pics de désorption habituellement obtenues dans la littérature,
vraisemblablement en raison de la dimension du piege employé. La rétention des molécules
sur le picge dépend de plusieurs facteurs, tels que 1’affinité des composés volatils avec la
phase stationnaire du piege (PDMS ici), le diamétre du piege, sa longueur et le débit du gaz
vecteur. Par conséquent, en diminuant la dimension du pi¢ge nous aurions probablement pu
réduire la largeur du pic et le temps d’acquisition de 1’analyse. Cependant, en raison de la
configuration de I’appareil de I’espace de téte dynamique utilis€ dans cette étude, les

dimensions du piege sont restées inchangées puisque imposés par le systéme TCT.

L’intervalle de masse des empreintes spectrales acquises par DHS-MS était de 50 a 180 u.m.a.
Cet intervalle est plus petit que dans le cas de 1’analyse chromatographique par DHS-GC-MS
car les fragments de masse inférieure a 50 u.m.a peuvent étre d’origines multiples (air
ambiant et gaz vecteur pour les fragments les plus abondants). Par ailleurs, les fragments de
masse supérieure a 180 u.m.a ont été écartés car I’examen des empreintes spectrales (Figure

21) a montré qu’ils étaient peu abondants.
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Le pic de désorption de chaque échantillon analysé a été intégré sur toute sa largeur (de 0 a 10
minutes) afin d’obtenir I’empreinte spectrale (spectre de masse moyen) spécifique de
I’échantillon. Le bruit de fond de chaque analyse a été¢ défini comme étant I’intégration du
courant ionique total (TIC) dans I’intervalle de temps situé¢ en dehors du pic de désorption
entre 12 et 14 minutes. On a soustrait ce bruit de fond a chaque empreinte afin d’en réduire
I’effet. La matrice finale des données a été construite par la superposition ligne par ligne de

I’ensemble des empreintes spectrales (spectres de masses moyens) ainsi corrigées.

Abundance

ImMenmte 154
3.10°% 3

| T
" 1
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Teme g 4 B 2 10 12 14
[rir]

Figure 21. Courant ionique total d’un échantillon de liége portugais (P1) obtenu par DHS-MS.

Le nombre de répétitions réalisées par origine a vari¢ selon la taille des lots de liege fournis
par la société SIBEL comme indiqué dans la partie « Matériel et méthodes » de ce chapitre.
Ainsi, dans cette ¢étude, la matrice des données (nommée Xc) est constituée de 51 lignes

(individus ou échantillons) et de 131 colonnes (variables).

3.3.1.2 L’analyse des données
La variabilit¢ des empreintes spectrales acquises par DHS-MS n’est pas directement
interprétable sans I’emploi d’outils de statistiques multivariées. Ainsi I’ACP a été appliquée a
la matrice des données Xe¢ (51 x 131) comme étape préliminaire pour nous permettre de
visualiser la structure de la variabilité présente dans les données. Un modéele de PLS 2 a été

appliqué a la matrice Xc¢ dans une seconde ¢étape, dans le but de discriminer et de prédire
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I’origine géographique des échantillons de liege a partir de leurs empreintes spectrales. Enfin,

une étape de filtration des variables a été envisagée.

3.3.1.2.1 Résultats de I’Analyse en Composantes Principales
L’ACP a été appliquée aux empreintes spectrales des échantillons (individus) de liege

marocains, espagnols et portugais contenues dans la matrice Xc¢ brute sans aucun
prétraitement statistique de la matrice. La Figure 22 représente la projection des individus de
Xec sur les composantes principales PC1, PC2 et PC5. Ces trois composantes principales
représentent collectivement 99,41% de la variabilité dans les données de Xc et ce sont celles
qui permettent de visualiser le mieux 1’organisation des individus. Ceux-ci sont bien séparés
et organisés en trois groupes correspondant a leurs origines géographiques. La PC1 sépare le
groupe d’échantillon espagnol (E1 et E2) des groupes marocains et portugais, la PC2 sépare
bien le groupe d'échantillons portugais (P1 et P2) des groupes espagnols et marocains alors
que la PCS5 sépare en particulier le groupe d'échantillons marocains (M) des deux groupes
restants. Aucune ségrégation des individus n'a été observée par rapport a la date d'acquisition
des analyses.

Les vecteurs propres (loadings) associés a chaque PC sont présentés dans la Figure 23. Les
vecteurs propres représentent les variables (m/z) ayant le plus contribué a la séparation des
groupes. Les variables ayant le plus fortement contribué a la PC1 sont les m/z = 50, 57, 60,
61, 81, 109, 123, 151 et 152 um.a, a la PC2 les m/z = 57, 60, 61, 134, 151 et 178 u.m.a, et
enfin a la PCS5 les m/z = 57, 60, 68, 73, 97, 112, 126, 134, 160 et 178 u.m.a. Ces m/z ont été
comparés a une bibliothéque de spectres constituée a partir des résultats de travaux publiés sur
les volatils du liege. Le Tableau 10 présente les molécules chimiques possibles associées aux
m/z ayant le plus fortement contribué aux composantes principales obtenues a la suite de
I’ACP. 1l est intéressant de constater que nous retrouvons des ions communs a ceux obtenus
dans notre étude préliminaire par DHS-GC-MS, comme ceux de 1’acide acétique (pic 1 du

chromatogramme) et a la vanilline (pic 10).

Les PC3 et PC4 n’ont pas été représentées dans les résultats de I’ACP car la projection des
individus sur ces composantes principales ne présentait aucune organisation en relation avec

I’origine géographique du licge.
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Figure 22. Projection tridimensionnelle des individus sur les composantes principales de
I’ACP appliquée aux signaux des échantillons de licge espagnols (E1 et E2), portugais (P1 et

P2) et marocains (M), réunis dans la matrice Xc.
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Tableau 10. Les fragments (m/z) ayant le plus haut hautement contribué aux composantes

principales ainsi que leur probable origine chimique.

m/z (a.m.u)

Molécules possibles

Références bibliographiques

50 Benzaldéhyde (Boidron et al., 1984 ; Rigaud et
al., 1984)
57 2-Ethyl-hexanol (Boidron et al., 1984 ; Rigaud et
al., 1984)
60 Acide acétique (Boidron et al., 1984 ; Rigaud et
al., 1984 ; Boidron et al., 1988)
61 2,3,4,6-Tétrachlorophénol (Boidron et al., 1984 ; Rigaud et
al., 1984 ; Boidron et al., 1988)
97 4-Hydroxy 3-méthoxy acide benzoique (Boidron et al., 1984 ; Rigaud et
al., 1984 ; Boidron et al., 1988)
109 1,7,7-Triméthylbicyclo[2,2,1]heptan-2-one  (Boidron et al., 1984 ; Rigaud et
(camphre) al., 1984)
134 1-Ethyl-2, 3-diméthyl-benzene (Boidron et al., 1984 ; Rigaud et
al., 1984 ; Boidron et al., 1988)
81,151,152  4-Hydroxy-3-méthoxy-benzaldéhyde (Boidron et al., 1984 ; Rigaud et
al., 1984 ; Boidron et al., 1988)
97,134,160  2,4,6-Trichlorophénol (Boidron et al., 1984 ; Rigaud et

al., 1984 ; Boidron et al., 1988)

Cependant, la projection de I’ACP présente une remarquable dispersion des individus a
I’intérieur de chaque groupe. Cette dispersion intra-groupe observée serait probablement due
a ’hétérogénéité des échantillons, ainsi qu’a la méthode d’extraction employée, puisque cette
derniére n’était pas automatisée. Ce facteur a probablement joué¢ en faveur de 1’augmentation
de la variabilité intra-groupe des volatils du licge lors de leur extraction, concentration et de
leur injection. Cette dispersion imputable a la mise en ceuvre d’une technique d’espace de téte
dynamique a déja été raportée dans la littérature. Ainsi, dans son étude de comparaison de
trois méthodes d’extraction (SPME, espace de téte statique et extraction dynamique par
purge-and-trap) pour 1’analyse de fromage, Shaller (Schaller et al, 2000) a montré que
I’extraction dynamique était celle qui donnait les résultats les plus dispersés. Cette
observation a également été soulignée par Marsili (Marsili, 1999, 2000) qui a trouvé une

meilleure précision des réplicats par SPME comparée a la DHS pour 1’analyse de fromage.

Néanmoins, la variabilité intra-groupe que nous observons est restée inférieure a la variabilité
inter-groupe, ce qui a permis un classement des individus par rapport a leur origine

géographique, et ce malgré le caracteére non supervisé de I’ACP.
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Nous avons alors pensé que I’emploi d’une méthode discriminante permettrait probablement
de réduire cette dispersion tout en augmentant la distance entre les groupes par le choix de
fragments de masses plus pertinents. Afin de choisir une méthode avec des statistiques
robustes nous avons opté pour la PLS 2 car elle présentait les avantages de permettre de traiter
des matrices ayant un grand nombre de variables corrélées, de discriminer et de prédire les

caractéristiques d’échantillons nouveaux.

3.3.1.2.2 Résultats de la PLS 2

La PLS 2 s’effectue en deux étapes. Une étape d’étalonnage et une étape de validation du
modéle comme cela est détaillé ci-dessous. Pour la validation du modé¢le, nous avons choisi
de mettre en ceuvre une validation externe.

Q Etalonnage : La matrice ayant permis de construire le modele de PLS 2 est la matrice de
données d’étalonnage Xc (51 x 131). La matrice des variables a prédire Y est constituée
d’autant de lignes que la matrice Xe¢ (51 individus) et d’autant de colonnes que de groupes
d’échantillons (3 colonnes). Chaque colonne correspond a un pays d'origine des échantillons.
Dans une colonne donnée de Y, les échantillons de méme origine sont codés par le chiffre 2,
tous ceux qui ne sont pas de la méme origine sont codés par le chiffre 1. Ce type de codage est
spécifique au logiciel Win ISI employé. La validation du modéle de régression PLS 2 a été
réalisée par la méthode de validation croisée. Le modele ayant I’erreur standard minimale a
¢été obtenue pour 6 variables latentes. Les résultats de 1’étalonnage présentent un coefficient
de régression de 0,8106 ainsi qu'une erreur standard de I’étalonnage (SEC) de 0,2066, soit

environ 20% de la différence entre les valeurs a prédire (2 et 1).

Q Validation externe : Le principe de validation externe consiste a mettre a 1’épreuve le
modele de prédiction avec des données indépendantes de celles ayant servi a batir le modele.
Dans cette ¢tude, le test du pouvoir prédictif du modele de régression a été effectué sur les
empreintes spectrales d’échantillons acquis a des périodes de 3 et de 8 mois ultérieures a la
date d’acquisition des échantillons utilisés pour 1’é¢talonnage du modé¢le. Cela nous a donc
permis d’évaluer non seulement la qualité de prédiction du modéle discriminant, mais aussi
d’évaluer la reproductibilité des analyses par DHS-MS. La matrice des données de validation
a ¢té construite de la méme maniere que la matrice de calibration, par la concaténation ligne
par ligne des spectres de masses moyens corrigés pour les individus de validation. Ainsi, les

matrices des données de validation (nommées Xv et Yv) se composent respectivement de 31
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individus (échantillons de validation) et de 131 variables (Xv (31 x 131) et de 31 individus et
de 3 variables (Yv (31 x 3)). La matrice Xv a ensuite été soumise au mod¢le de PLS 2.

Les résultats de la validation du modele de PLS 2 avec Xv (31 x 131) sont présentés dans la
Figure 24. Elle montre la projection des valeurs prédites des individus d’étalonnage Xc (51 x
131) et de validation Xv (31 x 131), sur les trois axes des valeurs a prédire (1 et 2). Chaque
axe représente une origine géographique : I’axe des X représente les valeurs a prédire des
échantillons marocains, 1’axe des ¥ celles des individus espagnols et enfin 1’axe des Z, celles
des individus portugais. La Figure 24 met en évidence, non seulement une discrimination
satisfaisante des individus d’étalonnage, mais aussi une bonne qualit¢ de prédiction des
individus de validation, ceux-ci se positionnant correctement dans leur groupe d’origine
respective. Le modele de prédiction présente une faible erreur standard de prédiction (SEP) de
0,2659 soit 26% de la différence entre les valeurs a prédire du modele. L'origine géographique
des échantillons de validation a été correctement prédite pour tous les échantillons a
I’exception de 6 parmi les 31, dont 4 individus espagnols (E1) et 2 individus portugais (P1).
Les valeurs prédites de ces individus indiquaient une double appartenance a 1’origine
espagnole et portugaise. Leurs valeurs prédites étaient néanmoins incluses dans l'intervalle de

confiance de leur groupe d'appartenance, évalué par le test de Student a p = 0,05.

La PLS a permis de réduire la variabilité intra-groupe, de maximiser la variabilité inter-
groupe et de construire un modele permettant de prédire avec succes les caractéristiques
d’échantillons nouveaux. Par I’examen du processus de construction du mod¢le de PLS, il est
aussi possible de mettre en évidence les variables ayant hautement contribué a la
discrimination modélisée. Dans notre cas, ces variables contiennent 1’information
discriminante qui existe entre les échantillons des trois origines géographiques étudiées.
Ainsi, la PLS peut servir a ¢laborer une méthode de sélection des variables les plus
pertinentes pour rendre compte de 1’origine du liége. Nous avons utilisé cette approche pour
construire un filtre qui permet d’éliminer, dans une matrice de données spectrales, les

variables qui ne sont pas porteuses d’information sur 1’origine géographique.
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Figure 24. Projection des valeurs prédites des individus de Xc¢ (<) et de Xv (4) sur les trois

axes des valeurs a prédire de chaque groupe d’origine géographique.

3.3.1.2.3 Résultats du filtrage des données
L’¢laboration du filtre a consisté a appliquer une valeur seuil aux contributions des variables a

la premiére variable latente de la PLS. La valeur seuil de 0,4 en valeur absolue a été choisie.
Ainsi, toutes les variables ayant une contribution inférieure ou égale a 0,4 ont été ramenées a
une valeur égale a 0, toutes celles ayant des contributions supérieures a 0,4 ont été ramenées a
une valeur égale a 1. Le filtre, qu’on appellera F (131 x 131), est donc un vecteur constitué de
valeurs binaires (0 et 1). L opération de filtrage des variables de la matrice Xc (51 x 131) a
consisté a multiplier Xe par F. Le filtrage a ainsi permis une réduction de 75% des variables
de Xc résultant en une matrice réduite Xg (51 x 32) dont le nombre de variables est moins
¢levé que le nombre d’individus. Afin de vérifier I’information discriminante des 32 m/z ainsi
sélectionnés et de visualiser 1’effet de I’opération de filtrage sur les données de départ, une
ACP a été réalisée sur la matrice réduite Xg. La Figure 25 présente la projection des individus

sur la PC1 (98,26%), la PC2 (0,64%) et la PC4 (0,29%). La figure révele effectivement une
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meilleure séparation des groupes marocains, espagnols et portugais de la matrice Xg par

comparaison a I’ACP précédente réalisée sur la matrice de départ Xec.

La Figure 26 met en évidence, parmi les 32 variables de la matrice filtrée, celles ayant le plus
fortement contribuées aux PC. Ainsi, la variable m/z = 64 a le plus fortement contribuée aux
valeurs positives dans PC1, m/z = 112 est la variable qui a fortement contribuée aux valeurs
négatives dans PC2 et la variable m/z = 162, 166 et 179 sont celles qui ont le plus fortement
contribuées valeurs négatives dans PC4.

Ainsi, nous avons donc pu isoler les variables (m/z) qui expliquent le mieux la différence
entre les trois origines des échantillons. Néanmoins ’interprétation de leur origine chimique,
au vu des spectres de masses des constituants connus du liege ne peut étre qu’hypothétique,

voire impossible.

PC4
(0.29%)
¢ =

7
x10

a0’ (0.64%) (98.26%)

Figure 25. Projection tridimensionnelle de I’ACP des individus espagnols (E1 et E2),
portugais (P1 et P2) et marocains (M) a partir de la matrice réduite Xg (51 x 32).
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Figure 26. Vecteurs propres associés a PC1, PC2 et PC4.

3.3.1.3 Conclusion

Le couplage espace de téte dynamique - spectrometre de masse (DHS-MS) en jonction avec
des méthodes d’analyses multivariées s’est avéré étre une approche efficace pour la

caractérisation rapide des origines géographiques des échantillons de 1'étude a partir de leur
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signature volatile. La superposition des spectres de masse de I'empreinte spectrale complexifie
I’interprétation car les spectres de masses des composés chimiques spécifiques (susceptible de
caractériser des différences entre les échantillons des origines géographiques étudiées)
peuvent étre masqués ou « noyés » par les spectres de masse des composés non spécifiques a
'objet de I'étude ou présents en grande quantité dans l'espace de téte du DHS-MS. Le filtrage
des données peut alors étre une solution permettant de mieux cibler les variables (m/z) qui

contribuent le plus a la discrimination entre les échantillons.

3.3.2 Etude de caractérisation de I'empreinte globale de bouchons de liége
cenologique présentant cinq intensités de défauts olfactifs par DHS-MS

Dans cette ¢tude, des échantillons de liege présentant cinq intensités croissantes de défaut
olfactif de type moisi, ont été analysés par DHS-MS. Le pouvoir du DHS-MS a discriminer

ces échantillons a donc été testé.

3.3.2.1 Les données obtenues pour ces échantillons

Comme indiqué précédemment, I'empreinte obtenue prend la forme d'un pic asymétrique
d'environ 10 minutes de large (Figure 27). Son intégration nous a permis d’obtenir la
moyenne des spectres de masse enregistrés entre 0 et 10 minutes. L'intervalle de masses
considéré dans ces conditions était de 50-220 uma (soit 171 valeurs). Pour chaque échantillon
de liege analysé le bruit de fond a été évalué et soustrait de I’empreinte spectrale comme cela

a déja été décrit.
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Figure 27. Empreinte spectrale d’un échantillon de liége portugais ayant une intensité 4 de

moisi et obtenu par DHS-MS.

Comme cela a été précisé dans la partie « Matériels et méthodes » de ce chapitre, le nombre
de répétitions par échantillon a varié du fait de quantités différentes recues pour les lots. Au
total, le nombre de répétitions, tous échantillons confondus, s’¢léve a 66. Ainsi, la matrice des
données X d’étalonnage se compose de 66 individus et de 171 variables. Par ailleurs, la
matrice de validation Xv se compose de 50 échantillons de validation correspondant a 10

répétitions par groupe d’échantillon de moisi et de 171 variables.

3.3.2.2 L’analyse de ces données
Dans cette étude, 1'analyse des résultats s'est déroulée en trois étapes :

(1) Réaliser une ACP, méthode chimiométrique non supervisée, afin de mettre en évidence
une éventuelle structuration des individus selon les groupes « qualité ». Elle a été
appliquée aux profils de désorption des 66 échantillons et des 171 m/z.

(2) Réaliser une régression PLS 1, méthode chimiométrique supervisée avec une étape
d’étalonnage et une étape de validation, afin de voir si les données du nez électronique
peuvent étre corrélées aux données sensorielles. Elle a été appliquée a la matrice X (66 x

171) et a la matrice Y (66 x 1), Y étant un vecteur contenant les intensités de moisi allant
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de 0 a 4. La validation du modele a été réalisée grace a un jeu de données de validation
Xv (50 x 171) et le vecteur Yv (50 x 1) indépendant, acquis un mois apres le premier jeu
de données d’étalonnage.

(3) Réaliser une éventuelle mise a jour du modele de PLS en élargissant sa base d’étalonnage

(d’apprentissage), ce qui permet de vérifier la stabilité¢ du mode¢le.

3.3.2.2.1 Résultats de I’Analyse en Composantes Principales
La Figure 28 présente la projection tridimensionnelle sur les PC1, PC3 et PC5 des individus

de la matrice X et qui représentent collectivement 94,1% de la variabilité présente dans les
données. La structure de cette projection met en évidence l'existence de cinq groupes
d'échantillons séparés et ordonnés par intensité croissante de défaut. Les variables ayant le
plus contribué¢ aux PC sont présentées dans la Figure 29. La PC1 semble contenir
l'information chimique permettant de séparer les groupes (1), (2) et (3). L’examen détaillé des
vecteurs propres sur la PC1 montre que ce sont principalement les m/z = 151 et 152 qui
contribuent cette séparation. La PC3 sépare clairement le groupe de plus forte intensité de
moisi (4) des quatre autres groupes. L’information chimique a 1’origine de cette séparation est
portée sur les contributions négatives des variables principalement représentées par les m/z =
123 et 164. La PC5 oppose les individus témoins (0) des autres groupes de moisi.
L’information chimique a 1’origine de cette opposition se trouve dans les contributions

positives de la PC5 c'est-a-dire pour les variables m/z = 60 et 95.

Ces résultats suggerent que la prédiction de l'information chimique relative a la qualité du
liege peut étre envisagée par une méthode prédictive et supervisée telle que la PLS 1. Il s’agit
donc, dans la prochaine étape du traitement des données, de relier les données instrumentales

aux données sensorielles du licge.
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Figure 28. Projection tridimensionnelle des individus sur PCI1, PC3 et PC5 de I’ACP

appliquée a la matrice X (66 x 171) (les numéros 0 a 4 correspondant aux intensités de défaut

de moisi des échantillons de liége).
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Figure 29. Vecteurs propres associés a PC1, PC3 et PCS5.
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3.3.2.2.2 Résultats de la PLS 1
L’erreur standard minimale du mod¢le d’étalonnage (SEC) a été obtenue pour 6 variables

latentes principales. Les résultats de 1’étalonnage présentent un bon coefficient de régression
de 0,98 ainsi qu'une erreur standard de calibration (d’étalonnage) (SEC) de 0,22. Les
coefficients b du modele de PLS 1 sur X sont présentés dans la Figure 30. Leur examen ne
dévoile pas de corrélation claire avec le spectre de masse spécifique du TCA ou du TeCA
(associés généralement a ce défaut de moisi) excepté pour un ion, le m/z = 97 a.m.u, typique
du TCA. L'intensité des coefficients b est élevée pour beaucoup d'autres ions qui peuvent
provenir du licge lui-méme ou de ses composés de dégradation lors de 1’étape de désorption
du liege. Ainsi, I’information chimique relative aux intensités croissantes de moisi des

¢chantillons semble diluée par les composés du liege.
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Figure 30. Coefficients b du modele de PLS 1 appliquée a X (66 x 171).

Lors de I'étape de validation de la PLS 1 avec Xv (50 x 171) et Yv (50 x 1), le modele a mis
en évidence une tres faible corrélation entre les valeurs a prédire et les valeurs prédites du
modele, avec un coefficient de régression de 0,32 et une SEP ¢élevée de 1,17. La mauvaise
qualité¢ de la validation révéle une évolution des empreintes spectrales des échantillons de
validation par rapport aux échantillons d’étalonnage. Les causes de cette évolution peuvent

provenir de plusieurs facteurs dépendants ou indépendants du DHS-MS. Parmi les facteurs
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indépendants liés a I’échantillon étudi¢, on trouve par exemple un appauvrissement en
composés volatils lors du stockage des échantillons. Les facteurs dépendants du DHS-MS liés
a I’ionisation des molécules sont par exemple la pollution progressive de la source d'ions du

spectrometre de masse ou les différentes opérations de maintenance de 1'analyseur de masse.

Ces résultats laissent donc supposer que le modele n’est pas valide, nous proposons alors de
tenter de I’améliorer en étendant la base de données d’étalonnage de la matrice X par un ajout
de 20% des individus de validations. Un modele de régression PLS est alors appliqué a la

matrice ainsi remise a jour.

3.3.2.2.3 Remise a jour du modele PLS 1
Afin d'améliorer la capacité de prédiction du modele, la mise a jour permet d'inclure dans le

modele de PLS les facteurs de variabilité qui sont intervenus entre les individus d’étalonnage
et les individus de validation. Pour ce faire, nous avons ajouté a la matrice d’étalonnage X, 10
individus de la matrice de validation Xv. Les 10 individus utilisés pour la mise a jour,
correspondent a deux échantillons de validation prélevés au hasard dans chacun des cing
groupes de moisi. Par conséquent, la matrice d’étalonnage mise a jour nommée X, a pour
dimension 76 individus et 171 variables. La nouvelle matrice de validation nommée Xv, a
pour dimension 40 individus et 171 variables. Les résultats du nouveau modele de PLS 1 basé
sur X, (76 x 171) et Y, (76 x1) montrent que la SEC minimum de 0,311 et un coefficient de
corrélation ¢élevé de 0,945 a été observée pour un modele a 10 variables latentes. Le nombre
de variables latentes du modé¢le remis a jour est élevé et il indique un probable sur-
apprentissage du modéle ce qui, sans remettre en cause la qualité des résultats, invite a la
prudence. La Figure 31 présente la droite de régression entre les valeurs observées et les
valeurs prédites par le modele pour les individus d’étalonnage (a) et pour les individus de
validation Xv; (40 x 171) (b) par le modele remis a jour. Le modele présente un bon
coefficient de corrélation de 0,958 et il est associé¢ a une faible erreur de prédiction (SEP) de
0,318. Ces résultats indiquent bien que la mise a jour du modele de prédiction PLS a
significativement amélioré¢ la qualit¢ du modele, en particulier a 1'é¢tape de validation du
modele. Les coefficients b du modéle de PLS 1 sur X, sont présentés dans la Figure 32.
L’examen du coefficient b montre que le modele a donné plus de poids a certaines variables
par comparaison aux coefficient b du premier modele de PLS comme c’est le cas par exemple

pour le m/z =71 et 192, 198.
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Waleurs prédites

Yaleurs a predire

Figure 31. Droite de régression entre les valeurs observées (valeurs a prédire) et les valeurs

prédites par le modele PLS mis a jour pour les échantillons d’étalonnage (a) et de validation

(b).
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Figure 32. Coefficients b du modele de PLS 1 appliquée a X,.

Puisque les variables du TCA n’apparaissent pas dans les b coefficients du mode¢le, nous
avons alors tenté batir un autre modele de PLS en ne prenant cette fois en compte que les
variables m/z contenues dans le spectre de masse spécifique des chloroanisoles (TCA, TeCA
et pentachloroanisole). 72 variables ont ainsi été s€lectionnées. Un modéle de régression PLS
1 a alors été conduit sur une matrice Xapi (76 x 72) et Y (76 x 1). La droite de calibrage et de
validation présentée dans la Figure 33 montre la médiocrit¢ de la validation du modele
puisque les valeurs prédites des échantillons de validation sont soit surestimées comme c’est
le cas pour les groupes d’échantillons moisis 1 et 2 ou au contraire sous estimées comme c’est
le cas pour les groupes d’échantillons moisis 3, 4 et 5. Parmi les 72 m/z spécifiques des

anisoles, les variables ayant contribué a ce mod¢le sont indiquées dans les la Figure 34.
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Figure 33. Droite de régression entre les valeurs observées (valeurs a prédire) et les valeurs

prédites par le modele PLS sur la matrice Xapi (76 x 72) et Y (76 x 1).
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Figure 34. Coefficients b du modele de PLS 1 appliquée a Xapi.

3.3.2.3 Conclusion

Le couplage espace de téte dynamique - spectrometre de masse (DHS-MS) en jonction avec
des méthodes d’analyses multivariées s’est avéré étre une approche efficace pour la
caractérisation rapide de la qualité des échantillons présentant différentes intensités de défauts
olfactifs de moisi. Néanmoins, ’information chimique spécifique de 1’odeur de moisi est
masquée par les spectres de masses des composés du liege ou par ceux de sa dégradation,
présents en grande quantité dans l'espace de téte du DHS-MS. Par ailleurs, les empreintes
spectrales des échantillons analysés a des périodes différentes peuvent contenir une source de
variabilité entrainant une baisse du pouvoir prédictif du modele de PLS employé. Une remise

a jour du modele offre alors une solution efficace a ce probleme.

3.3.3 Discussion générale sur ces études de caractérisation par DHS-MS
La technique des capteurs ioniques associ¢ aux analyses multivariées apparait comme étant

prometteuse car elle nous a permis d’effectuer des mesures relativement rapides de la fraction
volatile globale des échantillons et, & ce jour, elle n’a encore jamais été appliquée a la

caractérisation de 1’origine géographique des rondelles du liege oenologique.
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Dans cette étude, le modele employé pour discriminer et prédire les réponses des échantillons
de liege analysés par DHS-MS a permis de les classer et de les prédire correctement selon leur
origine et leur qualit¢ de défaut. Ces résultats suggerent que la technique des capteurs
ioniques, associée aux méthodes de traitement de données telles que ’ACP et la PLS, est
applicable a des mesures visant par exemple a contrdler, dans un objectif industriel, la maticre
premiere (les planches brutes du liege) ou les produits finis (bouchons de liége), voire de
prédire leur caractéristiques aromatiques dans 1’objectif d’en certifier I’origine.

Notre approche a d’ailleurs séduit un industriel du bouchon, lors de la présentation de nos

travaux dans une publication.

3.3.3.1 Originalités de ce travail

L’étude menée au cours de ce travail sur la caractérisation d’échantillons de lieége cenologique

par DHS-MS est originale par son approche, sur bien des aspects.

En premier lieu, la caractérisation du liege selon son habitat n’avait jamais ét¢ menée en
utilisant un quelconque type de nez électronique ;

D’autre part et s’agissant de I’étude des défauts de moisi, en dépit du fait qu’un capteur
ionique ait déja été¢ employ¢ dans le but de différencier un groupe d’échantillon de liege sain
d’un second groupe de moisi (Nitz, 2000), nous avons, au cours de nos travaux, étendu
I’application a un plus grand nombre d’individus et de groupes d’individus. De plus, 1’analyse
a été menée sur une échelle de temps de plusieurs mois d’intervalle pour tester la stabilité du
capteur ionique. En outre, nous avons tent¢ de mettre en relation, grace a une PLS, des
données sensorielles quantifiées avec des données instrumentales du DHS-MS, afin de
vérifier si les empreintes spectrales des produits suivent la méme tendance que leur déviation
olfactive. Cela s’est révélé étre le cas pour ’ensemble des intensités prédites par le modéle ; la
discrimination est cependant moins nette entre les intensités de moisis intermédiaires.

En ce qui concerne I’exploitation des données obtenues par capteurs ioniques, la PLS a été
trés peu été¢ employée jusqu’ici si I’on s’en réfere a la littérature scientifique. De plus, dans
bien des applications, aucune validation n’est réalisée pour tester la base de données
composée des signatures spectrales des produits ou bien seule une validation interne est
effectuée. Ainsi par exemple, Saevels (Saevels et al., 2004) a tenté de batir un modele de PLS
pour différencier des échantillons de pommes selon leur durée de conservation, avec une
validation du mod¢le réalisée par validation croisée interne («leave one out»). Or la
validation par un jeu de données externes telle que nous 1’avons réalisée dans ce travail

permet un meilleur test du pouvoir prédictif du mode¢le.
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3.3.3.2 Limites de ces études et perspectives a ce travail
Nos résultats ont montré que la base des données d’apprentissage du DHS-MS (pour les deux

¢tudes de caractérisation menées) ne permet pas une modélisation définitive a cause du
nombre limit¢ des échantillons fournis. Il serait donc nécessaire d’élargir la base
d’apprentissage des modeles et de les étendre a plus de catégories d’échantillons pour
augmenter la robustesse du modele.

Par ailleurs, il est également apparu que I’interprétation des empreintes par la recherche des
ions spécifiques est trés délicate et que les résultats doivent étre considérés avec
circonspection. En effet, si ’empreinte spectrale globale est spécifique, les ions m/z dont elle
est constituée ne le sont pas nécessairement. Ainsi, nous avons pu constater que, si certains
d’entre eux sont caractéristiques d’activités métaboliques, de structure chimiques et méme de
composés précis du mélange (cas de la vanilline), d’autres ions sont a priori non spécifiques et
susceptibles de masquer ou noyer la présence des ions spécifiques. Pour améliorer la
spécificité des fragments, on pourrait utiliser un autre mode de fragmentation des molécules :
par exemple en faisant varier 1’énergie d’ionisation par impact ¢électronique comme cela a été

expérimenté par Begnaud (Begnaud et al., 2002).

3.3.4 Conclusion sur le pouvoir discriminant du syst¢tme DHS-MS

Les résultats obtenus dans ce travail avec le systtme DHS-MS sont encourageants, puisque
son pouvoir discriminant a pu étre mis en évidence, que ce soit pour des échantillons de licge
d’origines géographiques différentes, ou pour des échantillons de licge de qualités variables.
Par contre, I’absence de séparation des composés volatils obtenus apres extraction par espace
de téte, conduit a une empreinte spectrale complexe. L’utilisation de méthodes statistiques

multivariées est donc un outil incontournable pour exploiter ce type de données.

Malgré son potentiel, le systtme que nous avons utilisé reste un prototype de laboratoire,
difficilement automatisable et dont certains parametres n’ont pas pu étre optimisés. Il présente
donc ses limites et ¢’est pourquoi la seconde partie de notre étude a porté sur I’étude de la
microextraction en phase solide comme systéme d’extraction pour un nez ¢€lectronique a

capteurs ioniques. Ceci est donc le sujet du chapitre qui suit.
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4 —Nez ¢lectronique a capteurs ioniques basé sur une
extraction par microextraction en phase solide

Cette partie expose les travaux concernant la mise en ceuvre et 1’application d’un nez
¢lectronique basé sur le couplage microextraction en phase solide — spectrometre de masse
(SPME-MS). Ces travaux ont été réalisés dans le cadre d’un contrat industriel établi avec la
société Sabaté dont 1’activité s’articule autour du le bouchage du vin. Notre collaboration avec
Sabaté répondait au souhait de disposer d’une méthode pour 1’authentification du liége dans le
cadre par exemple d’une approche « origine controlée ».

A la suite des résultats obtenus par espace de té€te dynamique couplé a la spectrométrie de
masse (DHS-MS), nous avons proposé¢ de modifier notre précédente méthode pour utiliser,
cette fois, la microextraction en phase solide (SPME) couplée a la spectrométrie de masse.
Malgré le risque de sensibilité réduite, deux raisons ont motivé cette évolution : d’une part, la
simplicité de mise en ceuvre de I’appareillage de SPME et, d’autre part son efficacité avérée
en tant que systeme de nez électronique a spectrométrie de masse. A ce sujet, nous pouvons
citer les travaux de Marsili (Marsili, 2000) qui présente un exemple d’application réussie d’un
couplage SPME-MS pour différencier les mauvais ardmes d’échantillons de lait ayant subi
différents types de traitements (lumiére, cuivre, chaleur et contamination microbienne) ainsi
que les travaux de Pérés (Péres et al., 2002a) présentant une application réussie de la SPME-
MS pour la caractérisation de cinq camemberts selon leur type et leur degré d’affinage. De
plus, la SPME présente les avantages d’offrir une large gamme de phases de piégeage et

d’étre automatisable (via un systeme CTC Combipal).

Le tandem SPME-MS a donc été appliqué a la rapure de planches de liege brutes dans le but
d'établir des "modeles" selon les origines géographiques. En appliquant la méthode au liege
cru, on peut espérer avoir acces au plus grand nombre d’espeéces chimiques constituant la
signature spectrale du liege. Il demeure le risque que les constituants 6tés au bouillage ne
soient pas informatifs et que, au contraire, leur présence augmente le bruit de fond de la

méthode.

Comme pour le systtme DHS-MS, nous avons procédé en deux étapes, avec une mise au
point préliminaire, suivie d’une évaluation du potentiel discriminant des empreintes obtenues
par SPME-MS sur des échantillons de licge oenologique. Avant de présenter les résultats

obtenus, nous allons présenter les matériels et méthodes mis en ceuvre dans cette étude.
100



4.1 Matériels et méthodes

Apres une présentation de I’origine des échantillons de liege et de la préparation qu’ils ont
subi, nous allons préciser dans cette partie les appareillages utilisés. Les méthodes statistiques
ne seront, quant a elles, pas détaillées, puisque nous avons utilisé les mémes que pour 1’étude
du DHS-MS. Le tandem SPME-MS a été appliqué a la rapure de planches de liége brutes en

vue d'établir des modeles de prédiction de 1’origine géographique.

Le principe de I’extraction par SPME repose sur 1’équilibre qui tend a s’établir entre deux
phases, la phase gazeuse (espace de téte de 1’échantillon) et la phase stationnaire (fibre). Les
facteurs influengant cet échange sont la température et la durée d’exposition de la fibre. La
quantité extraite dépend de la nature de la phase et de son épaisseur. La mise au point de la

SPME concernera donc ces trois facteurs.

Comme lors de 1’é¢tude du DHS-MS, la SPME-GC-MS a ét¢ utilisée dans 1'é¢tape de mise au
point de la méthode. La SPME-GC-MS a ét¢ employée dans cette ¢tude afin de caractériser la
nature des composés volatils retenus par chacune des fibres et ¢galement de guider le choix de
la nature de la fibre a employer dans I’étude discriminante ainsi que la durée d’exposition de
la fibre dans I’espace de téte de I’échantillon. Le choix de ces facteurs s’est fondé sur la

répétabilité du signal, évaluée par le coefficient de variation.

4.1.1 Origine et préparation des échantillons

Les échantillons été fournis par la société Sabaté. Ce sont des planches de liege brute non
éventrées et non écorcées. Elles proviennent des origines géographiques suivantes : Maroc (3
régions du Maroc), Portugal (2 régions du Portugal), et Espagne (3 régions d'Espagne). Leur
effectif est présenté dans le Tableau 11 suivant. Le nombre de répétitions réalisées pour

chaque origine a varié en en fonction de la taille des lots de liege fournis.

Tableau 11. Origine et effectif des échantillons.

Origine Régions Nombre de Nombre de
planches répétitions

Dhar Daman (intérieur des terres)
Maroc | El Menzeh (Atlantique) 3 planches / région | 6 répétitions / planche

Sidiahsine Ras Beriakh (intérieur
des terres)
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Malaga (méditerranée)
Espagne |Cadiz (Atlantique) 10 planches / région | 2 répétitions / planche

Caceres (intérieur des terres)

Ponte do sor (intérieur des terres) | 10 planches / région
Portugal | Alcochete site 1 (Atlantique) 5 planches / région | 2 répétitions / planche
Alcochete site 2 (Atlantique) 5 planches / région

Leur préparation a consisté en une pulvérisation a l'aide d'un systéme de rapage motorisée. La
partie ventrale de la planche a été ¢éliminée par rapage pour accéder a la partie d’intérét située
au centre (le liege brut). Le pulvérisat du liege brut, obtenu par rdpage mécanique, a été
homogénéisé puis stocké dans du papier aluminium. Avant analyse, 1 g d’échantillon de liege
a été pesé puis mis dans un flacon de SPME. Les dimensions des flacons employés sont de 87

mm de hauteur, de 32 mm de diamétre de col et de 40 mL de volume.

4.1.2 Le SPME-MS : appareillage
Le principe général de la caractérisation rapide par SPME-MS ayant déja été précisé dans la
partie bibliographique, nous allons a présent détailler les différents éléments de 1’appareillage

utilisé ci-dessous.

4.1.2.1 Le support de fibre

Le support de fibre (seringue) utilisé est de marque SUPELCO. L’extrémité métallique de la
seringue contient la fibre de SPME a I’intérieur de laquelle elle est rétractée. Pour la mise en
contact de la fibre avec I’espace de téte de I’échantillon, I’extrémité métallique de la seringue
vient percer le septum du flacon contenant 1’échantillon. La fibre est ensuite exposée par son

déploiement dans I’espace de téte de 1’échantillon.

4.1.2.2 Le bain de sable

La chauffe de 1’échantillon pour extraire sa fraction volatile s’est réalisée a I’aide d’un bain de

sable dans lequel était placé le flacon contenant 1’échantillon.

4.1.2.3 Les fibres de SPME employées

Les performances de deux fibres SPME ont ¢été testées :
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¢ Fibre revétue d'un film polymérique de polydiméthylsiloxane (PDMS) d'une épaisseur de
100pm (Supelco, Bellefonte, Palo Alto, USA).

¢ Fibre revétue d’un film de Carboxen-PDMS d'une épaisseur de phase de 75 um (Supelco,

Bellefonte, Palo Alto, USA).

4.1.2.4 L’injecteur

La désorption des molécules piégées dans la fibre de SPME s’est réalisée en plagant la fibre
dans I’injecteur d’un chromatographe Trace GC 2000 1.4 SR1. (Thermo Finnigan). Le mode
d’injection employ¢ était une « vaporisation » programmable en température, sans division de
flux dans I’injecteur (PTV splitless). Ce mode d’injection est le plus couramment employ¢ car
il permet de compenser le volume de piégeage offert par la SPME (Vas ef al., 2004).

La programmation de température de I’injecteur a été la suivante : 45°C pour I’injection
proprement dite, puis la température augmente a raison de 10°C/s jusqu'a 250°C durant 10
minutes. Le débit d’hélium était de 2 mL/min. L’usage d’un insert d’un diameétre de 1 mm de
diamétre a permis 1’introduction rapide et globale des composés désorbées dans la colonne car
il augmente la vitesse linéaire du gaz vecteur par rapport a un insert traditionnel de 2 mm de

diameétre inerne.

4.1.2.5 La ligne de transfert
La ligne de transfert était une de silice fondue désactivée (SUPELCO), d’un diamétre interne

de 0,1 mm, et d’une longueur de Im. Elle a été maintenue a 200°C.

4.1.2.6 Le spectrométre de masse
Le détecteur employé dans cette étude était un spectrometre de masse a trappe d’ions, de
marque Finnigan Polaris (Thermo Quest). L'intervalle de masse considéré s’étendait de 50 a
233 uma. L’ionisation s’est effectuée par impact électronique a 70 eV. La pompe

turbomoléculaire aspire a une vitesse de 250 L/s.

4.1.3 Le SPME-GC-MS : appareillage

Afin de mieux se rapprocher des conditions de SPME-MS cités précédemment, I’appareillage
employé ainsi que les parameétres d’acquisitions de la SPME-GC-MS sont identiques a ceux
mis en ceuvre en SPME-MS a deux exceptions prés: la longueur de la colonne
chromatographique (30 m au lieu de 1 m) et le débit d’hélium qui est, dans le cas de la SPME-

GC-MS, de 1 mL/min au lieu de 2 mL/min.
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4.2 Analyse préliminaire par SPME-GC-MS

Apres une présentation de la méthode suivie pour le choix de la nature de la fibre de SPME a
employer ainsi que sa durée d’exposition, nous allons présenter dans ce paragraphe les
résultats d’une tentative d’identification de la nature des composés retenus par la fibre choisie.
Lors des essais par SPME-GC-MS, la température de I’échantillon a initialement été choisie a
100°C pour favoriser le passage des composés volatils et semi-volatils du liege de la phase
solide a la phase gazeuse. Les échantillons utilisés pour les essais préliminaires étaient

d’origines marocaines de la région de Dhar Daman.

4.2.1 Choix de la nature de la fibre

Les capacités de rétention de deux fibres ont été testées : la fibre de PDMS et la fibre
Carboxen-PDMS. La comparaison de leurs propriétés de rétention s'est effectuée sur une
configuration SPME-GC-MS en exposant la fibre pendant 15 minutes pour une température
de 1'échantillon de 100°C. Trois répétitions ont ét¢ réalisées pour chacune des fibres. Les

moyennes des pics chromatographiques ainsi que leurs écarts types sont présentées dans la

Figure 35.
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Figure 35. Moyenne et écart type des pics chromatographiques obtenus pour les deux fibres

testées.
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Les chromatogrammes montrent que la fibre de Carboxen-PDMS est plus spécifique des
composés de faible poids moléculaire, alors que la fibre PDMS présente un profil
chromatographique plus riche et plus vari¢é en composés volatils (29 pics obtenus avec le

PDMS contre 10 pics avec le Carboxen-PDMS).

En effet, la fibre de Carboxen-PDMS est connue pour étre plus adaptée a 1’extraction des
petites molécules en raison de la taille des micropores de la phase (Pillonel ef al., 2002b). Les
résultats que nous avons obtenus sont également en accord avec ceux de Shirey (Shirey, 2000)
qui a montré, dans une étude ou il a comparé¢ 6 fibres de SPME sur un mélange étalon
compos¢ de 15 molécules volatils et semi-volatils représentant 13 classes de familles
chimiques, que les intensités des pics extraits par Carboxen-PDMS étaient plus de 200 fois
supérieures de ceux extraits par PDMS. Cependant, dans le cadre d’une étude de
discrimination comme celle que nous conduisons, ce qui nous intéresse est la richesse du
signal plus encore que son intensité. Avec des signaux plus riches en espéces ioniques, nous
augmentons la probabilité de dépister d’éventuelles sources de variabilités présentes dans les
données. C’est pourquoi, le choix du PDMS s'est avéré plus judicieux. De plus la fibre de
PDMS est celle qui a employé par Sabaté pour le dosage en routine du TCA a partir de
macérat de bouchons (selon le protocole opératoire de Sabaté). Nous avons donc opté pour le

PDMS pour la suite de I’étude.

4.2.2 Choix de la durée d'exposition de la fibre

Une cinétique d'exposition de la fibre de PDMS a ét¢é effectuée pour trois durées d'exposition :
5, 10 et 15 minutes sur une configuration SPME-GC-MS, avec les conditions expérimentales
suivantes : température de 1'échantillon de 100 °C. Ces analyses ont été répétées trois fois. La
moyenne et I’écart type des pics chromatographiques pour chaque temps d’exposition étudié
sont représentées dans la Figure 36. Elle montre qu'il existe une relation entre le temps
d'exposition de la fibre et la quantité de composés volatils absorbés. Pour répondre a notre

objectif de rapidité et d’intensité du signal, la durée de 10 minutes d’exposition a été choisie.
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Figure 36. Chromatogramme moyen et écart type des trois répétitions effectuées pour chacune

des durées d’exposition de la fibre de PDMS suivantes : 5, 10 et 15 minutes d’exposition.

4.2.3 Tentative d’identification par SPME-GC-MS des composés volatils du liége

Une tentative d'identification des volatils de la rapure de planches de licge a été menée a partir
du chromatogramme présenté¢ dans la Figure 37, en comparant les spectres de masses et le
temps rétention des 29 pics obtenus par SPME-GC-MS a une bibliothéque de spectres de
masse NIST (National Institute of Standards and Technology) comportant 137601 spectres.

Il s’agit du chromatogramme d’un échantillon de liége dont les composés volatils et semi-
volatils ont été extraits a une température de 100°C durant 10 minutes d’exposition de la fibre.
Le Tableau 12 présente le temps de rétention ainsi que la famille chimique probable de 21
pics parmi les 29 pics séparés. La famille chimique des pics restants n’a pas pu étre
interprétée en raison des faibles pourcentages de corrélation avec les spectres de la base de
données. Les ions majoritaires sont les ions 91, 93 et 204, spécifiques des terpenes,
particulierement des monoterpénes et des sesquiterpénes. Les spectres de masses des pics

consignés dans le tableau 12 sont présentés en annexe 3.
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Figure 37. Chromatogramme d’un échantillon de planche de liege obtenu avec une fibre de

PDMS et par SPME-GC-MS. Les fléches rouges indiquent les pics de polysiloxanes de la

fibre.

Tableau 12. Tentative d’identification des composés volatils et semi-volatils du liege par

SPME-GC-MS
Pic Temps de Famille chimique
rétention (min)
1 6,06 monoterpenes (Cjo Hig)
2 06,714 monoterpenes (Cjo Hie)
3 7,06 monoterpenes (Cjo Hie)
4 7,34 2-pentylfuran (Co Hy4 O)
5 8,2 monoterpenes Cio Hjg
6 8,41 alcool terpénique (Cio Hig O)
7 10,28 alcyne (C10 ng )
8 13,03 alcyne (Cy; Hpo ) ou alcool (C;9 Hy0O)
9 14,09 methoxy-4methyl-1-[methylethyl]-2- benzéne (C;1H;60)
10 15,48 alcool (C12 H26 O)
11 17,63 sesquiterpenes (Cis Haq)
12 18,77 sesquiterpenes (Cis Has)
13 19,81 sesquiterpenes (Cis Has)
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14 19,95 phenols (C;s5 Hy40)

15 20,73 sesquiterpenes (CisHa4)

16 21,29 alcool terpénique (C;sH»40)
17 22,24 acide (C1,H;30;)

18 22,88 alcanes

19 23,08 alcénes

20 25 alcools

21 25,54 alcools

4.3 Mise au point du tandem SPME — MS

Pour la mise au point en SPME-MS, le dernier facteur influencant I’extraction qui reste a
déterminer est la température de 1’échantillon, le temps d’exposition de 10 minutes et la
nature de la fibre de (SPME) étant préalablement choisis par SPME-GC-MS. Le choix de ce
facteur a été établi par SPME-MS. Le signal du tandem SPME-MS se présente sous la forme
d’un pic asymétrique (courant ionique total ou pic de désorption) de 2 minutes de large

(Figure 38).
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Figure 38. Courant ionique total (TIC) d’un échantillon de licge espagnol (région de Cadiz)

dans la configuration du nez électronique a capteurs ioniques (SPME-MS).
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4.3.1 Choix de la température de 1'échantillon

Pour cette étude nous avons fait varier la température de I’échantillon avec les valeurs de 50,

70, 100, 120 et 140°C (température maximale du bain de sable). Trois répétitions ont été

réalisées pour chacune des températures citées. Sur la Figure 39 sont représentés la moyenne

des aires des pics de désorption et I’écart type, calculés pour chaque température. Les résultats

montrent que la température pour laquelle le coefficient de variation est le plus bas (Tableau

13) est 120°C. Cette température a donc été retenue pour la suite de 1’étude.
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Figure 39. Moyenne des aires obtenues par SPME-MS et leurs écarts types respectifs pour

chacune des températures de 1’échantillon étudiées.

Tableau 13. Moyenne, écart type et coefficient de variation des aires des pics en fonction de la

température de 1’¢chantillon en mode SPME-MS.

Températures (°C) 50 70 100 120 140
Moyenne 17375005,74 | 31231621,22 | 66363550,07 | 133419893,6 | 268269629,3
Ecart type 1336623,93 | 2149547,18 |3414148,063 | 2604787,65 | 30667747,15
Ccv 0,077 0,069 0,051 0,020 0,114
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4.3.2 Conclusion

Cette partie a exposé€ les principales étapes de mise au point du couplage microextraction en
phase solide — spectromeétre de masse (nez électronique a capteurs ioniques). Les conditions
expérimentales pour lesquelles nous avons obtenu un signal répétable et reproductible sont

résumées dans le Tableau 14 suivant.

Tableau 14. Les paramétres expérimentaux de la SPME-MS a I’issue de 1’étude de mise au

point de la méthode.

Parametre mis au point Condition expérimentale
Nature de la phase recouvrant la fibre PDMS
Température d’extraction (de I’échantillon) 120°C
Durée d’exposition de la fibre de PDMS 10 minutes

Ces conditions expérimentales ont donc été retenues pour la seconde partie de notre étude du
nez ¢€lectronique bas¢ sur un couplage SPME-MS, qui concerne I’application du systéme a
différents échantillons de liege oenologique afin d’évaluer le pouvoir discriminant de cette

technique.

4.4 Evaluation du potentiel discriminant des empreintes obtenues par
SPME-MS

Apres I’étape de mise au point des parameétres régissant les analyses par SPME-MS, le
pouvoir discriminant des empreintes a été éprouvé en établissant un lien mathématique (un

modele) entre les signaux instrumentaux et les caractéristiques des produits analysés.

4.4.1 Les données de SPME-MS
L’intervalle de masse des empreintes spectrales acquises par SPME-MS était de 50 a 232

unités de masse atomique (183 fragments) auxquels ont été soustrait les ions de la phase de
pi¢geage (PDMS) suivants : m/z = 55, 57, 67, 73, 79, 100, 109, 191, 193, 205, 207 et 221
uma. Ainsi, I’empreinte spectrale (Figure 40) qui est exploitée ne contenait plus que 171
fragments (variables). Comme mentionné¢ précédemment dans la partie « Matériels et
méthodes » de ce chapitre, le nombre de planches par région, et de fait le nombre de
répétitions effectuées par planche, a vari¢ selon 1’origine géographique des échantillons

(Tableau 11).

110



Ainsi 54 empreintes spectrales ont été acquises par SPME-MS pour les échantillons d’origine
marocaine, 60 empreintes pour les échantillons d’origine espagnole et 40 empreintes
spectrales pour les échantillons d’origine portugaise. Les empreintes spectrales ont été
superposées par ligne dans une matrice X constituée donc de 154 individus (toutes origines
confondues) et de 171 variables (m/z) en vue d’en extraire 1’information au moyen des

analyses statistiques décrites dans le paragraphe suivant.
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Figure 40. Empreinte spectrale d’un échantillon de liége d’origine marocaine de la région de

Dhar Daman constituée de 171 fragments de masse.

4.4.2 L’analyse de ces données

4.4.2.1 Prétraitement des données

La matrice a d’abord été prétraitée en divisant chaque fragment des colonnes par son écart

type. Cette opération nous a permis de réduire 1’effet de la variation de I’intensité des pics.

4.4.2.2 Les résultats de I’Analyse en Composantes Principales

L’ Analyse en Composantes Principales a été appliquée a la matrice X réduite par colonne. La

Figure 41 montre les coordonnées factorielles des individus de X sur PC1 et PC2. Ces
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derniers contiennent collectivement 54, 23 % de la variabilité présente dans les échantillons.
La figure montre clairement que PC2 sépare les individus marocains des individus ibériques.
En revanche les individus portugais et espagnols sont trés proches. Les planches du Portugal
¢taient de deux épaisseurs : planches épaisses (dites bouchonnables) et planches minces. Les
planches marocaines et espagnoles étant toutes des planches minces, nous avons donc décidé
d’écarter les planches épaisses afin de minimiser la variabilit¢ due aux échantillons. A la
matrice X (154 x 166) on a donc 6t¢ 20 individus de liege épais d’origine portugaise. La
matrice de licge mince nommeée X mince (134 x 171) a été soumise a une ACP.

La Figure 42 présente la projection bidimensionnelle de I’ACP des individus de Xyince SUr
PC1 et PC2 avec 56,73% d’inertie. Manifestement, les échantillons de la péninsule ibériques
semblent présenter des profils volatils trés proches. Néanmoins, les profils volatils des
individus du continent africains semblent mieux se différencier de ceux de la péninsule

ibérique que lors de I’analyse de X.
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Figure 41. Projection des individus sur PC1 (33,90 %) et PC2 (20,23 %) de I’ACP appliquée a
la matrice X (154 x 171).
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Figure 42. Projection des individus sur PC1 et PC4 de I’ACP appliquée a la matrice X mince
(134 x 171).

La projection de I'ACP révele une grande dispersion des individus d’origine espagnole et
portugaise bien que les points correspondant aux répétitions soient proches. Nous pouvons
conclure qu’en moyenne, les différences entre les planches d’une région donnée (du Portugal
et d’Espagne) sont supérieures aux différences entre régions. Si, a l'intérieur d’'un méme
groupe d’échantillon, correspondant a une méme origine, une grande variabilité existe, elle
n'est pas due a la méthode d'analyse puisque les points correspondant a des répétitions sont
proches. Elle serait probablement due a la variabilité de 1'échantillon lui-méme, le liége étant

un matériel biologique.

4.4.2.3 Les résultats de la PLS 2

Le modele PLS 2 appliqué aux matrices X (154 x 171) et X mince (134 x 171) n’a pas permis
une discrimination concluante entre les échantillons de la péninsule ibérique (Figure 43 et

Figure 44).

Dans une seconde étape, plusieurs classifications ont été testées en vue de réduire la
variabilité entre les échantillons d’'une méme origine. La Figure 45 présente la meilleure
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discrimination possible parmi toutes celles que nous avons testé. Elle correspond au
classement des échantillons de liege ayant subi I’influence d’un climat océanique classés par

pays d’origine.
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Figure 43. Projection des échantillons de X (154 x 171) dans I’espace des valeurs prédites du
modele PLS. (G1) valeur prédite du groupe Espagne «S», (G2) valeur prédite du groupe
Portugal «P», (G3) valeur prédite du groupe Maroc «M».

114



e T T
1 [
1 1 =
1 1 "'*-J'H
Gl ! | VTl
L ! ! . -4
B 1 -
2'--.--' : : | : : -
A | |‘_,_—--_\_Ih 1 1 e
I I CTel I
1 1 ! bl | 1
1 1 1 e 1
1 -
| | . e
1
15l -7 : ! : [
| 1 ! 1 1 .
| P R | 1 1 e
1 " |H-q_ 1 1
1 - 1 1
: : ! ‘-"-HI 1
| L J,%' 7
! - H'\-
i - |
1m0 MWH ¥
. HH
| A 14
. el

Figure 44. Projection des échantillons de X mince (134 x 171) dans ’espace des valeurs

prédites du modele PLS. (G1) valeur prédite du groupe Espagne «S», (G2) valeur prédite du

groupe Portugal «P», (G3) valeur prédite du groupe Maroc «M».
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Figure 45. Projection des échantillons dans 1’espace des valeurs prédites du modele PLS. (G1)
valeur prédite du groupe Espagne « atlantique » (Ea), (G2) valeur prédite du groupe Portugal
« atlantique » (Pa), (G3) valeur prédite du groupe Maroc « atlantique » (Ma).

4.4.2.4 Conclusion

Le tandem SPME-MS a été appliqué a la rapure de planches de liége crus dans le but d'établir
des "modeles" selon les origines géographiques. Le couplage SPME-MS a présenté une erreur
de répétabilité inférieure aux différences qui peuvent exister entre des planches d’une méme
origine. C’est donc, du point de vue analytique, un bon candidat pour 1’analyse de la signature
géographique du liege. Nos essais ont cependant montré que, si ce couplage permet de
distinguer facilement les lieges africains des lieges ibériques, il ne donne pas acces, dans

I’ensemble Portugal-Espagne, a une discrimination facile suivant 1’origine.
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5 Conclusion : discussion finale et perspectives

Dans ce chapitre nous discuterons les difficultés auxquelles nous nous sommes confrontées
lors de la mise en place du capteur ionique au niveau des différentes étapes de I’analyse par
capteurs ioniques a savoir de 1’extraction des composés volatils de leur concentration par
DHS et par SPME, de la détection et des méthodes de traitement des empreintes. Des

solutions proposées dans ce travail ou dans la littérature seront ¢galement exposées.

5.1 Extraction - concentration et transfert des volatils

5.1.1 DHS

La premicre étape des mesures par capteur ioniques est la génération de I’espace de téte avant
son injection dans le spectrometre de masse. Un certain nombre de parameétres régissent cette
étape tels que le temps, la température, le volume de 1’échantillon, etc. L optimisation de ces
parametres doit s’effectuer selon des critéres définis par rapport a la rapidité, la répétabilité et

de la reproductibilité de I’analyse. La qualité du signal dépendra de cette étape.

Lors de la mise en ceuvre du DHS-MS nous nous sommes confronté a la difficulté causée par
I’adsorption d’eau au niveau du piége ce qui a eu pour conséquence de perturber
considérablement I’ionisation des composés. Dans ce cas, il est nécessaire de trouver un
compromis permettant de minimiser 1’effet de I’eau. Dans le cas du DHS-MS, notre solution
¢tait de substituer le systeme de refroidissement du piége a 1’azote liquide par un systéme
autorisant un refroidissement a I’air comprimé. Cette solution a permis de réduire les
perturbations de I’ionisation observées dans I’empreinte spectrale. Elle ne présente pas
I’inconvénient des dispositifs de cryopiégeage de 1’eau, dispositifs qui retiennent en fait aussi

les composés volatils intéressants.

Indépendamment de la présence d’interférents parmi les composés volatils extraits, le
transfert du mélange a analyser doit étre ¢galement optimisé. L’enjeu est alors de minimiser
les risques de pertes par fuite et surtout les effets mémoire au niveau des différentes parties du
systéme (raccords, etc.). La géométrie du systéme, la nature des matériaux, le chauffage de
certaines zones peut alors étre étudiés, sous la contrainte d’une dilution minimale de 1’espace
de téte. Cette contrainte implique une certaine miniaturisation des volumes et, finalement, cet

aspect instrumental n’a pas été envisagé dans notre travail de thése.
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L’extraction-concentration par DHS présente enfin I’inconvénient de ne pas faire 1’objet
d’une offre commerciale par les grands constructeurs. Les possibilités d’automatisation

restent réduites.

5.1.2 SPME

La simplicit¢ de cette méthode est attrayante car elle permet de réduire au minimum la
préparation de 1’échantillon réduisant ainsi les erreurs liées a cette étape. Cette technique peut

étre automatisée méme si notre travail est resté en dehors de cette option.

La mise en oeuvre de la SPME passe par le choix d’une phase de sorbant. Au cours de notre
étude, nous avons été conduits a choisir une phase apolaire mais relativement massive
(100 um) qui permet d’obtenir le plus large profil d’espéces chimiques extraites; sa
sensibilité reste cependant médiocre pour les composés les moins lourds. Il pourrait étre
intéressant de développer des fibres (ou d’autres dispositifs) qui combinent cette masse
d’absorbant avec de grandes surfaces —a 1’échelle de la microextraction— d’adsorbant, de
manicre a obtenir une signature chimique volatile plus riche. La dimension des inserts de
chromatographie, toujours supérieure a 5 cm, permettrait en particulier d’utiliser des fibres

plus longues.

L’¢étude menée en utilisant la SPME a cependant confirmé certains des avantages de cette
technique. D’une part, I’extraction est rapide, 10 minutes suffisant pour se rapprocher
significativement de la saturation de la fibre. D’autre part, ’examen des données montre une
bonne répétabilité de I’analyse apres standardisation. A priori, cette répétabilité ne peut étre

qu’améliorée en utilisant un passeur automatique pour SPME.

5.2 Le détecteur de masse

Le détecteur de masse est susceptible de connaitre des fluctuations diverses qui grévent
obligatoirement la reproductibilité, voire la répétabilit¢ des mesures par détecteurs ioniques.
Bien que certaines solutions techniques sont envisageables, comme celle proposée par Péres
(Péres et al., 2003) aucune n’est commercialement disponible et le parti a été pris, dans cette
¢tude, d’utiliser les outils qui sont ceux de 'utilisateur industriel : calibrage du spectromeétres
de masse, standardisation interne des signaux. Ce parti pris n’est pas déraisonnable a court
terme, comme le montre la bonne répétabilité déja soulignée au sujet de la SPME. Il est plus

discutable a plus long terme, puisque nous avons ¢ét¢ amenés a mettre a jour une base de
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données de DHS-MS pour pouvoir obtenir une bonne prédiction, sur le long terme, des

défauts olfactifs des bouchons.

Dans la perspective du développement des nez électroniques, 1’étude des stratégies de mise a
jour des bases de données —qu’il convient de distinguer de la mise a jour des mode¢les, dont
elle fait partie— mériterait d’étre poursuivie apreés des travaux comme ceux de (Maalouly,
2005). Si ’on se réfere a I’olfaction des étres vivants, on sait que le vieillissement inévitable
des organes trouve un palliatif dans la mise a jour des reperes olfactifs. Cette mise a jour est
particuliérement efficace puisqu’elle donne a 1’odorat une mémoire si remarquable qu’elle

donne la substance a des impressions aussi fortes que la « madeleine de Proust ».

5.3 Application a la caractérisation du liege

Les travaux que nous avons menés permettent de tirer un bilan nuancé : il est apparait
clairement que le signaux issus d’un nez électronique fondé sur une spectrométre de masse
contiennent une information chimique riche qui rend sans doute compte de caractéristiques
telles, dans le cas du liége, les défauts olfactifs ou I’origine. Cette information est parfois
perceptible des le simple examen par ACP et peut, dans une certaine mesure, €tre extraite par

des méthodes plus sophistiquées, généralement supervisées, comme la PLS.

Cependant, les difficultés que nous avons rencontrées lors de I’application de la SPME-MS
conduisent a plusieurs interrogations : dans ce cas particulier, malgré I’absence d’automate, la
méthode s’est avérée répétable pour chacun des échantillons ; par ailleurs, les analyses ont été
conduites dans des conditions telles (notamment la durée) qu’elles n’ont pas été sujettes a des
¢écarts de reproductibilité. Enfin, I’origine des liéges était garantie par une collaboration avec
un des plus grand industriel du secteur, industriel qui avait tout intérét a voir déboucher nos
travaux. Pourtant, les résultats de prédiction de I’origine de ces lieges crus sont relativement
médiocres, notamment en comparaison avec ceux obtenus sur des rondelles de liege bouilli.
Notre hypotheése pour expliquer ce relatif échec est la non indépendance entre les données
chimiques pertinentes et celles qui constituent le bruit de fond. Si tel est le cas, il devient
difficile d’extraire, méme avec des méthodes supervisées, 1’information recherchée. Ce
probléme est d’autant plus sensible que I’amplitude de la donnée pertinente est faible.
Autrement dit, il est tres difficile de distinguer le spectre d’une molécule intéressante dans une
signature spectrale lorsque cette molécule n’est présente qu’a de trés faibles concentrations.
Lorsque les concentrations sont ¢levées, la distinction entre signal et bruit est plus aisée ; c’est

ce qui explique le trés grand succes de méthodes comme la spectrométrie proche infrarouge
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pour le dosage —le cas échéant en tant que méthode officielle— de constituants majeurs dans
des produits agroalimentaires (Bertrand et al., 2006). En revanche, il n’existe pas de méthodes
proche infrarouge pour 1’analyse de traces. De la méme maniére, il faut craindre que les nez
¢lectroniques soient peu a méme de distinguer une information telle que 1’origine dans la
masse des molécules volatiles issues d’un échantillon. La difficulté serait d’autant plus grand
que cette masse serait considérable : c’est ce que nous avons observé pour la prédiction de
I’origine des lieges crus, riches en terpenes et autres composés synthétisés par le chéne

indépendamment de son origine.

De¢s lors, ce constat nous améne une double conclusion. En premier lieu, il faut encore
développer les méthodes chimiométriques qui pourraient s’avérer capables de s’affranchir de
trés fortes interférences, qui sauraient tirer 1’information du signal le plus bruité, méthodes

telles que I’ICA (independent Component Analysis) et les réseaux neuronaux.

ICA appartient a la famille des méthodes dites de séparation aveugles de sources, aveugles en
raison du fait que I’information propre a la matrice a traiter est inconnue. Cette matrice est
dite matrice mélange, selon le vocabulaire de I’'ICA, c'est-a-dire composée de signaux sources
que la méthode tente de reconstituer. La reconstitution de ces signaux s’effectue par une
décomposition de la matrice en une combinaison linéaire de signaux pour faire sortir des
signaux aussi indépendants que possibles a partir des signaux mesurés. L’ICA est en réalité
une extension de I’ACP. Tandis que I’ACP cherche a extraire des variables orthogonales dans
la direction de la plus grande variabilité, I’ICA cherche des directions intéressantes dans un
nuage de données multidimensionnelles en considérant que les structures intéressantes sont
celles qui font apparaitre le plus de non gaussianit¢ des données projetées (Stone, 2004).

Ainsi, la méthode suppose extraire 1’information recherchée du bruit.

Les réseaux de neurones sont employée a des taches de reconnaissance, de classification et de
prédiction et sont adaptés au traitement des données bruitées et aux problémes de non
linéarité. Le réseau neuronal est constitué d’unité, les neurones, reliés par des liens orientés et
pondérés. Il mime de ce fait, le principe de fonctionnement des neurones biologiques dont
I’interconnexion crée I’intelligence. Lors de I’apprentissage d’un réseau, des données
entrantes sont fournies sous forme d’un vecteur de référence vers lequel le réseau tente de
converger. Une des difficultés liées a I’emploi des réseaux de neurones est la taille importante

de la matrice nécessaire a I’apprentissage.
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D’autre part, les approches non séparatives ne constituant pas une fin en soi, mais ayant
trouvé une bonne part de leur intérét dans leur rapidité, il convient peut étre de reconsidérer
les qualités de techniques comme la spectrométrie de masse couplée a la chromatographie en
phase gazeuse a la lumiere de développement comme la « fast chromatography » ou la

spectrométrie a temps de vol.
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Annexe 2

Analyse de variance

L’analyse de variance calcule d'une part, une variance de répétabilité notée S, qui estime la
dispersion minimale des résultats. D'autre part, une variance de reproductibilté notée S, qui
estime la dispersion maximale des résultats. S’ englobe la variance de répétabilité (S?) et la
variance due au facteur non contrdlé soit une variance dite inter-jour notée S% suivant la

relation suivante :
SR = 8%+ %

Sachant que la variance est obtenue a partir de sommes de carrés d'écarts divisés par un

nombre de degré de liberté approprié. Les paramétres des calculs sont donc les suivants :

:SCEr
N-P

82r variance de répétabilité estimée : SCE r est la somme

des carrés des écarts intra-jours d’analyse ou résiduelle, N est le nombre total de mesures et P

le nombre de jours.

S5 = variance inter-jours estimée : SCE j est la somme des

carrés des €carts inter-jours d’analyse et N’ est le nombre moyen de répétitions corrigé et il

5 2
S
s’exprime comme suit : N’ = =
N b

SZR =82+ 82r variance de reproductibilité estimée.

On peut alors déduire les coefficients de variations relatifs a la répétabilit¢ et a la

reproductibilité des mesures comme suit :
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S ) . .
CV =100 x ———— coefficient de variation de la répétabilité
moyenne

S ) .. .
CVgr=100 —=2—  coefficient de variation de la reproductibilité
moyenne

Mais ceci n’indique pas si les valeurs obtenues sont trop €levées. Nous avons fait appel au
modele empirique proposé par Horwitz et cité dans I’ouvrage de Feinberg (1996) « validation
des méthodes d’analyse ». Ce modéle fournit une formule de calcul du coefficient de variation

limite de la reproductibilité¢ CV y,, en fonction de la moyenne de I’échantillon tel que :
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Annexe 3
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Résumé

Cette these traite des possibilités d’utilisation de deux techniques d’espace de téte —
spectrométrie de masse (DHS-MS et SPME-MS) pour la caractérisation rapide des composés
volatils et semi-volatils du licge cenologique dans le cadre d’applications « origine contrdlée »
et « contrdle qualité » des bouchons basée sur leur critéres olfactifs. Les étapes préliminaires
nécessaires a la mise au point du DHS-MS et de la SPME-MS ont permis de déterminer les
parametres de I’analyse selon des criteres basés sur la simplicité de mise en ceuvre, la rapidité
de I’analyse par rapport a des méthodes classiques (GC-MS et ’analyse sensorielle) et la
stabilité du systéme évaluée par le coefficient de variation et par une analyse de variance. Ces
deux techniques ont ét¢ mises en oeuvres suivant deux axes d’études distincts :

» Le DHS-MS : le potentiel discriminant de cette technique a ét¢ évalué sur des échantillons
de rondelles de liege miroirs a travers deux applications (discrimination de I’origines
géographique des échantillons et discrimination des échantillons présentant des intensités
croissantes d’odeur de moisi). Les méthodes d’analyses multivariées (ACP et PLS) employées
aux traitement des résultats se sont avérées efficaces. Cependant, le traitement des données a
montré que I’information chimique spécifique aux différences entre les échantillons peut étre
masquée ou noyée par les spectres de masses des composés non caractéristiques ou présents
en grande quantité dans I'espace de téte du DHS-MS. La filtration des données peut alors étre
une solution permettant de mieux cibler I’information discriminante. Par ailleurs, les
empreintes spectrales des échantillons analysés a des périodes différentes peuvent contenir
une source de variabilité entrainant une baisse du pouvoir prédictif du modele. Dans ce cas
une remise a jour du modele, présente alors une solution efficace a ce probléme.

» Le SPME-MS: le potentiel discriminant du cette technique a été évalué sur des
échantillons de planches de liege brutes a travers une étude de discrimination de 1’origine
géographique des échantillons. Le traitement des résultats a montré que ce couplage permet
de distinguer facilement les lieges africains des lieges ibériques. Cependant, nous n’avons pas
pu accéder a I’information discriminante entre les échantillons ibériques.

Avec des résultats de discrimination encourageants et des durées d’analyses relativement
courtes de 27 et de 12 minutes par échantillon, le DHS-MS et la SPME-MS ont toutefois
montré que leur utilisation présentaient des limites et des difficultés que nous avons tenté de
définir et de discuter tout au long de ce travail.
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Abstract

This thesis work deals with the possibilities of using two techniques of headspace — mass
spectrometry (DHS-MS and SPME-MS) to the characterization of the origin and the quality
of cork wine stoppers by the analysis of their volatile and semi-volatile fraction.

The preliminary stages necessary for the implementation of DHS-MS and SPME-MS allowed
the determination of the parameters of the analysis according to the following criteria :
simplicity, speed of the analysis compared with classical techniques (GC-MS and sensory
analysis) and the stability of the system as evaluated by the coefficient of variation and an
analyse of variance. These two techniques were then used in two distinct directions of studies:

» DHS-MS: The potential of this technique was assessed on samples of champagne stoppers
through two discrimination studies (origin and the quality control). The multivariate analysis
used (ACP and PLS) were effective for the exploitation of the results. However, the data
treatments showed that the chemical information related to the differences between the
samples can be masked by mass spectral peaks of the non characteristics compounds or of the
compounds present in large amounts in the headspace of DHS-MS. Data filtration can then be
a solution to better target the discriminant information. In addition, fingerprints of the sample
analysed at different periods may be a source of variability that decreases the predictive
power of the statistical model. In this case, the update of the model offers an efficient solution
to the problem.

» The SPME-MS: The potential of this technique was assessed on samples of cork boards
through a study of the geographical discrimination of the samples. The results showed that the
technique gave a clear separation of the African from the Iberic samples.

Despite having relatively short analysis times of 27 and 12 min per samples, DHS-MS and
SPME-MS present limitations and difficulties that we have tried to define and discuss
throughout this work.
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