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RESUME

L’authenticité du lait est nécessaire pour donner un jugement sur ses qualités nutritionnelles. Et c’est
dans le but d’authentifier le lait de chamelle que la spectroscopie IR-TF couplée aux méthodes chimiométriques a
été appliquée pour une détermination quantitative rapide et non destructive de I'adultération du lait de chamelle par
le lait de vache. Des mesures ont été faites sur du lait de chamelle qui ont été falsifiées avec des concentrations

variables de lait de vache.

Une méthode de régression PLS a été appliquée pour prédire le lait de vache ajouté dans le lait de
chamelle en fonction de la modélisation des mesures d'absorption spectrale MIR-TF. Les spectres ont été exploités
par la régression PLS avec et sans prétraitement. Les tests des différents prétraitements ont permis de distinguer

le traitement spectral qui améliore les performances de la régression PLS.

Dans l'objectif d’étudier un autre aspect de fraude de lait, une nouvelle méthode a été appliquée en
utilisant la spectroscopie MIR-TF couplée a la régression PLS. L’application de cette procédure a permis la
quantification de I'adultération du lait de vache avec le saccharose. Le recours au prétraitement des spectres a

permis d’améliorer les performances du modeéle élaboré.

Les performances des modéles élaborées, dans les deux cas, ont été améliorées par I'utilisation d’'une
plage spectrale réduite. Les validations externes de ces méthodes, avec des échantillons non compris dans la

gamme d’étalonnage, ont donné des résultats satisfaisants en termes d’erreurs relatives et limite de détection.

Les analyseurs de routine du lait sont des équipements basés sur l'utilisation de la spectroscopie
infrarouge couplée aux méthodes chimiométriques. lls fournissent une multitude de paramétres en un temps tres
courts (quelques secondes). lls assurent une cadence trés élevée surtout pendant les programmes de controles
de qualité ou de paiement du lait. Ce genre de programme implique un grand nombre d’échantillons et pour
préserver leur qualité pendant la durée qui sépare le prélévement de I'analyse, les conservateurs sont largement

utilisés.

Parmi, les analyses assurées par ces équipements on trouve le point de congélation, un parameétre qui
donne une indication directe sur le mouillage du lait. Dans le but d’étudier les effets des techniques de conservation
sur les performances de l'analyseur du lait, cing techniques de conservation en été testées en variant les
pourcentages d’eau ajoutés. Et les résultats obtenus ont permis de définir les méthodes de conservation qui
peuvent étre utilisées sans que les interprétations des résultats soient erronées. L’'usage des autres méthodes de
conservation nécessite une confirmation par la méthode officielle avant de donner tout jugement sur la fraude du

lait.

Les résultats de cette étude ont démontré que la spectroscopie MIR-TF associée a la chimiométrie
pourrait étre utilisée comme méthode rapide et non destructive pour l'authentification du lait. Que ce soit pour
détecter la présence du lait d’'une autre espece ou d’une substance qui n’entre pas, normalement, dans sa
composition initiale. De plus, les équipements basés sur la spectroscopie IR-TF montrent de grandes performances

méme avec l'usage de conservateurs.

Mot clés : Spectroscopie infrarouge, méthodes chimiométriques, fraude, authentification, controle de qualité,

adultération, lait de vache, lait de chamelle.
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ABSTRACT

The authenticity of milk is necessary to give a judgment on these nutritional qualities. And to authenticate
camel milk, Fourier Transform Infrared Spectroscopy coupled with chemometrics methods was applied for a rapid
and non-destructive quantitative determination of milk camel adulteration. Measurements were made on camel milk

that were falsified with varying concentrations of cow's milk.

A partial least square regression method was applied to predict cow's milk added in camel milk based
on the modeling of spectral MIR-TF absorption measurements. The spectra were exploited by partial least squares
regression without pretreatment and with different pretreatment modes. The tests of the different pretreatments
made it possible to distinguish the spectral treatment which improves the performances of the partial least square

regression.

And to investigate another aspect of milk fraud, a new method was applied using Fourier Transform Mid-
infrared spectroscopy coupled with partial least squares regression. The application of this procedure allowed the
quantification of adulteration of cow's milk with sucrose. The use of pretreatment spectra has improved the
performance of the model developed.

The performance of the models developed in both cases was also improved using a reduced spectral
range. The external validations of these methods, with samples not included in the calibration range, gave
satisfactory results in terms of relative errors and detection limit.

Routine milk analyzers are equipment based on the use of infrared spectroscopy coupled with
chemometric methods. They provide a multitude of parameters in a very short time (a few seconds). They also
provide a very high rate especially during quality control or payment programs. This type of program involves many
samples and to preserve their quality for the time that separates the sample from the analysis, the preservatives
are widely used.

Among the analyzes performed by this equipment is the freezing point, a parameter that gives a direct
indication of the wetting of the milk. And to study the effects of conservation techniques on milk analyzer
performance, five conservation techniques were tested by varying the percentages of water added. And the results
obtained made it possible to define the methods of conservation which can be used without the misinterpretations
of the results. The use of other methods of preservation requires confirmation by the official method before giving

any judgment on milk fraud.

The results of this study demonstrated that Fourier Transform Mid-infrared spectroscopy combined with
chemometrics could be used as a fast, non-destructive method for milk authentication. Whether to detect the
presence of milk of another species or a substance that does not normally enter its original composition. In addition,
equipment based on Fourier Transform Infrared spectroscopy, shows great performance even with the use of

preservatives.

Keywords: Infrared spectroscopy, chemometrics, fraud, authentication, quality control, adulteration, cow's milk,

camel's milk.
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INTRODUCTION GENERALE

Les fraudes alimentaires sont une problématique qui ne date pas de nos jours. Les premiers
cas de fraudes remontent aux sociétés Grecque et Romaine [1]. Les motivations des fraudes
alimentaires sont purement économiques. Les fraudeurs cherchent a réaliser des gains financiers par
la vente de produits ayant des qualités inférieures, au lieu de produits authentiques. L’authentification
des produits alimentaires est le processus par lequel un aliment est vérifié pour se conformer a sa
description préétablie et aux normes définis par des consensus nationaux et internationaux qui veillent
a I'équité et la préservation de la santé des consommateurs. Pour les cas des produits agro-alimentaires,
les fraudes peuvent toucher les espéeces productrices, les variétés, ainsi que le contenu des produits
mis sur le marché. La définition de produit authentique englobe I'origine (naturelle ou artificielle), le

mode de production (sauvage ou domestique) et I'origine géographique [2].

La fraude alimentaire se fait soit par addition ou par soustraction. Pour I'addition, il s’agit de
'ajout d’'une substance a faible valeur a la denrée alimentaire, c’est le cas du mouillage du lait, du
mélange de la margarine au beurre laitier et I'addition du sucre au lait ou autre produit alimentaire.
Cependant, la soustraction consiste a enlever une partie de la composition du produit, généralement
c’est celle qui a plus de valeur. L’écrémage du lait en est 'exemple concret. Un autre type de fraude est
réalisé par la synthése de produits alimentaire par des substances qui n’entrent pas normalement dans

leurs compositions, comme pour les boissons alcooliques fabriquées avec de I'alcool industriel [3].

Face a ces pratiques de fraudes, et dans le but de protéger les consommateurs, la
réglementation en matiére de sécurité des denrées alimentaires évolue de maniére continue pour
englober I'ensemble de la chaine agroalimentaire. De maniére générale les textes réglementaires
concernent la production primaire, la transformation industrielle, et la distribution jusqu'au
consommateur. Ces textes sont mis en place dans le but d’harmoniser les exigences a I'ensemble des
acteurs de la chaine alimentaire et de fournir un produit saint et propre a la consommation. Ainsi, la
réglementation met I'accent sur I'étiquetage des produits, vu son importance en termes d’information
fournis aux consommateurs et de tragabilité depuis la source jusqu’a la table. Cet étiquetage doit
garantir une information fiable en termes de dénomination, constituants, et origines [4]. La Iégislation
sur I'étiquetage est la pour s'assurer que les aliments sont correctement décrits. Il vise a protéger le
consommateur contre la vente d'un produit inférieur avec une description fausse, en plus de protéger
les commercants honnétes de la concurrence déloyale. L'application de cette législation garantit que
les produits correctement décrits restent a la disposition du consommateur et que la confiance des
consommateurs est maintenue, ce qui assure un marché pour ces aliments. Ainsi, la disponibilité de
méthodes analytiques solides qui peuvent assurer 'authenticité des aliments joue un réle fondamental
dans le fonctionnement de la société moderne [5]. La fraude alimentaire existe et existera toujours. A
cotée des moyens réglementaires, les moyens analytiques doivent étre développés pour pouvoir lutter

contre ces pratiques.
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Comme déja cité, les produits laitiers connaissent aussi ces pratiques. Pour des raisons
économiques, les fraudes peuvent parfois nuire a la santé des consommateurs. Un consommateur
allergique au lait de vache souffre séverement de la consommation du lait de chévre ou de brebis
mélangés frauduleusement au lait de vache [6]. L’authenticité du lait et des produits laitiers est d’'une
importance capitale pour les consommateurs et les industriels en passant par toutes les étapes du
processus de production. Quel que soit le type de fraudes, la vérification de I'authenticité reposent soit
sur une différence fondamentale entre un produit original est un produit fraudé, soit sur une véritable
connaissance de leur composition et les éventuelles variations de composition. Un produit est jugé
authentique lorsque sa composition s’intégre dans les données constituées par les échantillons

authentiques, et cette décision repose sur des procédures statistiques.

L’authentification des produits laitiers passe par une caractérisation des matiéres premiéres,
notamment le lait cru. Cette matiére premiere est authentifiée et qualifiée par des méthodes analytiques
physico-chimiques et biochimiques. Dans la plupart des cas on fait appel a des techniques de dosage
trés spécifiques : c’est le cas du dosage de la matiere grasse par la méthode de Gerber, le dosage des
protéines par la méthode Kjeldahl. Ces méthodes de dosage classique sont généralement longues,
co(teuses, et nécessitent un certain niveau de technicité des opérateurs [7], ce qui les empéche d’étres

des outils efficaces et efficients pour les analyses de routines.

Pour des raisons d’efficacité en termes de contréle et d’authentification, le contrdleur doit avoir
en sa possession un ou plusieurs outils analytiques rapides, simples tout en étant fiables et moins chers.
Ces outils doivent permettre au contrdleur de déterminer une multitude de critéres pour décider
rapidement le devenir des produits durant toutes les étapes du processus de production. C’est dans ce
sens qu’intervient la spectroscopie infrarouge pour permettre la réalisation des contrdles en un temps

trés court (Quelques minutes suffisent).

La spectroscopie infrarouge est largement utilisée pour les analyses qualitatives et
guantitatives des produits agroalimentaire [8]. En industrie laitiére, les analyses de routine sont réalisées
par des équipements qui se basent sur la spectroscopie infrarouge. Cette technique permet la
réalisation d’'une multitude de contrdles en quelques minutes. La détermination en routine de la matiere
grasse, des protéines, du lactose, de I'urée et de I'acide citriqgue est réalisée par des spectrometres
moyen infrarouge (MIR) [9]. Ces paramétres sont importants dans le cadre du payement du lait et le
sont aussi dans la conduite du troupeau laitier au niveau alimentation et santé : la teneur en matiere
grasse et protéines sont des indicateurs de I'alimentation des vaches, et la teneur en lactose est un
indicateur de mammite [10]. Un autre avantage de cette technique est qu’elle permet de suivre en ligne
la qualité des produits. Les spectrometres peuvent étre placés directement en salle de traite pour suivre

individuellement la qualité du lait de vache au moment de la traite [11].

Les développements réalisés sur les spectrometres infrarouges permettent la caractérisation
des échantillons complexes tout en réduisant les temps d’acquisition des spectres. Par le passé, ces

données spectrales constituent un vrai probléme a résoudre, mais avec I'aide des méthodes statistiques
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multivariées, ces données deviennent une ressource riche en informations a extraire. La chimiométrie,
une discipline qui fait appel aux méthodes statistiques multivariées dans le domaine de la chimie, est
de plus en plus appliquée dans le domaine agroalimentaire. Dans l'industrie laitiere, les applications de
la spectroscopie infrarouge couplée aux méthodes chimiométriques couvrent deux principaux

domaines : la quantification des parameétres qualités et I'évaluation de I'authenticité des produits.

Les applications de cette techniqgue sont nombreuses dans le secteur laitier. Leurs
applications ne se limitent pas aux contrdles des produits finis mais s’intégrent aux différentes étapes
du processus de fabrication. La force de cette technique est liée a sa capacité a fournir une "empreinte”
caractéristique des substances chimiques ou biochimiques présentes dans I'échantillon. Pour le lait cru
une méthode basée sur la spectroscopie moyen infrarouge a été reconnue comme méthode officielle
pour la détermination de la matiere grasse, des protéines, du lactose et de la matiére seche [12]. La
détermination de ces constituants est applicable a la plupart des produits laitiers. Quant aux contrdles
qualitatifs, ils se basent sur les ressemblances et les différences enregistrées dans les spectres des
échantillons. Cette capacité de discrimination, réalisée par les méthodes statistique multivariées, a
permis de détecter la fraude du beurre laitier par la margarine [13] et la détection rapide de la mélamine

dans la poudre de lait [14].

Les travaux présentés dans cette thése concernent le secteur laitier. Ils proposent le
développement des applications de la spectroscopie moyen infrarouge couplée aux méthodes
chimiométriques pour le contréle de la qualité et 'authenticité du lait cru. Ce lait, se trouvant dans les
premiéeres chaines de I'industrie laitiére, constitue la principale matiére premiére pour cette industrie, et
il est évident que la maitrise de la qualité des produits laitiers est conditionnée par la qualité de cette
matiére premiére. Le but étant de présenter des méthodes rapides et efficaces et les proposer comme
alternatives aux méthodes classiques qui nécessitent beaucoup plus de temps et un bon niveau de

technicité et ce pour assurer le controle de I'authenticité et la qualité.

L’objectifs principal de ce travail est le développement de nouvelles applications analytiques
basées sur la spectroscopie moyen infrarouge a transformée de Fourier, en association avec les
méthodes chimiométriques, pour la quantification et la détection des fraudes touchant I'authenticité et
la composition du lait. La fraude de 'authenticité est représentée par I'addiction du lait de vache au lait

de chamelle et le deuxiéme cas est représenté par 'addition du saccharose au lait de vache.

Ce mémoire de thése est divisé en deux parties :

» La premiére partie est consacrée a une étude bibliographique avec un premier
chapitre présentant quelques généralités sur le lait et un deuxiéme chapitre, ou
nous rappelons les généralités sur les principes de la spectroscopie infrarouge, la

chimiométrie et leurs applications.

> Laseconde partie est divisée en trois chapitres traitants les résultats de I'application

de la spectroscopie infrarouge couplée aux méthodes chimiométriques pour le cas du
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lait de chamelle et lait de vache. Le premier chapitre détaille I'application de la
spectroscopie MIR avec les méthodes chimiométriques pour la détection et la
quantification de I'adultération du lait de chamelle par le lait de vache. Le deuxiéme
chapitre traitre un autre cas de fraude du lait par le saccharose. Le troisieme
chapitre étudie les performances de I'analyse du lait par la spectroscopie IR-TF, en

variant les stratégies de conservation et les pourcentages d’eau ajoutée.
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Chapitre 1 : caractéristiques et
compositions du lait.

. Introduction

Traditionnellement, le lait de vache est considéré comme un aliment de base dans de
nombreux régimes. Pour le nouveau-né, le lait constitue un aliment complet et une source en éléments
essentiels pour la croissance et le développement. Il constitue une source de nutriments comme les
minéraux, les vitamines et les protéines [15]. Avec les céréales, les viandes, les [égumes et les fruits,
les produits laitiers sont considérés comme des aliments riches en éléments nutritifs [16]. s fournissent
de nombreux nutriments importants pour la santé tout au long du cycle de vie, et leur consommation

est aussi associée aux valeurs nutritionnelles [17].

Les avenacées technologiques, réalisées dans les techniques de séparation et de
conservation, ont permis de valoriser des sous-produits laitiers utilisables comme intrants dans divers
secteurs industriels [18]. Ce qui marque la place prise de ce secteur dans I'économie a I'échelle
internationale. Cependant, la position du secteur laitier au Maroc est trés particuliére ; par son role dans
I'économie avec ces 30% de part du PIB agricole, par son réle social avec les emplois crées dans le
milieu rural et par son importance dans la sécurité alimentaire avec la satisfaction des besoins de

consommation [19].

Face a une offre trés diversifiée en termes de produits, les consommateurs (finaux ou
intermédiaires) sont devenus plus exigeants en termes de qualité. Ainsi, la qualité et 'authenticité du
lait sont des soucis partagés par tous les maillons de la chaine, depuis le producteur jusqu’au
consommateur final. Le long de ce chemin, il fautimpérativement s’assurer de la qualité et de la salubrité

des produits laitiers avant de les servir pour la consommation.

I[I. Généralités

II.1. Apercu historique

La consommation du lait par 'THomme date de la préhistoire dés qu’il a su domestiquer les
animaux. Ceci date du Néolithique (vers 8700 avant J.C.), notamment dans le Proche-Orient ou
apparaissent les premiers indices de I'élevage et de la consommation du lait. Les traces archéologiques,
traces chimiques de résidus laitiers dans des contenants, étude des squelettes des animaux, gravures
rupestres représentant des scenes de traite constituent des données scientifiques qui témoignent de la
consommation et I'exploitation laitiere par les hommes du néolithique. Vers 2500 avant Jésus-Christ en
Mésopotamie, des données scientifiques (traces archéologiques et écrites : plaquettes) révelent

I'existence d’'une laiterie. Pour des raisons évidentes de transport et de conservation, le lait et les
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produits laitiers ont été consommeés frais, pendant longtemps, par les éleveurs ou dans leur région de

production.

Au début du 12¢me sjecle, on retrouve le lait mentionné comme indispensable dans
l'alimentation et utilisé comme médicament (galactothérapie), pour les enfants, les malades et les
vieillards. Au 17¢me siecle, la consommation dépasse le cadre des compagnes et augmente par la
présence des vaches dans les villes. Au 18 siécle de nombreuses préparations ont été faites a base
de lait, beurre et créme. Du milieu du 18¢me et 20™e siecle, la consommation des produits laitiers a

augmenté progressivement et celle du lait a doublé [20].

Les progrés scientifiques du 20°me siecle, réalisés en matiére de génie génétique et de

zootechnie, ont apporté des progrés considérables dans les rendements laitiers.
II.2. Filiere Lait et produits laitiers au Maroc

Par sa contribution au PIB agricole (30%), I'élevage joue un réle important dans I'économie
du pays. Le secteur assure aussi de 'emploi en milieu rural et subvient aux besoins de consommation
en produits animaux. L’élevage laitier comme une des principales composantes de ce secteur est
représenté par deux systemes d’exploitation. Le premier est un systéme intensif pratiqué dans les zones
irriguées du pays, il se caractérise par une forte abondance des ressources fourrageres, la
prédominance des races bovines a haut potentiel génétique (70%) et un fort taux de commercialisation
de la production laitiere (60 — 70%). Le deuxieme systeme est dit mixte (lait et viande), basé sur une
alimentation & base de concentré et des sous-produits céréaliers. Ce systeme est trés présent autour

des grandes agglomérations urbaines et des zones a pluviométrie favorable.

La production nationale en lait et produits laitiers satisfait environ 90% de la demande en
consommation. Cependant, cette demande reste inférieure aux besoins recommandés par les

standards nutritionnels recommandés par les Organisations Internationales (FAO et OMS).
[1.3. Politique laitiere au Maroc

Au début des années 1970 les orientations stratégiques de I'Etat ont visé la consolidation de
la sécurité alimentaire en produits laitiers. Les programmes élaborés ont eu comme objectif majeur
'amélioration de I'autosuffisance et 'augmentation du niveau de consommation des produits laitiers de
0,1 a 0,33 litre de lait par personne et par jour entre 1975 et 2000. Pour atteindre cet objectif, les

principaux axes d’amélioration étaient [19] :

e L’amélioration génétique du cheptel bovin par linsémination artificielle et le

croisement avec des animaux de races améliorées ;

¢ L’intensification des mesures destinées a améliorer la santé animale et le controle

sanitaire des produits laitiers ;
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e L’amélioration des ressources fourragéeres et la constitution de stocks d’urgence pour

I'alimentation animale ;
e L’implantation de centres de collecte de lait a proximité des zones de production ;

¢ L’incitation a l'investissement pour la mise en place et le développement d’unités de

transformation du lait.

Les résultats ont permis une augmentation de la production laitiére en passant de 480 millions
de litres en 1975 a 1,1 milliard de litres en 1999. En revanche, la consommation des produits laitiers
était en dega des attentes. Ceci a conduit I'Etat a élaborer un second plan laitier pour la période 2000-
2020. Du fait que le potentiel des vaches laitieres n’a pas été extériorisé, ce plan a mis I'accent sur
'encouragement de la spécialisation des régions en systéemes de productions liés aux ressources
alimentaires disponibles, la poursuite de 'amélioration génétique du cheptel, 'amélioration de la qualité

du lait le long de la chaine de valorisation et 'encouragement des partenariats interprofessionnels [21].

Le Maroc en 2013 a réalisé une production laitiere de 2,3 milliards de litres [22], un chiffre qui
dépasse de peu l'objectif fixé par le plan laitier de 1975 (2 milliards de litres en I'an 2000). Les
performances enregistrées ont été limitées par les conditions climatiques, les performances du cheptel
et d’autres contraintes organisationnelles. a ces contraintes s’ajoutent les problémes liées a la collecte,
la transformation et la distribution qui ont affecté les niveaux de disponibilité qualitative du lait et des

produits laitiers [19].

Actuellement, avec les accords de libre-échange et la politiques de libération du secteur, la
filiére laitiére au Maroc se confronte & I'absence de toute protection de I'Etat face a la forte concurrence
des produits laitiers importés. Cette concurrence et aussi fortement impactée par les colts de
productions liés aux prix des intrants agricoles qui se renchérissent d’avantage dans les marchés

mondiaux [23].

[1.4. Evolution de la consommation du lait

Depuis 1970 La consommation des produits laitiers a connu un rythme ascendant (+0.8%
annuel) malgré une chute remarquable au début des années 1980. Cette chute est expliqguée par les
problémes de sécheresse qui ont impacté les niveaux de productions. La consommation enregistrée en
1983 était méme faible par rapport a celle enregistrée en 1970 avec 25 litres équivalent par personne
et par an [19]. La consommation des produits laitiers au Maroc est souvent liée au pouvoir d’achat et
au milieu de résidence. En fait, les zones urbaines en consomment trois fois plus que les zones rurales,

avec des disparités dans les préférences en produits consommés [19].

Le niveau de consommation actuel est de 72 litres équivalent par an et par habitant, il reste

toujours inferieur au 90 litres recommandé pour la ration nutritionnelle. Cet écart, montrent des
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opportunités du développent de la filiere laitiere par I'amélioration de I'outil de production et des

systemes d’élevage.

lll. Caractéristiques physico-chimiques du lait de vache

[11.1. Définition du lait

Selon, le 1°" Congrés international pour la Répression des Fraudes alimentaires et
pharmaceutiques tenu a Genéve le 8-12 Septembre 1908, le lait est défini comme étant « le produit
intégral de la traite totale ininterrompue d'une femelle laitiere bien portante, bien nourrie et non
surmenée. |l doit étre recueilli proprement et ne pas contenir de colostrum ». Le colostrum est le
liquide secrété par la glande mammaire pendant la premiére semaine apreés la mise-bas. C’est un liquide
visqueux jaunatre riche en immunoglobulines (anticorps), en protéines solubles et en matiere grasse.

C’est I'aliment indispensable pour la survie du nouveau-né.

Selon le Décret n°2-00-425 du 10 ramadan 1421 (7 décembre 2000), relatif au contrble de la
production et de la commercialisation du lait et produits laitiers, le lait est le produit de la sécrétion
mammaire normale, obtenu par une ou plusieurs traites, sans aucune addition ni soustraction. La
dénomination "Lait", sans autre indication est réservée au lait de vache. Pour tout autre lait, cette

dénomination doit étre accompagnée de l'indication bien apparente de I'espece animale dont il provient.
[11.2. Caractéristiques organoleptiques

Un des principaux critéres d’une denrée alimentaire est sa qualité organoleptique dont le goat
est I'élément le plus important. La composition du lait lui confére des caractéristiques organoleptiques
qui lui sont propres. C’est un liquide opaque blanc mat, plus ou moins jaunatre selon la teneur en -
caroténes de la matiére grasse. Avec un pH proche de la neutralité, ce liquide posséde une saveur

doucétre particuliere et une odeur identifiable.

Les qualités organoleptiques du lait peuvent étre influencées par la composition chimique, la
saison, la valeur du pH et les contaminations microbiennes ou chimiques [24]. Un autre facteur peut
étre ajouté, ce sont les fourrages des animaux qui peuvent fortement influencer les perceptions
sensorielles du lait et de ses dérivés. En fait, les régimes a base d'herbe paturée conduisent a des
qualités sensorielles (couleur, godt et odeur) plus intenses que ceux issus d'une alimentation hivernale

a base d'herbe conservée sous forme de foin et d'ensilage [25].

La couleur blanche plus au mois jaunatre du lait est due au phénoméne de diffraction de la
lumiere par les globules gras et les micelles de caséines. En absence de matiére grasse la couleur du
lait écrémé devient bleutée. En revanche le lactosérum ne contenant ni globule de matiére grasse ni

micelles de caséines possede une couleur jaune-verdatre due a la présence de la riboflavine.
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l11.3.Propriétés physicochimiques du lait

Le lait est un systéme complexe constitué d’une solution vraie, d’'une solution colloidale, d’'une
suspension colloidale et d’'une émulsion. La solution vraie est le mélange réalisé entre les glucides et
les sels minéraux solubilisés dans la phase aqueuse (I'eau). La suspension colloidale est un mélange
entre les micelles de caséines, qui se présentent sous forme de particules fines dispersées n'ayant
aucune affinité, et la phase aqueuse. Quant aux protéines sériques, présentant beaucoup d’affinité avec
la phase aqueuse, ils se présentent sous forme de solution colloidale. L’émulsion quant a elle, est le

résultat de la dispersion des fines gouttelettes de matiére grasse dans la phase aqueuse [26].

Le Tableau 1 illustre les principales propriétés physicochimiques du lait qui sont la densité, la
viscosité, le point de congélation, le point d’ébullition, la conductivité électrique, la tension superficielle,

la viscosité, I'acidité, et le pH.

Tableau 1- Principale propriétés physique du lait.

Propriété physique Minimum | Maximum | Moyenne
Densité (Kg/l) 1,027 1,033 1,030
Acidité Doronic (°D) 15 18

pH 6,6 6,8

Point de congélation (°C) -0,510 -0,530 -0,520
Point d’ébullition (°C) 100,15

Conductivité électrique (ohm=“cm™) | 0,0040 0,0055

Tension superficielle (dyns/cm?) 40 60 52
Viscosité (centipoise) 1,6314
[11.3.1. Densité

La densité du lait (Tableau 1) est liée a sa richesse en matiéres grasses et non grasses.
Etant donné que, la matiére grasse possede une densité inférieure & 1 au contraire des matiéres seches
non grasses, la densité du lait est inversement proportionnelle a la richesse en matiére grasse et
proportionnelle a la richesse en matiéres seches non grasses. De ce fait, La densité a elle seule ne
permet pas de déceler les fraudes, car une fraude combinée, par I'écrémage est I'ajout de I'eau, peut

donner des valeurs normales en termes de densité [27].

La mesure de la densité est réalisée par des thermo-lactodensimétres. Cet outil, a la fois un
thermometre et un densimetre, permet de mesurer la densité et la température du lait pendant la mesure
et d’effectuer les corrections en fonction de la température, pour tenir compte des conditions de mesure

de. densité qui doit se faire a des températures entre 15 et 20°C [27].
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La densité moyenne du lait varie selon les espéces, celle du lait de vache qui est de 'ordre
de 1,0316, est proche de celle du lait de chevre (1,0320), mais elle est inférieure a celle des brebis
(1,0355) [28].

111.3.2. Acidité du lait

Dés sa sortie du pis de la vache, le lait posséde une certaine acidité dite normale ou apparente.
Cette acidité est due a la présence de protéines, des substances minérales et d’acides organiques. Le
développement des bactéries lactiques conduit a la production de 'acide lactique par la fermentation
du lactose. C’est cette acidité, dite développée, qui conduit a la dénaturation des protéines.
L’appréciation de l'acidité du lait est réalisée par la mesure de l'acidité titrable. C’est une technique
basée sur un dosage acido-basique en présence d’indicateur coloré (Phénophtaléine). Elle mesure tous

les ions H* présents dans le milieu et donc mesure a la fois I'acidité normale et développée du lait.

Cette analyse est réalisée a la réception du lait pour évaluer sa qualité. L’acidité du lait frais
est comprise entre 15°D et 18°D (Tableau 1), avec 1°D correspondant a 0,1g d’acide lactique par litre
de lait. Mais, il faut prendre cette analyse avec une certaine précaution, car un lait ayant une acidité
titrable élevée ne veut pas dire forcement qu'il a une acidité développée élevée. Le pH constitue ainsi

une analyse complémentaire pour bien s’assurer de la fraicheur du lait.

Au contraire de I'acidité titrable, le pH mesure la concentration des ions H* présents dans le
milieu. Il peut ainsi mesurer I'état de fraicheur du lait contr6lé et donc sa stabilité. L'importance de ce

contrble est liée a la propriété des protéinés qui précipitent a des valeurs de pH dites isoélectriques.

Le pH du lait frais est compris entre 6,6 et 6,8 (Tableau 1) et peut étre influencé par divers
facteurs, entre-autre le stade de lactation. Les résultats montrent que le pH du lait baisse
considérablement en fin de lactation, cette forte baisse est liée a 'augmentation du taux protéique

pendant cette période [29].
[11.3.3. Point de congélation

Le point de congélation d’un liquide constitué de I'eau et de solutés, correspond a la
température a laquelle I'eau liquide et la glace sont en équilibre. Le point de congélation du lait est

inférieur a celui de I'eau puisque la présence de solutés abaisse le point de congélation [30].

Le point de congélation est la propriété la plus constante des caractéristiques du lait. Cette
faculté est liée a I'équilibre physiologique existant entre la pression osmotique du sang et celle du lait.
Le point de congélation du lait de vache se situe entre de -0.510°C et -0.530°C [31].

Malgré cette constance, le point de congélation peut subir de faibles fluctuations liées a des
variations de la composition du lait. Mais la principale cause reste la dilution du lait avec de I'eau par

des intentions frauduleuses ou des erreurs de manipulation (pousse a I'eau), ce qui diminue la
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concentration du lactose considéré comme principale responsable de I'abaissement de point de
congélations. L’acidité du lait par la fermentation lactique provoque I'abaissement de point de
congélation, ainsi un 1°D abaisse le point de congélation de 0.004°C. En revanche, la pasteurisation du
lait conduit a une hausse de 0.002°C du point de congélation. De maniere générale les facteurs ayant
des répercussions sur la composition du lait ont aussi des effets sur le point de congélation [31].

La cryoscopie a thermistance, est la méthode de référence pour la mesure du point de
congélation comme définie par le standard I1ISO 5764 : 2002 (IDF108 : 2002) de la Fédération
Internationale de Lait (F.I.L). La mesure est basée sur le principe de congélation du lait et sa
cristallisation par I'agitation mécanique. La mesure est réalisée lorsque la température du lait congelé

en change pas pendant 20s pour pas plus de 0,5m°C.
[11.3.4. Point d’ébullition

Selon AMIOT et al., (2002), le point d’ébullition est défini comme étant la température atteinte
lorsque la pression de vapeur de la substance ou de la solution est égale & la pression appliquée [32].
Ainsi, comme pour le point de congélation, le point d’ébullition subit I'influence de la présence des

solides solubilisés. Il est Iégérement supérieur au point d’ébullition de I'eau, soit 100,5°C.

Cette propriété physique, qui diminue avec la pression, est utilisée dans les procédés de

concentration du lait.
[11.3.5. Conductivité électrique

La conductivité électrique, I'inverse de la résistivité électrique, mesurer le contenu ionique total
du lait. Pour le lait est de se situe entre 0,0040 et 0,0055 ohm-icm (Tableau 1 ). Elle est liée a la
présence de sodium, de potassium et des ions de chlorure, et elle augmente considérablement avec la
fermentation du lactose en acide lactique.

Du fait que les concentrations en sodium et en chlorure augmentent pendant les mammites,
la mesure de la conductivité du lait est employée comme méthode rapide pour la détection de cette
maladie [30].

Toutefois, I'utilité de cette propriété pour le cas du lait (par exemple pour détecter des fraudes
avec l'eau) est considérablement réduite par l'influence de la concentration ou la dilution de la
précipitation ou la solubilisation du phosphate de calcium colloidal. Les mesures de conductivité directe

ne conviennent donc pas pour évaluer la quantité d'eau ajoutée au lait [33].
[11.3.6. La tension superficielle

La tension superficielle est définie comme étant la force nécessaire pour augmenter la surface

d'une solution et elle généralement exprimée en dyns/cm2. Cette propriété est utilisée pour suivre les
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changements dans les composants tensio-actifs lors de la transformation du lait, pour suivre la libération
des acides gras lors de la lipolyse et comme une mesure de la tendance a la formation de mousse de
lait. La tension superficielle du lait (Tableau 1) se situe entre 40 et 60 dyns/cm2 avec une moyenne de
52 dyns/cm2 [33].

Les acides gras et leurs sels et monoacylglycérols formés a la suite de la lipolyse sont
tensioactifs et réduisent la tension superficielle. Cependant, la méthode n'a pas été appliqué en routine
pour I'évaluation de la lipolyse parce que les acides, responsables de la saveur désignée comme
rancissement hydrolytique, a chaine courte sont solubles dans I'eau et ne portent pas atteinte a la

tension superficielle [30].
[11.3.7. Viscosité

Exprimée en centipoise, cette propriété se rapporte a la résistance a I'écoulement. Cette
propriété est utilisée dans la conception des équipements de transformation laitiere et pour évaluer

l'agrégation des micelles de caséine.

La viscosité du lait est un phénomene complexe et variable selon la composition chimique du
lait. C’est la richesse en protéine et matieére grasse qui joue le réle important dans cette propriété. Ceci
sans oublier que le lait est un systéme colloidal ou les micelles entre en jeux pour produire une autre

viscosité dite de structure [34].
IV.Composition du lait

Le lait est composé majoritairement de I'eau. Par ordre décroissant le lait est constitué :

. De I'eau (phase trés majoritaire) ;

. De glucides, principalement le lactose ;

. De lipides constitués principalement de globules gras de triglycérides ;

. De protéines sous forme de : micelle de caséines, albumine et globuline solubles ;
. De sels minéraux ;

. Des éléments sous formes de traces : enzymes, vitamines, oligo-éléments, ...

La teneur en chaque fraction est variable selon le type de mammifére (espéce et race), le
stade physiologique (stade de lactation et gestation), I'état sanitaire et la conduite du troupeau. Dans
ceci on distingue des facteurs liés aux besoins spécifiques du jeune mammifére qui dépendent de sa

vitesse de croissance et de son age et des facteurs maitrisables liés a la conduite du troupeau [35].

Le lait contient presque tous les éléments nutritifs essentiels au développement et la
croissance du jeune mammifére [36]. Un kilogramme de lait de vache contient environs 866g d’eau, 50g
de lactose, 36g de protéines, 41g de matiére grasse et 7g de composants divers incluant minéraux,

vitamines et gaz (Figure 1).
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Composition globale du lait (g/Kg)

Lactose;
50 g/Kg

Protéine;
36 g/Kg

—_ Matiére grasse;
41 g/Kg

Minéraux,
vitamines et gaz;
7 /Kg

B Eau M Lactose M Protéine [ Matiere grasse M Minéraux, vitamines et gaz

Figure 1- Composition globale du lait de vache.

Les proportions des principaux constituants de lait varient selon les espéces [37] et le Tableau
2 montre que :

. De maniéere générale le lait des ruminant est riche en protéines ;
. Le lait de brebis est tres riche en protéines et en lipides ;
. Le lait de vache et de chévre posséde une composition équilibrée en lipides,

protéines et lactose.

Tableau 2 - Composition globale du lait de quelques espéces de mammiféres en g/100g de lait.

Femme | 12,6 - 16-12 | 05-0,8 - 3,75 6-7 0,21
Vache 13,0 3,9 3,2 2,8 0,014 | 39 4,9 0,9
Brebis 18,4 57 55 4,5 0,035 | 7,19 4,7 0,9
Chevre - 3,1 2,8 2,3 0,0385| 3,38 |44-47|05-0,8
Jument - - 2,0 - - - - 0,4
Chamelle | 12,4 - 3,0 - - 5,38 3,3 0,7

*MAT : matiére azotée totale ; EST : Extrait Sec Total.

IV.1.Eau
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L’eau constitue le composé majeur du lait, avec 902g par litre de lait. Avec son caractére
polaire, I'eau forme une solution vraie avec des constituants solubles tels que les glucides et les
minéraux, une solution colloidale avec les protéines sériques hydrophiles, une émulsion avec les
matieres grasses hydrophobes et une suspension colloidale avec les micelles de caséines. L'activité
de I'eau dans le lait, aw, est d'environ 0,993. Une petite quantité de I'eau du lait est liée par les protéines

et par la membrane des globules gras [38].
IV.2.Matiére grasse

La matiere grasse du lait est constituée majoritairement de triglycérides qui représentent 98%,
et se présente sous forme de globules gras (Figure 2) avec un diamétre de 0,2 & 15um entourés d’'une
membrane biologique spécifique (MFGM pour « Milk fat globule membrane »). Cette richesse en
triglycérides affecte les propriétés de la matiére grasse du lait en termes d’hydrophobie, de densité et
de fusion. Le lait contient aussi d’autres constituants lipidiques avec des proportions faibles (Tableau
3)

La MFGM est composée de trois couches de lipides polaires dans lesquelles sont inclus du
cholestérol, des enzymes, des glycoprotéines et des vitamines [39]. La MFGM est relativement fragile
face aux traitements physiques, tel que I'agitation et ’homogénéisation. Ces traitements sont capables
de causer une rupture totale ou partielle de la membrane et libérer des constituants qui deviennent
accessibles a I'hydrolyse et la lipolyse [26]. Cette fragilité est utilisée au niveau industriel pour la

fabrication du beurre par le barattage de la créme fraiche.

Les globules gras du lait :
un coeur de triacylglycérols (TAG) recouvert par une membrane biologique

Ghlycérophospholgndes f|

f
Adipophline | puoréines glyconylées
J d

_Cholestévol

S - Sphingomyéine D
(™)

Chycosphingolygedes

Domane riche en SM

- Butyrophdine

- Xanthsne O¢trpdrogénase
onydortbuctase

Epaisiour : 510 am

TAG dans le covur
des globules gras

Figure 2 - Structure d’un globule de matiére grasse adaptée de (Raynal-Ljutovac et al., 2011).

Les propriétés chimiques des lipides du lait peuvent avoir une influence considérable sur les
caractéristiques de fusion de la matiére grasse du lait, ce qui a son tour peut avoir un effet marqué sur

les propriétés fonctionnelles d'un certain nombre de produits laitiers, tels que le fromage et le beurre.
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L’intérét des lipides du lait réside dans le fait qu’ils constituent une source d’acides gras

essentiels, tel que I'acide linoléique que le corps ne peut pas synthétiser ; mais aussi dans les qualités

organoleptiques et rhéologique que confére la matiere grasse du lait aux produits qui la contiennent.

Le taux de matiére grasse est 'une des composantes principales du lait qui rentre dans

I'estimation de la valeur marchande du produit. D’ailleurs, c’était le premier paramétre sur lequel se

basait le payement du lait pendant longtemps. Pour déterminer le taux de matiére grasse dans le lait,

la méthode officielle utilisée est la méthode acido-butyrique dite de Gerber décrite par la norme 1SO

488 : 2008 (IDF 105 : 2008).

Tableau 3 - Constituants lipidiques de la matiére grasse du lait de vache et leur localisation
(g/100g de matiere grasse) [40].

Constituants lipidiques Proportions Localisation

Triglycérides 96-98 Globule gras

Diglycérides 0,3-1,6 Globule gras

Monoglycérides 0,0-0,1 Globule gras

Phospholipides 0,2-1,0 gﬂtelggt’g&s‘gfui;’ globule gras

Cérébrosides 0,0-0,08 Membrane du globule gras
Globule gras

Stérols 0,2-0,4 Membrane du globule gras
et lactosérum

Acides gras libres 0,1-0,4 (I\e/:elglc?(r)zgfui? globule gras

Esters du cholestérol Traces Membrane du globule gras

Vitamines 0,1-0,2 Globule gras

IV.2.1.Les triglycérides

Les triglycérides sont les glycérides majoritaires du lait, ce sont des esters de glycérol, ils
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résultent de fixation de trois acides gras sur le glycérol (Figure 3).

0

e o
CH,—OH + HO—-C—R, CH,— O —-C—R,

O

I &
CH—OH + HO—C—R, —= CH—O—-C—R, + 3H,0

0

i e
CH,—OH + HO—C—R, CH,—O—C—R,

glyceéerol 3 acides gras triglyceéeride

Figure 3 - Formation d’un triglycéride.
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L’origine des lipides et donc des acides gras est double, ils proviennent en grande partie du
plasma sanguin et dans une moindre ils sont issus de la synthése novo dans les glandes mammaires.
Les deux sources aboutissent a des acides gras tres différents. Les acides gras synthétisés de novo
sont de courte chaine ou de longueur moyenne (C4 a C14 et quelques C16). En revanche, les acides
gras provenant des lipides plasmatiques sont en C18 et C16 [41]. La composition du lait en acide gras
est donnée par le Tableau 4.

Rien que pour les combinaisons possibles d’acides gras, la matiere grasse du lait est
considérée comme l'une des graisses les plus complexes [26]. Par exemple, si seuls les 14 acides qui
sont présents a des concentrations supérieures a 1% sont pris en compte et si la position sur la molécule
de triacylglycérol est ignorée, les combinaisons possibles de triacylglycérols avec composition différente
sont évaluées a 560 possibilités, issues de la dérivée de I'équation ci-dessous :

N=(n(n+1)*(n+2)/6)

e N estle nombre de triacylglycérols.
e n estle nombre d'acides gras.
Ces triglycérides peuvent étre simples avec trois acides gras identiques ou mixtes avec un ou

trois acides gras différents. En raison de cette complexité, la détermination des triacylglycérols

individuels est une tache trés difficile [42].

L’étude de 223 triacylglycérols a permis de se rendre compte que la disposition des acides
gras sur le glycérol n'est pas aléatoire. Généralement, les triacylglycérols ont la configuration suivante
[43]:

(snl;sn2; sn3)=(C4:00u C6:0; Cl2aC18;Cl24a C18)
IV.2.2.Les phospholipides

Les phospholipides qui représentent 0,8% de la matiére grasse jouent un réle important avec
leur propriété amphiphile, avec 65% de ces constituants qui se situent au niveau des MFGM et le reste
se trouve soluble dans la phase aqueuse du lait. 90% des phospholipides sont représentés par les

phosphatidylcholines, phosphatidyléthanolamines et les sphingomyélines.
IV.2.3.La fraction insaponifiable
A cOté des triglycérides et des phospholipides, le lait contient des substances dites

insaponifiables. Dans cette fraction on trouve principalement les stérols, les caroténoides, les

xanthophylles et les vitamines liposolubles (A, D, K et E). Les stérols représentent un composant mineur
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de la matiére grasse avec 0,3%, dont le cholestérol représente 95%. Dans les caroténoides du lait la -

caroténe est la plus importante. Elle est aussi un précurseur de la vitamine A.
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Tableau 4 - Distribution des principaux acides gras du lait en %.

Acide gras Nomenclature Moyenne
Saturés
Butyrique C4:.0 3,6
Caproique C6:0 2,3
Caprylique C8.0 1,3
Caprique C10:0 2,7
Laurique C12:0 3,3
Myristique C14.0 10,7
Pentadecanoique C15:0 1,2
Palmitique C16:0 27,6
Stéarique C18:0 10,1
Arachidique C20:0 0,2
Mono insaturés
Myristoléique Cl14:1 1.4
Palmitoleique Ci16:1 2,6
Oléique C18:1 26
Polyinsaturés
Non conjugués
Linoléique C18:2 2,5
Linoléique C18:3 1.4
Arachidonique C20:4 0,3
Conjugués
Diene C18:2 0,8
Polyenes C18,20,22:3 et4 Traces
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IV.3.Protéines

Le lait contient une multitude de protéines différentes, généralement classées en trois
fractions de la matiere azotée totale : caséines (asi-, as2-, B- et k-caséines), qui sont les plus
abondantes (78%) ; protéines de lactosérum (17%), qui comprennent o-lactalbumine (a-La), B-
lactoglobuline (B-Lg), sérum albumine bovine (SAB), et immunoglobulines (1g); et la fraction d'azote non
protéique (5%). Les protéines du lait comprennent également les protéines membranaires des globules
gras et une grande variété d'enzymes et d’hormones. A toute cette variété s’ajoute des protéines issues
de la protéolyse par la plasmine. Ainsi, la y-caséine el les protéoses peptones (PPs) doivent leur

existence a la protéolyse de la B-caséine (Tableau 5).

La distinction entre ces trois factions est déterminée par leurs méthodes d’analyse. La caséine
correspond a la fraction d’azote insoluble par acidification a un pH d’environ 4,6 (pH isoélectrique),
I'azote non-protéique correspond a la fraction d’azote soluble dans I'acide trichloracétique a 12%. Les
protéines du lactosérum correspondent a la différence entre la fraction d’azote non-caséique et d’azote
non-protéique. Ces définitions permettent aussi de distinguer ente la teneur en azote total et la teneur
en protéine vraie, cette derniére est la différence entre la matiere azotée totale et |la fraction d’azote non

protéique [44].

Traditionnellement, le lait a été payé principalement sur la base de sa teneur en matieres
grasses. Maintenant, a c6té de la matiere grasse, le taux protéique fait partie des paramétres de
paiement du lait [33].

IV.3.1.Caséines

Les caséines, principales protéines du lait, représentent 80% des protéines. |l s’agit de asi-,
as2-, B- et k-caséines, sont tous synthétisés par I'épithélium mammaire sécrétoire [45]. Environ 80 a
95% de la caséine dans le lait normal se présente sous la forme de particules en dispersion colloidale,
appelés micelles (Figure 4), qui contient sur une base séche 94% de protéines et 6% de phosphate de
calcium colloidal (PCC), qui comprend du calcium, du magnésium, du phosphate et du citrate. La forme
des micelles de caséine est sphérique, dont la taille varie de 50 & 500 nm de diamétre avec une

moyenne d’environ 120 nm [33].

Les os- et B-caséines sont des phosphoprotéines qui précipitent avec les ions Ca?*, mais la k-
caséine les protége contre les précipitations. Cependant, la k-caséine est facilement attaquée par la
présure (chymosine). C’est une enzyme capable de cliver une partie de la molécule de la k-caséine ; et
elle perd, ainsi, sa capacité de protection. En conséquence, la caséine précipite en présence d'ions
calcium. Ces réactions sont la base de la coagulation du lait par la présure et la fabrication du fromage
[46]
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Tableau 5 - Concentration moyenne du lait en protéine [46].

Protéine Lait g/kg Lait g/100
Caséines 26 78,3
asi-caséine 10,7 32
asz2-caséine 2,8 8,4
B-caséine 8,6 26
k-caséine 31 9,3
y-caséine 0,8 2,4
Protéines sériques 6,3 19
B-lactoglobuline 3,2 9,8
o-lactalbumine 1,2 3,7
Sérum albumine bovine 0,4 1,2
Protéose peptone 0,8 2,4
immunoglobulines 0,8 2,4
IgG1, IgG2 0,65 1,8
IgA 0,14 0,4
IgM 0,05 0,2
Divers 0,9 2,7
Lactoferrine 0,1 —
Transferrine 0,01 —
Les protéines membranaires 0,7 2
Les enzymes — -
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Figure 4 - Schéma de la micelle et la sous-micelle de caséine.

IV.3.2.Protéines du lactosérum

Environ 20% des protéines de lait de vache sont de protéines de lactosérum (sérum). Et
comme pour le cas des caséines, les principales protéines de lactosérum sont également synthétisés
et sont spécifiques a la glande mammaire, mais plusieurs protéines mineures dans le lait sont prélevés
directement du sang [47]. Les protéines majeures du lactosérum sont la B-lactoglobuline et la ao-
lactalbumine. On y trouve aussi, mais avec des concentrations beaucoup plus faibles, les

immunoglobulines, I'albumine de sérum bovin , la lactoferrine et la lactoperoxydase [48].
IV.3.3.Azote non-protéique (ANP)

Le lait contient aussi des composés azotés non protéiques tels que l'urée, l'acide urique, la
créatine, la créatinine et autres composants (Tableau 6). L'urée qui représente le constituant majeur de
'ANP (environ 50% d’ANP), joue un réle important dans la stabilité thermique du lait. Ce qui explique
certaine variation saisonniere de la stabilité thermique du lait, et ce par les variations de la teneur du lait

en urée entre les périodes de paturage frais et les périodes de I'alimentation séche [49].
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Tableau 6 - Azote non-protéique du lait de vache [47].

Composant Azote (mg/L)
Ammoniac 6.8
Urée 83.9
créatinine 4.1
Créatine 39.4
Acide urique 22.9
I'azote a-amino 37.5
non comptabilisée 88.2

IV.4. Lactose

Le lactose est le principal glucide dans le lait des mammiféres, il est généralement admis que
les sources non-mammiféres de lactose sont trés rares. Un litre de lait de vache contient environ 50g
de lactose. Le lait peut contenir d’autre sucre mais sous forme de traces. On peut citer les polyosides

contenant du fructose et des glucides azotés tels que le N-acétylglucosamine [50].

La teneur du lait en lactose varie selon 'alimentation des vaches, des facteurs individuels,
l'état de santé et spécialement selon le stade de lactation. La teneur en lactose diminue
significativement durant le stade de lactation au contraire des concentrations en lipides et des protéines
qui diminue au début de la lactation et augmentent significativement au cours de la seconde moitié de
la lactation.

Les mammites augmentent le niveau de NaCl dans le lait et diminuent celui du lactose. Ceci
est lié au fait que le lactose, le sodium, le potassium et les chlorure jouent un réle important dans le
maintien de la pression osmotique du lait au cours de la sécrétion du lait. En effet, il y’'a une relation

inverse entre la teneur en lactose et celle des cendres dans le lait [33].

Le lactose est un sucre réducteur formeé par l'union entre une molécule de o ou B-glucose et
une molécule de B-galactose (Figure 5). Le pouvoir sucrant du lactose est faible par rapport au
saccharose, le glucose ou le fructose. Par exemple, 1,08%, 2,2% et 4,91% de saccharose sont
équivalentes en douceur, respectivement, a 3,75%, 7,5% et 15,0% des solutions de lactose en équilibre
[51].

Ce caractére réducteur lui permet de participer dans la réaction de Maillard ou brunissement
non-enzymatique pour produire une glucosamine (lactosamine). Les conséquences de cette réaction

sont désirées dans certains produits tels que le café, frites de pommes de terre, cro(te du pain. Mais
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pour le cas du lait les conséquences sont indésirables pour la couleur, la saveur et la valeur nutritive du

lait.
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Figure 5 - Structure moléculaire du lactose.

Le lactose est facilement dégradé par les bactéries lactiques en acide lactique, ou en éthanol
par certaines levures. Le lactose constitue ainsi un substrat pour les bactéries lactiques lors des
fermentations des produits laitiers (lait fermenté, yaourt et fromage) et confére au lait le caractére de

produits facilement périssable.

La plupart des humains adultes sont incapables d'ingérer le lactose en raison d'une
insuffisance de la galactosidase intestinale. Cela pousse beaucoup de consommateur a exclure les
aliments contenant du lactose de leur alimentation. Cependant, le lactose peut étre retiré du lait et des
produits laitiers par la technologie de membrane ou par pré-hydrolyse par B-galactosidase exogéene au
lait [52].

IV.5. Minéraux et Oligoéléments

Le lait contient environ 7,3 g/litre de matiéres salines ou minéraux. Les plus importants sont
le potassium, le calcium, le phosphore et le chlore (Tableau 7). Le sodium, le potassium et le chlore
sont presque complétement (95-96%) présents dans la vraie solution et sous forme ionique et, par
conséquent diffusent librement & travers la membrane au cours de |'ultrafiltration et I'électrodialyse de
lait. Le calcium et le magnésium, le phosphate et le citrate sont en partie en solution et en partie en
suspension colloidale et cela en fonction du pH du lait. Environ 20 a 30% du calcium et du magnésium

existent sous forme d'ions libres et le reste sous forme des sels de citrate et de phosphate. Lorsque le
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pH du lait diminue dans la fabrication de yaourts et laits fermentés, la forme colloidale se transforme
progressivement en forme ionique. A un pH de 4,4 la plupart des minéraux sont sous forme ionique,
solubles et diffusibles [53].

Tableau 7 - Constituants majeurs des matiéres salines du lait (g/L).

Constituants r:ﬁ;:ﬁ:]se
Potassium 1,50
Sodium 0,50
Calcium 1,25
Magnésium 0,12
Phosphore 0,95
Chlore 1,00
Soufre 0,35
Acide citrique 1,80

Du point de vue nutritionnel le lait constitue une excellente source de calcium et de phosphore
et aussi d’autre élément ayant un grand intérét nutritionnel, c’est le cas des oligoéléments comme le fer
et le cuivre (Tableau 8). Ces métaux se présentent largement sous des formes complexes avec les
protéines, comme pour le cas du fer et de cuivre qui se trouvent, a I'état natif, liés a la membrane
protéique des globules gras et en cas de contamination se trouvent liés aux protéines du lactosérum
[50].
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Constituant Variations usuelles en pg/l
Aluminium 500-600
Brome 300-2000
Cuivre 20-50
Fer 100-300
Fluor 100-200
lode 20-100
Manganése 20-30
Molybdéne 30-60
Silicium 1500-10000
Strontium 70-400
Zinc 3000-4000
IV.6.Vitamines

Les vitamines sont souvent classées en deux groupes selon leur solubilité dans I'eau ou dans
la matiere grasse, on trouve les vitamines liposolubles (A, D, E et K) et les vitamines hydrosolubles (B
et C). L’intérét de cette fraction est lié a son réle dans la croissance, I'entretien et le fonctionnement de
l'organisme. Méme avec des taux assez faibles, le lait peut constituer une source de vitamines variées
(Tableau 9).

Le lait est une source importante des vitamines B. Elles sont stables a diverses conditions de
chauffage et de traitement du lait. Cependant, la vitamine B2 est sensible & la lumiére et en cas
d’exposition au soleil le lait développe un défaut de saveur. La teneur du lait en vitamine C est tres faible

et elle est inactivée par traitement thermique.

L’activité naturelle de la vitamine A dans le lait est d{ au rétinol et au pigment 3-carotene. Leur
niveau ainsi que celui de la vitamine D et E varie dans le lait en fonction de la saison et de I'alimentation.
La vitamine D est importante pour la santé des os et la vitamine E est un antioxydant. Cependant, la
vitamine K est présente dans le lait, mais son réle nutritionnel diététique est mineur. Les vitamines
liposolubles se trouvent dissoutes dans la matiére grasse du lait et se trouvent ainsi en abondance dans

le beurre et la créme [53].
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Tableau 9 - Concentrations en vitamines du lait de vache [40].

Vitamines

Moyennes en mg/l

Vitamines hydrosolubles

B1 (Thiamine) 0,42
B2 (Riboflavine) 1,72
B6 (Pyridoxine) 0,48
B12 (Cobalamine) 0,0045
Acide nicotinique 0,92
Acide folique 0,053
Acide pantothénique 3,6
Inositol 160
Biotine 0,036
Choline 170
C (Acide ascorbique) 8
Vitamines liposoluble
A 0,37
B-Carotene 0,21
D (Cholecalciferol) 0,00088
E (Tocophérol) 11
K 0,03
IV.7. Enzymes

2019

Naturellement le lait cru contient des faibles teneurs en enzymes (phosphatase alcaline, la

plasmine et la lipase), et elles ont toutes un intérét industriel.

La phosphatase alcaline est une enzyme thermolabile, son absence dans le lait aprés la

pasteurisation, constitue un indicateur de I'efficacité de ce traitement thermique. Quant a la plasmine,

stable a la température de pasteurisation, peut hydrolyser les B- et asi-caséine dans le lait et pendant
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la maturation des fromages. Le lait contient aussi des lipases avec divers pH optimums. Ces enzymes
sont liées au métabolisme de la matiere grasse et a la détérioration de la qualité des produits laitiers.
Le lysozyme et la lactoperoxydase sont caractérisés par leur activité bactéricides contre les bactéries
gram-positives [53]. On peut les considérer comme les premieres défenses du lait contre le

développement de bactéries apres la traite.
I\VV.8. Variation de la composition du lait

La composition du lait varie en fonction de divers facteurs qui sont liés a I'animal producteur,
au milieu et a la conduite alimentaire et sanitaire des troupeaux. Ces facteurs affectent la quantité et la
qualité du lait produit. Face a certains facteurs comme le stade physiologique et la saison, I'éleveur n’a
aucun moyen de maitrise. Mais, il se trouve dans I'obligation de savoir I'effet de ces facteurs sur la

gualité et la quantité du lait produit.

Le Tableau 2 montre les variations existantes entre quelques espéces. Les résultats
mentionnés sont des résultats des laits de mélange. Mais en étudiant les laits individuels d’autres
facteurs s’ajoutent. Outre les changements que le lait subit au stade de I'animal, d’autres changements

peuvent avoir lieu aux cours du traitement du lait.
IV.8.1.Variation au stade de I’animal

Race : les variations de la qualité du lait entre les espéces productrices sont liées en grande
partie aux besoins du nouveau-né. Par ailleurs, des effets liés & la race peuvent aussi influencer la
gualité du lait produit [50].

Individu : Dans la méme race, les laits produits n’ont pas la méme composition, méme pour
des conditions de productions identiques. Les aptitudes des vaches a produire des laits riches en

matiére protéique ou en matiére grasse sont de nature génétiques et elles sont héréditaires [50].

Stade physiologique : L'effet du stade physiologique de la vache est marqué par une
richesse qui évolue inversement a la quantité produite. Ce phénomeéne est lié en partie a I'avancement
du stade de lactation, qui diminue la persistance de la production laitiere. La teneur en matiére grasse
et en protéines est maximale pendant les premiers jours de lactation, minimales au cours du 2é¢me et |e
3¢me mois de lactation, et apres évolue progressivement jusqu'a la fin de la lactation. La proportion des
caséines dans les protéines reste pendant toute la lactation quasi-constante a hauteur de 80 %.
Cependant, la composition de la matiére grasse du lait varie au cours du stade de lactation, cette
variation est caractérisée par une augmentation de la teneur en acides gras a chaines courtes au

détriment de ceux a chaines longues [29].

Saison : Les variations observées dans la qualité du lait au cours de la saison sont en étroite

relation avec l'alimentation et le stade physiologique. L’effet propre de la saison a pu étre mis en
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évidence avec l'aide des méthodes statistiques. La production laitiére est maximale au mois de juin et
minimale en décembre. A l'inverse, les taux de matiéres grasses et de protéines sont les plus faibles
en été et plus élevés en hiver. cette variation est principalement liée a la durée du jour, avec un double
effet : les longues journées permettent a la vache d’ingérer plus d’aliments et de produire plus de lait
mais la longue durée d’exposition de I'animal a un effet négatif sur I'’équilibre hormonale de la vache

aboutissant a un lait moins riche [29].

Alimentation : Constitue un facteur important que I'éleveur doit gérer de facon optimale. Avec
une alimentation rationnelle, ni suralimentation ni insuffisance alimentaire, le rendement laitier est régulé

sans perturbation de la santé et de I'équilibre digestif de la vache laitiére.

L’effet de I'alimentation impacte fortement la composition de la matiére grasse du lait. Ainsi,
on peut agir sur la fermeté du beurre en servant une alimentation a base de fourrage vert pour produire
un beurre mou. Ou au contraire, on peut produire un beurre plus ferme en servant une alimentation a
base de betteraves et de tourteaux. Ceci est di a I'effet de I'alimentation sur la production d’acides gras

ayant un point de fusion faible ou élevé [50].

Nombre de traite : Au cours de la traite de la vache, le premier lait produit est pauvre en
matiére grasse mais augmente jusqu’a la fin de la traite. Il faut donc veiller a la vidange totale de la

mamelle pour ne pas provoquer un écrémage du lait.

Certes, le nombre de traite conduit a un accroissement de la quantité de lait produit et la teneur
en matiére grasse. Mais pour des raisons purement économiques les éleveurs pratiquent seulement
deux a trois traites par jour. En cas de deux traites par jour, ce qui est généralement pratiquée, le lait
de la traite du matin est plus abondant et moins riche en matiere grasse par rapport au lait de la traite
du soir [50].

IV.8.2.Variation au cours du traitement du lait

Pour inhiber des changements au niveau de la composition du lait on applique généralement
un refroidissement du lait a 4°C. Dans certain élevage, le refroidissement du lait est réalisé directement
apres la traite. Le respect de la chaine du froid pendant le transport et le stockage est primordial pour

préserver la qualité de ce produit fragile.

Au cours du traitement du lait, la composition et les propriétés du lait changent. Ces
changements peuvent étre recherchés par le procédé appliqué ou encore le résultat d'un effet

indésirable qu’on ne peut pas éviter.

Traitements thermiques : Les traitements thermiques sont pratiquement appliqués, pour tuer
les bactéries néfastes qui causent beaucoup de changements chimiques et autres dégéats et dont la
prolifération dépond de la température et du temps de traitement. La pasteurisation basse température

peut éliminer les bactéries pathogénes et inhibe 'activité de certaines enzymes sans, pour autant, avoir
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des effets considérables sur la composition du lait. Au contraire, la pasteurisation haute température
permet I'élimination de toutes formes végétatives, I'inactivation de la plupart des enzymes et agit méme
sur la solubilité de certaines protéines du lactosérum qui deviennent ainsi insoluble dans la phase

aqueuse.

La stérilisation est censée tuer tous les microorganismes et les spores. Ce traitement sévere
provoque beaucoup de changements de la composition du lait comme le brunissement non-
enzymatique, l'inactivation de toutes les enzymes et la production de I'acide formique. Quant au
traitement UHT, il est considéré comme une stérilisation avec minimisation des effets sur la composition

chimique du lait. Pour ce traitement, certaines enzymes restent actives.

Séparation : La séparation du lait est basée sur la différence entre masse volumique de la
creme et celle du lait écrémé. Cette séparation est réalisée par le passage du dans un séparateur dit
écrémeuse. A la sortie du séparateur le lait devient écrémé et contient 0,05 a 0,08% de matieres grasse.
L’intérét de cette opération unitaire est lié¢ aux opérations de standardisation du lait en fonction du produit
a fabriquer. L’écrémage du lait s'Taccompagne d’'une élimination de boues qui contiennent plus de 60%
de matiere seche avec plus de 80% de matiéres azotes [54].

Homogénéisation : L’homogénéisation du lait a pour but de réduire la taille des globules gras.
Elle inhibe la remontée de la matiére grasse qui se trouve ainsi dispersée dans le lait. En fait,
’'homogénéisation entrainait I'adsorption des caséines et des protéines de lactosérum a la membrane
des globules gras, ce qui conduit a la formation de petites particules micellaires, difficilement
sédimentables par centrifugation [55]. On distingue deux types d'homogénéisation une partielle et
l'autre totale. Cette derniére est appliquée pour les produits de longue conservation (produits stérilisés).
Quant a 'homogénéisation partielle, elle est généralement appliquée pour les produits de courte durée
de conservation (produits pasteurisées). L'homogénéisation occasionnait aussi la dénaturation des
protéines de lactosérum, ralentissait les réactions enzymatiques, et en augmentant la surface de la

matiére grasse dans le lait, celle-ci deviens plus accessibles ou lipases [56].

Evaporation : C’est I'élimination de I'eau pour produire un lait concentré. Elle est
généralement appliqguée a basse pression pour limiter les dégats liés aux traitements thermiques. Cette
concentration cause divers changements dans le lait, causé principalement par la réduction de I'activité
de I'eau, la diminution du pH et les changements de I'équilibre salin [46]. Le préchauffage généralement
appliqué avec ces procédés conduit a la dénaturation des protéines du lactosérum et leur association
avec les caséines. Pendant I'évaporation la taille des micelles des caséines augmente a cause de
'agrégation des micelles de caséines et de I'association des protéines du lactosérum avec les caséines
[57].

IVV.9.Composition microbiologique du lait
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Le lait constitue un aliment complet pour le nouveau-né, et constitue aussi un excellent milieu
de croissance pour divers microorganismes. Avec son pH proche de la neutralité et sa richesse en eau
et en constituant biochimiques, le lait peut étre considéré comme un véritable milieu de culture. Presque

tous les microorganismes y trouvent les éléments nécessaires pour leur croissance et développement.

En labsence de mammites, le lait est sécrété exempte de microorganismes, les
contaminations se produisent ultérieurement par différentes sources. Les sources de contaminations
sont principalement liées a I'hygiéne du pis de la vache, des équipements de traite et des ustensiles
utilisés. La qualité microbiologique du lait dépend de la maitrise des sources de contaminations depuis

le producteur jusqu’au consommateur.

Les sources de contaminations les plus communes sont associées aux équipements laitiers
(machine de traite, conduites, tank de stockage et citerne de transport). Un mauvais nettoyage laisse
des résidus laitiers dans ces équipements ce qui permet un excellent environnement pour la croissance
des bactéries. Les bactéries qui se développent dans ces résidus contaminent par la suite les laits qui

en entrent en contact.

Les micro-organismes présents dans le lait peuvent étre divisés en trois groupes : les
microorganismes pathogénes et producteurs de toxines, les microorganismes d’altération (saprophytes)
et les microorganismes utilisés pour la production des produits fermentés et donc ayant un intérét a
I'échelle industrielle. Mais, il faut noter que certains microorganismes peuvent a la fois appartenir a deux
de ces groupes cités, c’est le cas des bactéries lactiques qui peuvent causer des dégradations et étre
utilisées pour la fermentation du lait.

Les microorganismes pathogénes : Les micro-organismes pathogénes sont responsables
d’intoxication ou d’infection. La croissance de ces bactéries est inhibée par le refroidissement du lait et
par le phénoméne de compétition entre microorganismes. Cette compétition est trés marquante en cas
de présence de bactéries lactique, qui en plus de I'acide lactique produisent des agents inhibiteurs pour

ce genre de microorganismes.

Les risques associés a la présence de ce genre de microorganismes dans le lait, dépendent
de la charge initiale lors de contamination du lait. La plupart d’entre eux se développement lentement

(Mycobacterium, Brucella, ...) et d’autre ne peuvent pas se développer dans le lait (virus).

Les microorganismes d’altération : L'altération du lait et des produits laitiers se manifeste
par des odeurs et des saveurs désagréables et des changements au niveau de la texture. Les principaux
micro-organismes d’altération du lait et des produits laitiers sont les bacilles gram-négatives
(Pseudomonas et coliformes), les bactéries sporulées gram-positives (Bacillus et Clostridium), les

bactéries lactiques, les levures et les moisissures.

Les microorganismes de la fermentation : Pour I'élaboration de produits laitiers fermentés,

fromages et yaourts, on utilise des sélections de bactéries lactiques et d’autres microorganismes. La
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sélection est basée sur les caractéristiques recherchées dans les produits a fabriquer, comme 'arbme,
la vitesse d’acidification et aussi d’autre critére technologique comme la résistance aux bactériophages
et a la chaleur. Les principaux microorganismes de ce groupe sont les bactéries lactiques qui jouent un
role essentiel dans les industries laitieres. Elles peuvent étre utilisées seules ou en association avec
d’autres microorganismes surtout en fromagerie. On y distingue des bactéries lactiques
homofermentaires qui ne produisent que I'acide lactique lors de la dégradation du lactose, et les hétéro-

fermentaires qui produisent en plus, d’autres constituants tel que des substances aromatisantes.
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Chapitre 2 : la spectroscopie infrarouge et
chimiomeétrie.

. Introduction

La spectroscopie infrarouge (IR) est 'une des techniques spectroscopiques la plus utilisée
pour la I'identification et la quantification des composés. Elle est basée sur I'absorption du rayonnement
infrarouge par les matériaux. Le but principal de l'analyse spectroscopique IR est de déterminer les
groupes fonctionnels chimiques que contient un échantillon. De maniére générale, les méthodes
spectroscopiques sont basées sur des aspects physiques pour caractériser la matiere [58]. Différents
groupes fonctionnels absorbent des fréquences caractéristiques du rayonnement IR. Ainsi, la
spectroscopie IR est un outil important et populaire pour I'élucidation structurelle et l'identification des

COmMposes.

Le développement technologique a permis I'exploitation des spectres infrarouge et I'évolution
technologiques des détecteurs IR a permis une meilleure détection du rayonnement et un
raccourcissement des délais de réponse. Les progrés de la spectroscopie infrarouge ont toujours été
liés au développement des instruments de mesure [59]. Ce développement a permis de mieux détecter

ce rayonnement et d’obtenir une réponse d’une maniére de plus en plus rapide.

La spectroscopie infrarouge renseigne sur les groupements fonctionnels, mais elle peut étre
avantageusement combinée aux méthodes chimiométriques pour extraire de I'information cachée dans
les spectres infrarouges. La nomination « chimiométrie » est d’origine anglais « chemometrics »,
nouvelle discipline reliant au départ, analyse de données dans la chimie analytique. Les objectifs de
cette discipline sont multiples, ils s’incluent La description et I'exploration des données, la classification,
la modélisation et I'optimisation des conditions expérimentales. Actuellement, il recouvre I'application
des méthodes statistiques et informatique a 'ensemble des données, soit de la chimie, de la physique,

des sciences de la vie et de 'économie.

ll. La Spectroscopie Infrarouge

[I.1. Historique

L’histoire de la spectroscopie IR a commencée avec I'expérience de Herschel avec un
thermometre ¢a fait 200 ans. Avant cette expérience I'IR était inconnu, W. Herschel I'a découvert le 11
février 1800 a la suite de ces expériences sur la diffraction de la lumiére du soleil par un prisme et les
mesures effectuées sur la température de chaque couleur. Ensuite, Il a construit un monochromateur
utilisant un thermomeétre comme un détecteur afin de mesurer la distribution de I'énergie dans la lumiére
du soleil. Il a constaté que la température la plus élevée était juste au-dessous du rouge, ce que nous

appelons maintenant l'infrarouge. Par la suite la caractérisation du rayonnement infrarouge et la mise
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au point d’instruments de détection de ce rayonnement est le résultat de I'apport considérable des
travaux de H. Rubens, professeur a l'université de Berlin. Les études des interactions de la matiére
avec les ondes électromagnétiques étaient paralléles avec le développement relatif a la lumiére. Ceci

a permis de tracer le début de la spectroscopie [60].

Ces études se basent sur I'émission et 'absorption atomique que Balmer a renforcée en 1885
par la caractérisation du spectre de I'atome d’hydrogéne ou quatre raies lumineuses ont été observées.
En 1913, le physicien Niels Bohr a été le premier a formuler une théorie décrivant les spectres de raies
observées dans la lumiére émises d'une lampe a décharge de I'hydrogéne. Il s’est basé sur ces
observations pour suggérer que les atomes perdent ou gagnent de I'énergie sous la forme de « quanta
». Les théories relatives & la lumiére ont connu une trés forte évolution dans les années 1900, avec le
concept du corps noir élaboré par Planck. Il a supposé qu’un oscillateur de fréquence naturelle v ne
pouvait donner ou recevoir de I'énergie que par paquet d’amplitude E. Hypothése de quantification de
I'énergie, confortée par I'étude de I'effet photoélectrique (I'énergie cinétique d’électrons émis) a partir
d'une surface métallique soumise a une lumiére visible ou ultra-violette, est proportionnelle a la
fréquence de la lumiére et non a son intensité. Albert Einstein a expliqué ce phénoméne en 1905, en

proposant que I'énergie d’un faisceau lumineux est liée a sa fréquence (Equation 1).
Equation1: E = h.v

Avec h est la constante de Planck (h =6.626x10734 J.s) et v est la fréquence de la lumiére.

Bien gu'un certain nombre d'expériences sur le proche infrarouge aient été effectuées au
début des années 1920, ce n’est qu’au milieu des années 1960 que la spectroscopie proche infrarouge
(PIR) ou Near infrared (NIR) ait été pratiguement utilisée. C'est Karl Norris du ministére de I'Agriculture
des Etats-Unis qui a reconnu le potentiel de cette technique analytique et a introduit la spectroscopie
proche infrarouge dans la pratique industrielle [61]. Et depuis les années 1970, la spectroscopie dans

le domaine infrarouge a pris de plus en plus d'importance.

II.2. Bases de la spectroscopie infrarouge

[1.2.1. Natures et propriétés des radiations infrarouges

Le spectre électromagnétique est généralement divisé en plusieurs régions : les rayons
gamma, les rayons X, l'ultraviolet, le visible, I'infrarouge, les microondes et les ondes radios fréquences
(Figure 6). Le domaine infrarouge s’étend de 0.8 um a 1000 um. Il est divisé en trois zones selon la
fréquence: Le proche infrarouge (PIR) (0,8 a 2,5 um soit 12500-4000 cm-1), le moyen infrarouge (MIR)
(2,5 a 25 pum soit 4000-400 cm?) et le lointain infrarouge (LIR) (25 a 1000 um soit 400-10 cm?) (Figure
7).
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Figure 6 - Spectre électromagnétique[62].

La caractérisation moderne de la lumiére révéle qu'elle a une double nature. Cela signifie que
certaines qualités de la lumiére sont mieux expliqguées si nous décrivons la lumiére comme étant
constituée de particules en mouvement, souvent appelées photons ou quanta. Le concept quantique
(corpuscule) permet de décrire les interactions énergétiques de la lumiére avec la matiére au niveau
moléculaire. Une radiation lumineuse a des comportements des corpuscules appelés photons, ces
photons ont la capacité de transporter une quantité d’énergie finie en fonction de la fréquence de la
radiation [62].

La lumiére infrarouge est une radiation de nature électromagnétique, elle est caractérisée par
les quatre grandeurs décrivant les ondes électromagnétiques : la période, la fréquence, la longueur
d’'onde et le nombre d’onde. La lumiére infrarouge posséde aussi les caractéristiques de la lumiére, a
savoir la propagation, la réflexion, la réfraction, I'interférence, la diffraction, la diffusion et la polarisation.
L’absorption de lumiére par la matiére conduit a des transitions de type vibrationnelles au niveau des
molécules. La spectroscopie infrarouge s’intéresse a ces vibrations lorsque la matiére est soumise

précisément aux radiations infrarouges.
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Figure 7 - Domaines spectraux du rayonnement électromagnétique.

[1.2.2. Principe de la spectroscopie infrarouge

Le principe de la spectroscopie infrarouge a été détaillé notamment par Bertrand [7] et
Rouessace [63] Lorsqu’'une molécule est irradiée par un rayonnement infrarouge, elle peut absorber
partiellement et sélectivement ce rayonnement. Les liaisons chimiques qui la composent doivent étre
considérées comme des oscillateurs anharmoniques, car une liaison n’est pas parfaitement élastique.
La spectroscopie infrarouge est basée donc sur l'absorption d'un rayonnement infrarouge par le
matériau analysé. Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons chimiques,

d'effectuer I'analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau.

La spectroscopie IR est basée sur l'interaction de la lumiére IR avec le nuage électronique
des liaisons chimiques. Généralement dans la majorité des spectroscopies optiques comme la
spectroscopie de fluorescence, I'absorption d’énergie permet a un électron d’une liaison chimique de
passer d’'un état fondamental & un état excité. Dans le cas de la spectroscopie d’absorption IR, le
rayonnement émis par la source polychromatique n’est généralement pas assez énergétique pour
provoquer des transitions électroniques, mais il induit des transitions entre les niveaux d’énergie

vibrationnelle.

Lorsque la longueur d'onde (I'énergie) apportée par le faisceau infrarouge est voisine de
I'énergie de vibration de la molécule, cette derniére va absorber le rayonnement et on enregistrera une
diminution de l'intensité réfléchie ou transmise. Le rayonnement infrarouge fournit des quanta d’énergie
pouvant provoquer la transition des électrons entre les niveaux de rotation et de vibration des liaisons

atomiques mais ne peut pas provoquer des transitions entre les niveaux électroniques.

Généralement le domaine du moyen infrarouge correspond au domaine d'énergie de vibration

de la majorité des molécules organiques et inorganiques.
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[1.2.3. Fondement théorique de la spectroscopie infrarouge

La premiére formule reliant la vitesse de lumiére c, la longueur d’onde 4 et la fréquence v d’'un

rayonnement en mouvement dans le vide, est donnée par I'Equation 2 :

i c
Equation 2 : A==
v

Les énergies qui constituent I'énergie interne d'une molécule (I'énergie éventuelle de
translation, I'énergie de rotation, I'énergie de vibration et I'énergie électromagnétique) sont quantifiées.
Elles ne prennent que des valeurs discrétes, et le photon émis sera absorbé par le matériau, s'il permet
a la molécule constituant ce matériau de passer de I'état initial (E{) a I'état excité supérieur (E;). Le
photon apporte I'énergie hv qui est exactement égale a la différence d'énergie (E, — E,) entre les deux

états. Cette énergie est donnée par 'Equation 3 :
Equation3: AE = E, — Eq{ = hv

Le rayonnement émis d’'une maniére continue, sera diminué a la fréquence (v), et donc il est
absorbé (apparition d'une bande d'absorption). L’analyse en spectroscopie infrarouge est basée sur
'absorption d’'une lumiére émise par le matériau a analyser. |l en résulte une absorption d’énergie au
niveau des différentes liaisons moléculaires. L’intensité de la lumiére absorbée ou transmise suit la loi

de Béer-Lambert illustrée dans I'Equation 4 :

Equation4: A = log (%) =K.P.C

Avec: T = (IL) ; A : absorbance ou densité optique ; T : transmittance ; P : épaisseur ou trajet
0

optique ; K: constante fonction de I'analyte (extinction molaire) et € : concentration de la matiére

absorbante.

Dans la phase d’analyse, la mesure de l'intensité (I) se fait soit par rapport a 'air soit par
rapport aux constituants de la matrice, excepté I'élément recherché. Dans ces conditions, I'absorbance

est donnée par 'Equation 5 :

Equation5: A = log (Télch) —log (Tsltd) = log (%)

Avec : Ty, Transmittance dans l'air ou le blanc (référence) et T, : transmittance dans

I’échantillon.

11.2.4. Vibrations des molécules
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D’aprés Banwell [64], la spectroscopie vibrationnelle étudie la réponse de la matiére
lorsqu’elle est irradiée par des ondes électromagnétiques dans le domaine d’ultraviolet, du visible et
d’infrarouge. Lorsqu’une molécule est irradiée par la lumiére, elle va absorber de I'énergie pour passer
d’'un état d’énergie dite initial a un état d’énergie excité dite supérieur. Les transitions qui sont observées
au cours du phénoméne d’absorption : une transition électronique caractérisé par le passage d’'un
électron a une orbite supérieure, une transition vibrationnelle ou il y'a une augmentation de 'amplitude
de vibration entre les atomes et une transition rotationnelle dont une modification de la vitesse de

rotation des molécules sur elles-mémes.

Les types de bandes de vibrations sont des bandes fondamentales qui sont enregistrées dans
le moyen infrarouge et elles résultent du passage d’'un niveau initial au premier niveau excité. Les
bandes harmoniques se retrouvent dans le proche infrarouge, elles correspondent au passage de I'état
initial aux niveaux énergétiques supérieurs [65]. Les bandes de combinaison sont le troisieme type et
sont aussi présents dans le proche infrarouge, elles résultent soit de la somme ou de la différence de

deux vibrations fondamentales.

La condition principale pour qu’une molécule interagit avec un rayonnement infrarouge (IR)
est que la molécule forme un dip6le. Ce dernier a lieu si la molécule comporte des atomes de charges
différentes. Si c’est le cas, la molécule forme un dipdle continu et la liaison chimique est dite polaire. Le

moment dipolaire u est donné par L’Equation 6:
- . — 3
Equation6: U = (. d

Avec : q est la charge absolue portée par chacun des deux atomes et d est la distance entre

les atomes.

La molécule est qualifiée d’active en infrarouge s’il y a un changement du moment dipolaire.
Les charges électriques des molécules homonucléaires (constituées de deux atomes identiques) sont
les mémes. Les centres de gravité des charges sont superposés. Dans ce cas, le moment dipolaire est
égal a zéro méme si la molécule est en vibration. Donc, la molécule est inactive en infrarouge.

Les bandes d’absorption sont apparues a la suite de la diminution de I'énergie de la lumiére
infrarouge, apres avoir interagit avec la matiere. Le MIR comporte la majorité des bandes d’absorptions.
Les fréquences de vibration [66] sont en fonction de la masse réduite de la molécule (u) et la constante
de force de liaison (k), ainsi que d’autres facteurs a savoir, la conformation des molécules,
I'électronégativité des atomes environnants, les liaisons dihydrogene et les effets stériques. La Figure

8 représente des modes de vibrations moléculaires.

Les variations vibrationnelles et rotationnelles sont les formes d’absorption des rayonnements

infrarouge, au sein de la molécule. En général, deux types de vibrations peuvent étre mis en ceuvre :
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e L’élongation ou deux atomes s’éloignent I'un de I'autre.
e La déformation (flexion) provoque une modification des angles de liaison et qui

comporte le cisaillement, le balancement, la rotation plane et la torsion.

Généralement, les élongations sont situées dans une gamme de nombres d’onde supérieure
a celle des déformations [67]. Pour simplifier la présentation de la théorie vibrationnelle, on va voir

d’abord, le modéle le plus simple qui considére une molécule diatomique en vibration et ensuite étudier
le modéle poly-atomique.

Elongation Elongation

Ay A Flexion
asymetrique symetrique

i N /.\ \./
d 2J 230

Figure 8 -Modes de vibrations moléculaires.

[1.2.4.1. Le modeéle diatomique

Le modéle diatomique se modélise par deux masses m, et my constituant la liaison
moléculaire. Dans ce cas, une élongation de la molécule est le seul mode de vibration possible.

L’énergie de transition entre les niveaux de vibration peut prendre la valeur E donnée par 'Equation 7:
. ) ] — h [k 1
Equation7: E = ﬁ\/g(N +7)
Avec : N est le nombre quantique de vibration (N =0, 1, 2, ...), k la constante de force de la
liaison (en N.m1) et u la masse réduite exprimée en Kg, et elle est donnée par 'Equation 8:

, ] maymp
Equation 8: U = At Tn
myp+mp

Avec : myet my étant les masses des deux atomes de la liaison.

Il est admis que les liaisons sont parfaitement élastiques dans ce modéle. Alors que, si
'amplitude des vibrations devient importante, ces liaisons peuvent se briser [67]. Par conséquent, la

forme d’énergie E sera plus compliquée que celle donnée par I'Equation 7.
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[1.2.4.2. Modele poly-atomique

Dans le modele poly-atomique, plusieurs modes de vibrations sont permis : L'élongation des
liaisons, déformation des angles et la déformation hors plan.

Une molécule contenant N atomes aura 3N-6 degrés de liberté de vibration et 3N-5 pour les
molécules linéaires. Généralement, les liaisons moléculaires n'absorbent pas I'énergie lumineuse
infrarouge, méme si la fréquence de la lumiére incidente correspond a la fréquence propre de la liaison.
Seulement les liaisons, qui présentent un moment électrique dipolaire non nul, sont actives dans

l'infrarouge.

11.3. Spectroscopie Moyen Infrarouge (MIR)

[1.3.1. Caractéristique de la spectroscopie moyen infrarouge

En spectroscopie infrarouge, on s’intéresse aux différentes vibrations des liaisons. La
spectroscopie MIR est caractérisée par une résolution fine des pics qui lui confére plusieurs avantages.
Tout d’abord, la finesse des raies permet d’identifier facilement le type de liaison rencontré et méme de
quantifier un composé en fonction de l'intensité des signaux. Un autre avantage important des spectres
MIR est qu’ils apportent des informations sur I'état physico-chimique de différents composants comme
la cristallinité, I'oxydation, ou encore la phase, qui peuvent étre utiles pour étudier les changements
causeés par le traitement ou le stockage [8].

Les applications MIR en agroalimentaire se développe, suite a 'apparition d’appareils basés
sur la transformée de Fourier et de nouveaux dispositifs de présentation des échantillons plus pratiques
[62]. Plusieurs problémes d’authentification ont été étudiés par ce type de méthode ; par exemple la
guantification des adultérants de I'huile d’olive [68], ou encore la discrimination des différents types de
fruits dans les purées [69] ou les confitures [70], et enfin la discrimination des différentes variétés de
café [71,72]. Au niveau du contrdle qualité de la production, une étude polonaise [73] s’est intéressée

a I’évolution de la teneur en phospholipides lors de la production d’huile de colza.
[1.3.2. Interprétation d’un spectre moyen infrarouge

Généralement, le spectre MIR est constitué de bandes d’absorption qui proviennent des
modes de vibration des groupements fonctionnels fondamentaux. L'interprétation des spectres est faite
d’'une fagon empirique, autrement dit, elle consiste le plus souvent, & comparer les résultats obtenus
avec ceux cités dans la bibliographie. Cette derniére est fondée essentiellement sur 'analyse des
molécules isolées par spectroscopie MIR. La position des bandes est en fonction de la nature de liaison

(vibrateur) et son environnement
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Les liaisons entre atomes plus lourds vibrent a plus basse fréquence, alors que les liaisons
entre atomes légers vibrent a plus haute fréquence. Selon la loi de Hook (Equation 9), la fréquence v

et la masse réduite u sont inversement proportionnelle.

) k mym;
Equation9: UV = — [— avec U = —
2wl u mq+ my

Avec k : constante de la force de liaison et m; et m,: masses des atomes liés.

L’intensité de la bande d’absorption est variable en fonction de la concentration, de la nature
et de la polarité de la liaison. La fréquence de vibration est influencée par de nombreux facteurs externes
ou internes a la molécule (taille et électronégativité des atomes environnants, liaisons hydrogéne, effet
stérique et conformation). Ces facteurs sont considérés comme un avantage, parce qu’ils permettent

une forte sélectivité et par conséquent, facilitent 'analyse et I'identification spectrale [74].

D’'une maniére indépendante de leurs environnements, des groupements fonctionnels
absorbent habituellement, la lumiére infrarouge dans la méme région. Ainsi, les vibrations d’élongation
caractéristiques de la liaison C-H apparaissent presque toujours entre 3200 et 2800 cm-, les vibrations
d’élongation du carbonyle (C=0) entre 1800 et 1600 cm, alors que les bandes des cycles aromatiques

apparaissent en deca de 1000 cm,
En général, le spectre moyen infrarouge est divisé en quatre régions [75]:

e La région qui s'étend de 3700 a 2500 cm?' est nommée région d’élongation
d’hydrogéne parce que les vibrations d’élongation des liaisons C-H, O-H, et N-H

apparaissent dans cet intervalle de nombres d’onde.

e Larégion d’élongation des doubles liaisons allant de 2000 & 1600 cm-1 et on y trouve
les bandes des liaisons C=C, C=0, et C=N.

e Larégion étalant de 1600 a 1000 cm-! est la région d’empreinte digitale. Cette région
est tres complexe et difficile a interpréter a cause du grand nombre de bandes
d’infrarouge qui s’y trouvent (les vibrations d’élongation des liaisons simples C-O, C—
C et C-N, vibrations de déformation de la liaison C—H, et quelques bandes relatives
aux cycles de benzéne). L'utilité de ce dernier est que les nombreuses bandes

peuvent servir comme une empreinte digitale pour des molécules.

e Larégion allant de 1000 a 400 cm-1, est appelée parfois la région aromatique, car les
bandes intenses caractéristiques des cycles de benzéne sont présentes dans cette

région.
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II.4. La spectroscopie proche infrarouge (PIR)

[1.4.1. Bandes harmoniques et bandes de combinaison dans le proche

infrarouge

Les premiers spectres en proche infrarouge sont enregistrés en 1881, mais sa découverte
peut étre attribuée a William Herschel pour son travail présenté en avril 1800 "Experiments on the
Refrangibility of the invisible Rays of the sun". Les domaines de longueur d'onde de rayonnement en
proche IR s’étendent de 4000 a 12000 cm-1. Les vibrations des liaisons interatomiques moléculaires
n'obéirent pas exactement aux lois décrites par le modéle harmonique. La liaison interatomique qui
vibre généralement a plusieurs fréquences (fondamentales, harmoniques), est I'important résultat de
'anharmonicité. La localisation des bandes harmoniques est en général Iégerement inférieure a un

multiple entier de la fréquence fondamentale.

En plus des bandes harmoniques, il en résulte une absorption due a l'interaction de deux ou
plusieurs modes de vibration pour un méme groupement fonctionnel : les bandes de combinaison. Dans
ces transitions, la lumiére excite deux ou plusieurs vibrations simultanément et induit donc une transition
a une fréquence presque égale a la somme des fréquences de ces transitions [76]. Ainsi, les bandes
d'absorption sont des bandes fondamentales pour les liaisons chimiques telles que C-H, N-H, O-H....
dans le moyen infrarouge (une bande par liaison). Et ce sont des bandes harmoniques de ces mémes

liaisons qui sont présentes dans le proche infrarouge (plusieurs bandes pour une méme liaison).
11.4.2. Absorptions spécifiques dans le proche Infrarouge (PIR)

Les groupements chimiques présentant une absorption dans la région du PIR sont
principalement de la forme X-H, avec X correspondant aux atomes de carbone, d'oxygéne, de soufre

ou d'azote et H correspond a I'atome d’hydrogéne (Figure 9).

Les bandes d'absorption en PIR sont caractérisées par des pics larges et sont souvent
exprimées en nanomeétres. Par conséquent, une petite variation dans I'échelle des longueurs d'onde ne
changerait pas fortement l'intensité du rayonnement absorbée. Ce qui constitue un avantage pour les
applications analytiques qui sont basées sur la mesure de la lumiére absorbée en fonctions des

longueurs d'onde.

Les bandes de combinaisons et les bandes harmoniques constituent le coeur de la
spectroscopie PIR, alors que I'anharmonicité détermine la fréquence et l'intensité des bandes. Les
liaisons interatomiques ayant 'anharmonicité la plus grande, sont celles qui mettent en jeu I'atome
d’hydrogéne. Les vibrations de ces liaisons sont caractérisées par une énergie élevée et une large
amplitude [77,78].
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La spectroscopie proche infrarouge (PIR) a été abandonnée par beaucoup de
spectroscopistes "classiques". lls travaillent avec les bandes d’absorption fondamentales qui se
trouvent dans la région du moyen infrarouge (MIR), les chercheurs pensaient que les bandes
d’harmoniques et de combinaisons observées dans le PIR (entre 700 et 2500 nm ou bien entre 14300
et 4000 cm®) étaient sans importance. Dans les années 1950, Karl Norris [79] a développé les
instruments nécessaires pour étudier les propriétés de la spectroscopie PIR des matériaux biologiques
intacts. Norris, est le premier a avoir montré les intéréts de la régression multilinéaire pour extraire
l'information utile a partir des spectres PIR, dans le but de déterminer la composition d’'un échantillon
[79]. Généralement, en spectroscopie PIR, les pics sont plus larges et donc leurs résolutions sont moins
bonnes. Il est donc impossible de quantifier un composé en fonction de lintensité d’'un pic et par

conséquent, on fait souvent appel a la chimiométrie pour développer des modeéles plus complexes [79].
[1.4.3. Avantages et inconvénients de la spectroscopie PIR

La spectroscopie PIR est une analyse qui fait partie de la spectroscopie vibrationnelle. Cette
technique rapide qui ne nécessite aucune préparation d’échantillon posséde un co(t d’analyse peu
élevé. En plus cette technique est adaptée aux analyses in situ en temps réel et méme pour des
analyses a distance avec I'utilisation des fibres optiques. Ceci lui permet d’étre une méthode de choix

pour les analyses de routine a I'échelle industrielle.

Cependant, cette technique ne permet pas l'interprétation des spectres et donc ne permet pas
d’établir des corrélations structurelles sur la base des pics. Et pour les cas des mélanges cette méthode
nécessite une phase d’étalonnage longue et délicate.
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Figure 9 - Exemples de bandes d’absorption dans le proche infrarouge.

II.5. Spectroscopie infrarouge a Transformée de Fourier (IR-
TF)

[1.5.1. Spectrométre dispersif
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Les spectrometres dispersifs sont les premiers appareils congus. Leur conception date des
années 40 pour répondre a l'utilisation de la spectroscopie infrarouge en laboratoires pour caractériser

les composés organiques [8]. Ce type d’appareil est congu selon le schéma de principe représenté par

la Figure 10.
y\b—— Echantillon —'5‘—<<:
M s o 2 R
Source X [N % L% P~
: - > %, 6, %% 2, %
infrarouge - Y e o) 2,
—_— R T o Z o = %
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h———>—— Réference _)_/
N ~
-~

Figure 10 - Schéma de principe d'un spectrométre infrarouge dispersif.

Dans les spectrométres infrarouges classiques ou dispersifs, le rayon de la lumiere infrarouge
est séparé en deux. Un rayon passe par I'échantillon a analyser et l'autre par la référence et avant
d’arriver au détecteur le rayon passe par un systéeme de dispersion. Le but de ce dernier est de séparer
les fréquences de I'énergie émise a partir de la source. La dispersion des fréquences de I'énergie est
réalisée soit a I'aide d’un prisme (en chlorure de sodium utilisable jusqu’a 650 cm-! ou en bromure de
potassium utilisable jusqu'a 400 cm-1) ou a I'aide d’un réseau de diffraction (bloc de silice sur lequel on

a gravé des traits, métallique en surface). Le spectre est obtenu aprés comparaison des signaux [8].

L’intérét de I'utilisation de la référence dans ce systéme est d’éviter les fluctuations des
signaux qui peuvent avoir lieu avec le vieillissement de la source infrarouge. Pour éviter la prise en
compte du solvant dans l'interprétation des résultats, la référence correspond habituellement au solvant

qui a servi a la dissolution de I'échantillon a analyser.

Cependant, cette technique est reprochée par sa lenteur, sa relative insensibilité et sa
complexité mécanique.

[1.5.2. Spectrométre non dispersif

[1.5.2.1. Description d’un spectromeétre IR-TF

Un spectrophotométre infrarouge a transformée de Fourier comporte quatre parties

essentielles [80] :
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e Une source lumineuse : pour notre cas, le Globar est utilisé pour le moyen infrarouge.
Il est constitué d'un batonnet en carbure de silicium (SiC) et fonctionne a des

températures de 'ordre de 1500°C.

e Un dispositif permettant de générer les interférences : I'interférométre de Michelson
pour I'IR-TF.

e Un systéme de présentation de I'échantillon : ce systéme dépend de la technique

spectroscopique employée.

e Un ou plusieurs capteurs photosensibles : le spectromeétre utilisé comporte un
détecteur MCT (Mercure Cadmium Tellure). Il est constitué d’'un monocristal en alliage
de mercure cadmium tellure déposé sur un support inerte. Pour une plus grande

sensibilité, ce détecteur est maintenu a la température de I'azote liquide (77 K).
[1.5.2.2. Fonctionnement du spectrometre IR-TF

Le principe de fonctionnement est basé sur I'interaction rayonnement-matiére. Sous I'effet
d’'un rayonnement incident, une molécule absorbe de la lumiére pour passer d’un niveau d’énergie initial
E; & un niveau supérieurE,. On parle de spectroscopie infrarouge lorsqu’il y a seulement, une

modification des énergies vibrationnelles et rotationnelles des molécules.

Une vue générale d’'un spectrophotométre IR-TF est présentée par la Figure Error! Unknown
switch argument.. L'analyse s’effectue a I'aide d’'un spectrométre a transformée de Fourier [81,82] qui
envoie sur I'échantillon un rayonnement infrarouge et qui mesure les longueurs d’onde absorbées et les
intensités de I'absorption. Le faisceau infrarouge provenant de la source est dirigé vers l'interféromeétre
de Michelson qui va moduler chaque longueur d’onde du faisceau a une fréquence différente. Dans
l'interférometre, le faisceau lumineux arrive sur la séparatrice. La moitié du faisceau est alors dirigée
sur le miroir fixe, le reste passe a travers la séparatrice et dirigé sur le miroir mobile. Quand les deux
faisceaux se recombinent, des interférences destructives ou constructives apparaissent en fonction de
la position du miroir mobile. Le faisceau modulé est alors réfléchi des deux miroirs vers I’échantillon, ou
des absorptions interviennent. Le faisceau arrive ensuite sur le détecteur pour étre transformé en signal

électrique.

Le signal du détecteur apparait comme un interférogramme, c’est-a-dire une signature de
I'intensité en fonction de la position 'u miroir. L'interférogramme est la somme de toutes les fréquences
du faisceau. Cet interférogramme est ensuite converti en un spectre infrarouge par une opération

mathématique appelée transformée de Fourier.

La spectroscopie par transformation de Fourier s’est immédiatement imposée comme étant la
meilleure technique par rapport a ses concurrentes de I'’époque, du fait des nombreux avantages qu’elle

offre.
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Multiplexage (avantage e Fellgett) : Le premier d’entre eux est certainement la possibilité
d’enregistrer simultanément un large domaine spectral d’analyse a I'aide d’un unique détecteur, limité
seulement par I'étendue spectrale de la source utilisée. |l est connu sous le nom d’avantage multiplex
ou bien de Fellgett [83,84].

Etendue (avantage d Jacquinot) : Le deuxiéme avantage de la méthode, connu sous le
nom d’'avantage de Jacquinot, est celui de I'étendue géométrique. A limite de résolution identique, le
spectrométre par transformation de Fourier posséde une pupille d’entrée de surface plus grande que
les spectrometres dispersifs utilisant une fente. La quantité de lumiére transmise a travers l'instrument
est donc plus importante avec un spectrométre de Fourier, ce qui permet la réduction du temps de
mesure de un ou deux ordres de grandeurs [85].

Interféerométre de Michelson

Miroir fixe

| Source IR

| Faisceau incident e
N ®
L e

Miroir mobile

J

p==-

Separatrice de faisceau

[+—— Faisceaux combinés

Deétecteur I

Traitement
du signal

Figure Error! Unknown switch argument. - Schéma d’un spectrométre avec interférométre de
Michelson.

[1.5.2.3. Avantages et limites de la spectroscopie IR-TF

Pouvoir d résolution : Un autre avantage est la limite de résolution atteignable avec les
spectrometres par transformation de Fourier. Elle dépend de la différence de marche qu'il est possible
d’introduire entre les deux bras de l'interférométre, et peut étre jusqu’a 1 000 fois meilleure qu’'avec les
spectrometres dispersifs. De trés bonnes limites de résolution (9x10-4 cm-1) sont d’ailleurs démontrées

dés 1977 [86], en utilisant un interféromeétre dont la différence de marche maximale est de 6 m.

Avantage de Connes : La présence du laser hélium-néon permet une mesure trés précise
des nombres d’onde ce qui, associé a 'avantage de Fellgett, assure une calibration uniforme sur tout
le spectre.
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Fonction instrumentale : Elle est déterminée par la fonction d’apodisation et la dimension
de liris et peut donc étre connue trés précisément (pour autant que I'alignement optique soit parfait).

Les deux limitations principales de la spectroscopie par transformation de Fourier sont
l'utilisation de l'interférométre de Michelson et de sources lumineuses incohérentes.

L’interférométre, du fait de la course du miroir limitée, posséde une différence de marche finie,
ce qui limite la résolution susceptible d’étre atteinte par I'instrument. Dans ces conditions, mesurer un
spectre a haute résolution avec ce type d’instrument requiére un codt et un encombrement conséquent.
L'utilisation de sources incohérentes limite la sensibilit¢ de la technique, et impose des temps
d’acquisitions de plusieurs minutes, voire méme plusieurs heures, pour enregistrer des spectres a haute
résolution et avec un bon rapport signal sur bruit. La sensibilité étant un aspect trés important pour de
nombreux domaines d’applications, cette limitation en fait un systéme mal adapté pour I'observation de

phénomenes rapides ou de faible intensité.

Il est cependant possible d’améliorer la sensibilité de détection en allongeant le parcours
optique de la source lumineuse dans I'échantillon sondé. Un bon exemple étant les cuves multipassages,
comme celle de White [87]. La longueur d’interaction peut devenir alors de quelques centaines de
meétres [88], et permet d’atteindre des sensibilités de I'ordre de 107 cm-! [89]. Toutefois, 'amélioration
de la longueur d’absorption par rapport a la longueur de base de la cuve reste faible du fait de I'utilisation
d’'une source incohérente, et les grandes dimensions de telles cuves présentent des inconvénients
(difficultés a contrbler la température ou la pression) et rendent le systeme plus encombrant et inadapté
a des applications embarquées.

[1.5.2.4. Réflexion totale atténuée (ATR)

N Echantillon f' dp

./ /\\ \ — .

1I(x)

56 Said SOUHASSOU



Thése de Doctorat National 2019

Figure Error! Unknown switch argument. - Principe de la réflexion totale atténuée (ATR) sur
diamant.

La technique d’ATR est connue sous différents noms. Les plus fréquents sont ATR
(Attenuated Total Reflectance), FMIR (Frusteted Multiple Internal Reflexion) et MIR (Multiple Internal
Reflectance). La technique d’ATR a été introduite par Harrick en 1967 [90]. Lorsque la lumiére pénétre
d’un milieu M1 vers un Milieu Mz, celle-ci est diffractée selon la loi des sinus. Si M1 est plus réfringent
gue M, alors il existe un angle ¢ dit angle critique, au-dela duquel la lumiére n’est plus réfractée, mais
subie une réflexion totale. Le principe de 'ATR est détaillé sur la Figure Error! Unknown switch

argument..

L’échantillon est mis sur un cristal transparent en infrarouge, mais avec un indice de réfraction
élevé (ZnSe, Diamant, Germanium) appelé élément a réflexion interne. I;,,.c (X) est I'intensité globale

diffusée par la source en fonction du retard. Alors que, I (x) estI'intensité apres réflexion sur I'échantillon.

Le cristal est caractérisé par sa haute résistance et par lindice de réfraction qui est
généralement élevé (n,=2,43 pour le diamant par exemple), dans la majorité des cas il est supérieur a
celui de I'échantillon (ny). En premiére approche, d’aprés la loi de Descartes, la lumiere IR initiale
traverse le cristal (diamant dans 'exemple) et subit une réflexion totale a l'interface cristal-échantillon
puis orientée vers le détecteur [91]. En réalité, I'existence d’'une onde progressive appelée évanescente
peut perturber ce phénoméne. En effet, la lumiére pénétre de quelques micromeétres dans I’échantillon
qui est en contact direct avec le cristal. Par conséquent, une partie de I'énergie lumineuse est retenue

et la réflexion totale est dite atténuée [92].

La profondeur de pénétration (dp) des ondes évanescentes dans I'’échantillon est en fonction
de la longueur d'onde A4, de 'angle a d’incidence du faisceau par rapport a la normale a l'intérieur du
cristal et des indices de réfraction du cristal et de I'échantillon nommés respectivement n, etn,. La

profondeur de pénétration est donnée par la formule de Harrick, par I'Equation 10:

A

Equation 10 : dp =

2
. n
2mny [sin 2a—(—2>
n

La profondeur de pénétration est la méme pour des échantillons ayant le méme indice de

réfraction, ce qui permet de comparer aisément des matériaux de méme nature.
II.6. Analyse des données infrarouges

Les spectres IR sont riches en informations utiles qui expliquent les caractéristiques chimiques,

physigues et biochimiques des échantillons analysés, néanmoins ces informations peuvent étre parfois
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difficiles a extraire. L'utilisation des méthodes mathématiques, informatiques et d’analyse statistique
multivariée constitue une autre méthode, permettant I'extraction et I'exploitation de I'information cachée

dans les spectres infrarouges.

Les méthodes spectroscopiques sont tres employées pour I'analyse qualitative et quantitative
des constituants de produits agroalimentaires [62]. En général, quand les spectres sont bien clairs et
non superposeés, on peut calculer une concentration a partir de I'intensité du signal. Cependant, lors de
'analyse de matrices complexes, les signaux ne sont pas toujours bien définis. Par conséquent, il n’est

pas facile d’identifier et de quantifier les différents constituants.

Pour rester dans I'objectif de I'analyse spectrale, qui est d’avoir des résultats d’analyse d’'une
maniére rapide sur différents composants, il est alors nécessaire d'utiliser les méthodes

chimiométriques pour extraire de l'information pertinente.

[1l. La chimiométrie

La chimiométrie est la discipline de la chimie analytique qui utilise les méthodes
mathématiques, statistiques et les outils informatiques pour extraire des informations utiles contenues

dans les données de mesures expérimentales [93]. Cette discipline a trois objectifs principaux [94] :

e Le premier est la planification et I'organisation des expériences pour avoir le maximum

d’'information avec le minimum des essais : plans d’expériences [95].

e Le second objectif est la description et [I'exploration des données sous
forme synthétique : I'analyse en composantes principales (ACP) est l'une des

meéthodes descriptives exploratoires [96].

e Enfin, son dernier objectif est la prédiction, soit de valeurs continues tel que les
méthodes de régression comme la PLS [97], soit de classer avec une analyse

discriminante comme la PLS-DA [98].
[11.1. Prétraitements des données

D’une maniére générale, la qualité de I'échantillon [99] et les variations du chemin optique
affectent considérablement les spectres infrarouges. Pour éliminer ou diminuer ces interférences, on

fait appel a des prétraitements mathématiques qu’on applique aux spectres.

Les étapes de prétraitement interviennent avant I'établissement du modele prédictif. Les
prétraitements ont deux objectif principaux : I'amélioration du signal, et la condensation des données
pour extraire I'information pertinente. Les prétraitements visant a améliorer le signal sont, évidemment,

en relation avec le mode ultérieur d'exploitation des données spectrales. Is incluent:
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La réduction du bruit dans les spectres ;

L’élimination de I'effet des déformations de la ligne de base ;

L’affinage de la position 'es bandes ‘absorption ;

L’élimination des variations d'intensité globale sans intérét.

I11.1.1. Données centrées

Ce prétraitement consiste a soustraire a chaque valeur de la matrice la valeur moyenne de sa
variable.
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Avec : n est le nombre d’échantillons et m est le nombre de variables.

Avec ce type de traitement, on élimine les différences entre variables attribuées a la magnitude
de I'échelle.

[11.1.2. Données centrées normées (ou centrées réduites)

Ce prétraitement consiste a soustraire a chaque élément de la matrice la valeur moyenne de
sa valeur et on divise le résultat par I'écart-type de la variable.

e La moyenne de toutes les variables d’une matrice centrée normée est de 0.

e L’écart-type de toutes les variables est de 1.

Avec ce type de traitement, on élimine les différences entre variables attribuées a la magnitude
et amplitude de I'échelle.

[11.1.3. Centrage par colonne

Le centrage par colonne est un prétraitement, qui est presque toujours appliqué sur des
données spectrales. Généralement, dans une matrice, chaque longueur d'onde est représentée par une
colonne. Le centrage par colonne est une opération qui consiste a soustraire la valeur moyenne pour

chaque colonne, pour chaque longueur d'onde [99].

[11.1.4. Centrage par ligne
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Dans une matrice et par convention, chaque ligne est représentée par un échantillon. Ce
prétraitement consiste a soustraire les moyennes des lignes de la matrice X de données originales pour
réduire les fluctuations de ligne de base dans les spectres. Chaque spectre est traité séparément. Cette
méthode est habituellement appliquée quand il y a des difficultés dans la reproductivité des conditions
d'acquisition [100].

[11.1.5. Dérivées

La méthode de dérivation consiste a i) corriger les effets de la ligne de base [101] dans les
spectres et par conséquent, ii) éliminer les effets non chimiques et iii) a créer d’s modéles d'étalonnage
robustes. La dérivation peut également aider a résoudre des bandes superposées qui peuvent fournir
une meilleure compréhension des donnée’, mettant l'accent sur les petites variations spectrales dans

les données brutes.

La dérivation a été historiquement le premier prétraitement utilisé. Il existe différentes
méthodes pour calcule la dérivée :

e La dérivée par intervalle « gap dérivative » calcule la dérivée sur un intervalle de
points fixés par I'utilisateur.

e La dérivée basée sur la technique de convolution de Savitsky Golay [101]. Deux
étapes sont nécessaires pour calculer la dérivée e un point i : tout d’abord, un
polynéme de degré k est ajusté sur au moins k+1 points du spectre autour du point i.

Ensuite, la dérivée du polynéme en ce point est calculée.
[11.1.6. Correction Multiplicative de diffusion (MSC)

La Correction de Scatter multiplicatif (MSC) [99] est une méthode de transformation utilisée
pour compenser additif et/ou effets multiplicateurs dans les données spectrales. MSC est également
connu sous le nom de correction de signal multiplicatif. Elle a été concue a I'origine pour faire face a la
diffusion multiplicative dans la spectroscopie de réflectance.

Pour effectuer ce traitement, il est nécessaire d’avoir un spectre de référence. Par défaut c’est
le spectre moyen des spectres qui joue ce réle. Ainsi, les coefficients de correction sont calculés a partir
d'une régression de chaque spectre individuel sur le spectre moyen. Le coefficient a est I'ordonnée a
l'origine de la droite de régression et le coefficient b est la pente. Un modele linéaire est établi entre le

spectre et le spectre de référence selon I'Equation 11:
Equation 11 : Xi =a-+ in +

Avec : a et b sont les coefficients du modele et e; c’est I'erreur a la longueur d’onde i.
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La valeur corrigée est ensuite calculée & partir de 'Equation 12:
Equation 12 : X prgc,) i = (Xi — a)/b

111.1.7. Déviation Normale Standardisée «Standard Normal Variate :
SNV»

La SVN est une transformation dite individuelle qui élimine les effets de dispersion. Elle
s’applique au spectre individuellement sans avoir besoin d’'un spectre de référence [99]. Elle consiste
a retrancher de chaque mesure la moyenne du spectre et a la diviser par son écart-type. De ce fait, elle

ne s’applique pas aux données non-numeériques.

Le prétraitement SNV (Standard Normal Variate) réduit trés fortement les variations d'intensité

générale des spectres [100]. Les données spectrales sont centrées et réduites selon I'Equation 13 :
Equation 13: Xgnp, I = (Xi - X)/

Avec : X; est la valeur du log(%) a la longueur d’ondei, w est le nombre de longueurs d’onde,

- 1 . [P 3 .
X est la valeur moyenne du log(E) et Xgyy, i est la valeur corrigée a la longueur d’ondei.

De nombreuses études ont montré que l'utilisation des normalisations MSC et SNV

permettent d’améliorer les résultats de I'analyse quantitative [102].
[11.2. Méthodes exploratoires (non-supervisées)

Les méthodes exploratoires ont comme principal objectif de décrire les données, et ce sans
introduction des connaissances a priori sur la collection des échantillons. D’ou la nomination de non-
supervisées. En spectroscopie ont fait appel a ces méthodes pour apprécier la structure des données
et détecter la présence de spectres aberrants. Elles permettent aussi de s’assurer que les échantillons

inconnus a analyser sont de méme nature que ceux qui sont utilisés dans I'élaboration du modéle.
[11.2.1. Analyse en composantes principales : ACP

L’analyse en composantes principales (ACP) [103] est la base de nombreuses méthodes de
'analyse multivariée. C’est une méthode qui tente a trouver les directions de plus grande variabilité des
individus dans I'espace des composantes principales. L’ACP permet de déterminer les caractéristiques
principales des spectres, de les comparer entre elles et de mettre en évidence des liens entre les

variables descriptives (les absorbances aux différentes longueurs d’onde) [102].

61 Said SOUHASSOU



Thése de Doctorat National 2019

L’ACP projette le nuage de points dans un espace de représentation de faibles dimensions
[104]. Elle calcule de nouvelles variables, appelées composantes principales qui sont des combinaisons

linéaires des absorbances de départ.

Puisque I'objectif de I'analyse est la simplification, il faut choisir la dimension de I'espace de
représentation en effectuant un compromis entre deux objectifs contradictoires : prendre un espace de

faibles dimensions et conserver une variance expliquée maximale.

* Le centre de gravité du nuage de points est calculé. Il s’agit du point ayant
pour coordonnées les moyennes des coordonnées des individus. Les
données sont centrées, ce qui correspond a une translation du repére. Ainsi,

I'origine du nouveau repére est le centre de gravité du nuage initial.

+ Le premier axe principal est la droite passant par I'origine qui restitue le
maximum d’inertie, c'est-a-dire le maximum de variance. Le deuxiéme axe
est orthogonal au premier, passant par I'origine qui approxime le mieux les
données, c'est-a-dire, qui exprime le mieux la variance résiduelle. Les

composantes suivantes sont déterminées de la méme facon.

+ Ensuite, les coordonnées des individus dans le nouvel espace sont calculées.

Mathématiquement, 'ACP consiste a calculer des combinaisons linéaires des variables de
départ donnant de nouvelles composantes, appelées composantes principales qui contiennent la plus
grande partie de la variabilité de la matrice de données originales [105]. L’ACP projette les données
(données spectrales) dans un espace de représentation de faibles dimensions. Quand les données de
départ sont des spectres tels que les spectres infrarouges, les vecteurs propres associés aux
composantes principales sont équivalents a des spectres de produits purs, et les coordonnées

factorielles sont analogues a des concentrations [106].

La décomposition matricielle de 'ACP permet d’obtenir des matrices des coordonnées
factorielles (ou « scores ») et des contributions factorielles (ou « loadings »), selon 'Equation Error!

Bookmark not defined.:

Equation Error! Bookmark not defined. : X=T. PT + E

Avec : X(,p) est la matrice de données originale, T(n,K) sont les coordonnées factorielles
des individus sur les composantes principales et PT(k,p) sont les contributions factorielles des

variables originales aux composantes principales.

Le calcul des composantes principales (CPs), n'est qu'une approximation de la matrice de
données originales X ou E (n, p) est la matrice des écarts entre les valeurs des données originales et

cette approximation. Les coordonnées T et les contributions factorielles P contiennent respectivement
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toute l'information importante relative aux variables et aux objets. Les écarts E portent I'information sur

la dispersion résiduelle, qui n’est pas importante pour décrire le comportement des échantillons.

D’un point de vue géométrique, '’ACP peut étre plus facilement comprise comme une méthode
de rotation des données pour que 'observateur soit le mieux placé pour comprendre les liens relatifs
entre les individus, entre les variables et entre les individus et les variables. Les coordonnées factorielles
sont des représentations des individus sur des plans construits a partir des composantes principales,
ou I'on peut détecter des répartitions structurées des objets, la formation de groupes ou la présence

d'individus aberrants.

[11.2.2. Classification hiérarchique ascendante (HCA) : Analyse de

regroupement

L’an lyse de classification est connu sous le nom de « Cluster Analysis » qui est un terme
générique utilisé pour désigner une variété de techniques d’analyses statistique [107]. Ces techniques
de classification sont spécialement utiles dans le cadre d’exploration des donnés, afin de déduire des
tendances générales au sein des données et de proposer des pistes de futures analyses [108]. C’est
une méthode qui divise un ensemble d’objets en classes de fagon a ce que les objets similaires
appartiennent a une méme classe [109]. Il s’agit donc d’un outil utilisé pour la reconnaissance de forme
gui détecte les similitudes entre les objets en fonction de la distance qui les sépare. La distance choisie
est usuellement de type euclidien. Comme dans le cas de I'ACP, il est possible d’effectuer I'analyse sur

un jeu de données transformées (prétraitées) préalablement [110].

L’analyse en clusters (la classification hiérarchiqgue ascendante) consiste a regrouper les

individus en groupes selon un critére de similitude :

d:
Equation Error! Bookmark not defined. : Sij =100 X (1 — U )

max

Ou, d;; désigne la distance entre deux points et d,,,, la distance maximale constatée

séparant deux points [47]. La distance choisie est habituellement de type euclidien (Equation 16).

Equation 14 : d(li, Ij) = \/Zk

Puisque ces méthodes hiérarchiques associent les groupes a des degrés décroissants de
ressemblance, donc il est normal de représenter les résultats de la classification sous forme d'une

structure arborescente que I'on appelle Dendrogramme’ (Error! Unknown switch argument.).

63 Said SOUHASSOU



Thése de Doctorat National 2019

Dendrograminme

200

180 +

180

140

Dissimilarite
(5]
2

Figure 13 - Graphique d’un dendrogramme.

111.3.Méthodes prédictives (supervisées)

Les méthodes prédictives sont des méthodes statistiques qui ont pour objectif de construire,
a partir de données (dans notre cas des données spectrales), un modeéle d’étalonnage. Ce modele
multivarié permet la prédiction de grandeurs analytiques de référence a partir de données
expérimentales. En pratique, nous disposons des valeurs d’absorbances spectrales pour différentes
longueurs d’ondes qui seront utilisés pour prédire une variable Y en tenant compte de toute I'information
cachée. L’objectif est de prédire une variable Y a partir des variables X qui sont des variables spectrales

prises a différentes longueurs d’'ondes.

[11.3.1. Régression des moindre carrés partiels (Partial Least Squares :
PLS)

La régression des moindres carrés partiels fait partie des méthodes supervisées, car elle se
base sur une étape d’étalonnage. L’origine du développement de la régression PLS remonte aux
années 80 avec Wold H. [111]. Depuis, d’autre auteurs ont étudié et développé cette méthode,
notamment Martens et Naes Tenenhaus [112]. La méthode de régression PLS est actuellement la

méthode la plus utilisée dans nombreux domaines [113].

Cette méthode de régression multivariée a pour but de modéliser la relation entre variables
explicatives (X1, X2, Xz..euenn X, ; valeurs spectrales dans différentes longueurs d’onde) e une variable

expliquée Y. Le but est de prédire cette variable expliquée pour des échantillons inconnus. Cette
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approche, présente I'avantage, par rapport a la régression linéaire multiple classique, d’accepter plus
de variables explicatives que d’échantillons. De plus, lorsqu’il y a beaucoup de variables on risque
d’obtenir un modéle sur-ajusté, c’est-a-dire modélisant une partie du bruit. Correctement utilisée, la
régression PLS permet d’éviter ce phénomeéne, car étant une régression séquentielle, on peut arréter
le processus de régression avant de modéliser I'erreur. De plus, elle permet de s’affranchir des

problémes de multicolinéarité qui génent la régression linéaire multiple.

La régression PLS classique est un cas particulier de la méthode NIPALS (Non-linear Iterative
Partial Least-Squares). A chaque étape, l'information expliquée par la variable latente trouvée est
soustraite a la matrice X jusqu’a ce que la variance liée a I'information soit totalement expliquée et qu’il
ne reste plus que le bruit [97,114]. La différence majeure entre la régression PLS et la régression PCR
(régression sur Composantes Principales) est que les composantes PLS sont optimisées pour étre les

plus prédictives de Y, contrairement aux composantes principales. Le modeéle est le suivant :
Equation15: Y, . =X B, +E, .
a (nj (mm)* ™ (n)) (nj)
Ou E,, est la matrice des écarts.

Dans notre étude, la matrice X, représente les spectres des échantillons et la matrice
Y ) représente les concentrations a prédire. Mais, il faut noter la différence entre le cas ot il y a
plusieurs variables Y a prédire et le cas ou il y en a qu’une seule variable. Dans le premier cas, on parle
de régression PLS multivariée (PLS2) et dans le second cas on parle de régression PLS uni variée
(PLS1) [115]. Comme pour le cas de I'ACP, la régression au sens des moindres carrés partiels permet

de réduire les dimensions du systéme par rapport a la matrice des données de départ [116].
[11.3.2. Partial least square discriminante (PLS-DA)

En général, les méthodes de discrimination ont comme objectif de mettre en relation une
variable qualitative indiquant I'appartenance des objets a des classes et un ensemble de variables
quantitatives. Elles sont appelées aussi méthodes d’apprentissage supervisé. La méthode de
régression au sens des moindres carrés partiels discriminants (PLS-DA) est une méthode de
classification supervisée, qui est maintenant trés utilisée dans le domaine de I'agroalimentaire [117]. La
connaissance a priori de I'appartenance des objets aux différents classes est utilisée pour définir une

regle d’affectation.

L’objectif principal de la méthode est de séparer des groupes d’individus d’une maniére
concréte. Son principe fondamental est basé sur la création de nouvelles variables Y, formées par les
indicateurs des groupes et d’appliquer la régression PLS2 sur ces nouvelles variables. Considérons, un
individu i appartenant & un groupe k, donc la ligne i de la variable Y est un vecteur dont tous les
éléments prennent la valeur de 0, a I'exception de I'élément en position k, qui prend la valeur de 1. Les

composantes discriminantes de la PLS-DA [118] peuvent étre représentées sous forme de cartes
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factorielles. La qualité du modele élaboré est influencée directement par le nombre de variables latentes
choisies. Ce choix du nombre de variables latentes est fait en fonction de I'erreur de prédiction du
modéle d’étalonnage préétabli.

Dans un modeéle établi avec un faible nombre de dimensions, il y a le risque de donner une
erreur résiduelle assez élevée, mais le modeéle sera fiable. Cependant, un modeéle avec un trés grand
nombre de dimensions, sera plus précis mais introduira des informations associées a des phénomenes
liés au bruit. Un pourcentage de bonne classification par rapport a la mauvaise, peut étre calculé, pour

évaluer la bonne prédiction de I'appartenance d’'un objet a un groupe qualitatif.

l1l.4. Paramétres d’évaluation de la qualité des modeles

I11.4.1. Modeéle de calibration

Différents critéres statistiques permettent d’évaluer la qualité des étapes d’étalonnage et de
validation. Tout d’abord, deux paramétres permettent de vérifier les performances d’étalonnage. Il s’agit
de l'erreur quadratique d’étalonnage (RMSEC) et du coefficient de détermination R? qui correspond au
carré du coefficient de corrélation R. Le RMSEC mesure les écarts entre la valeur prédite par
spectroscopie moyen infrarouge et la valeur de référence. Le RMSEC est donné par I'Equation 16 et

le coefficient de corrélation R est donné par 'Equation 17 [119].

Equation 16: RMSEC =

Avec :

y; - La concentration de référence pour I'échantillon j,
: La concentration prédite pour I'échantillon j,

n : Le nom re d’échantillons dans le lot d’étalonnage.

- ; . — cov(y,y)
Equation 17: R Gy Ty

Avec :
cov()’,Y) : La covariance de y etde y;

o y- ) y: Les écarts-types respectifs de y' e dey.

111.4.2. Validation croisée totale
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La validation croisée totale ou validation interne est basée sur la vérification a quel point le
modéle se reproduira sur de nouvelles données de méme nature qui ont été utilisées dans I'élaboration
du modele d’étalonnage. La validation interne d'un modéle estime l'incertitude des prévisions futures
qui peuvent étre faites avec le modéle. Si l'incertitude est relativement faible, le modéle peut étre
considéré comme validé.

Bien que l'objectif soit d'avoir suffisamment d'échantillons pour mettre une quantité
raisonnable de c6té comme un ensemble de test, cela n’est pas toujours possible, par exemple, pour le
co(t des échantillons ou des essais de référence. La meilleure alternative a un test indépendant pour

la validation est d'appliquer la validation croisée.

Avec la validation croisée totale, les mémes échantillons sont utilisés a la fois pour
I'élaboration et les tests du modéle [120]. Quelques échantillons sont enlevés de I'ensemble de données
d'étalonnage et le modéle d’étalonnage est élaboré a partir des données restantes. Ensuite, les valeurs
pour les échantillons enlevés sont prédites et les erreurs de prédiction sont calculées. Le processus est
répété avec un autre sous ensemble de I'ensemble d’étalonnage, et ainsi de suite jusqu'a ce que tous
le’ objets soient testés, puis tous les résidus d’ prédiction sont combinés pour calculer les erreurs

résiduelles.

Pour évaluer la qualité du modéle, I'erreur quadratique de validation croisée, notée RMSECv
(Root Mean Square Error of Cross Validation) et le coefficient de détermination R2cv sont calculés. La

formule de RMSECV est donnée par 'Equation 18:

2

Equation 18:. RMSECY = Jz;.; 1Vicv=Y))

n
Avec :

y;: La concentration observee,
¥icv . La concentration prédite par validation pour I'échantillon retiré,
n : est le nombre d’échantillons testés (hombre d’échantillon dans le jeu d’étalonnage)

Le coefficient de détermination R2cv qui correspond au carré du coefficient de corrélation R

étant donné par I'équation (19) :
. _ 2
Equation 190 R"¢cV = 5———
5i=1(Vi~Y)

111.4.3. Validation externe
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L’étape de validation externe permet de tester le modéle d’étalonnage [121,122] sur un groupe
d’échantillons externes qui n’ont pas contribués dans I'élaboration du modéle d’étalonnage. Les valeurs
de Y prédites sont ensuite comparées aux valeurs de Y observées, ce qui donne un résidu de prédiction
pouvant étre utilisé pour calculer une variance résiduelle de validation. Au cours de cette étape,
différents indicateurs statistiques sont calculés : le coefficient de détermination de prédiction (R2p),
'erreur standard de prédiction RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction), I'erreur relative de
prédiction en pourcentage (RE %) et la limite de détection (LOD) qui sont donnés, respectivement, par
les équations (Equation 20), (Equation Error! Bookmark not defined.), (Equation 21) et (Equation

Error! Bookmark not defined.).

2
St (Yi—Y)

Equation 20 Rzp =
uati : = 2
S 1(Vi—Y)

Equation Error! Bookmark not defined.. LOD =3 X RMSEP

l11.5.Logiciels de traitement des données spectrales

De nombreux logiciels de statistiques peuvent étre utilisés pour traiter des données spectrales.
lls doivent permettre de tenir compte des spécificités de ces données, en termes de volume et de leur
nature. lls doivent également fournir des outils de manipulations et de représentations graphiques des
données. En effet, il existe plusieurs logiciels, parmi lesquels on peut citer : Simca-P, SPSS, Matlab et
The Unscrambler.

Dans notre cas, tous les calculs ont été réalisés en utilisant les versions 10.1 et 10.2 du logiciel
The Unscrambler de CAMO (Computer Aided Modeling, Trondheim, Norway). Ce logiciel posséde de
nombreux outils statistiques utiles a la fois pour les fonctions de prétraitement des spectres et

I'étalonnage multidimensionnel.
[11.6. Développement d’'une méthode d’analyse

Le développement des méthodes d’analyse (quantitatives et qualitatives) est un processus

qui se déroule en plusieurs étapes [123]. L’étape la plus primordiale est la collecte des échantillons
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représentatifs. Les échantillons collectés doivent refléter la diversité en termes de composés a analyser.

Les étapes de ce processus sont représentées dans la Figure 14.

[Gollecte des échantillons représentaﬂfs]

v

( Analyse spectrale de la totalité des ]
+ L échantillons ] +

[Sélection d'une collection de calibration [Sélection d'une collection de validalion]

| ,__( Analyse de la totalité des échantillons 1_ |
par méthode de référence

A\

[Etablissemant d’un modéle prédictif par
:L I'application des méthodes

multidimensionnelles

A
[Validation du maodeéle sur la collection de]

validation

A\

—F[Analyses en série de produits inconnus] [ Entretien ou réparation de I'instrument ]

l

Les produits de
contrdle sont-ils
analysés avec
précision?

Oui

L'appareil
Fonctionne-t-il
normalement ?

Non Les produits de
contrdle sont-ils

représentatifs?

Ajouter de nouveaux produits dans la ]_
collection -

[ Vérifier le dosage de référence ]

Figure 14 : Etapes de développement d’une méthode d’analyse.

Aprés la sélection d’'une collection d’échantillons r présentatifs en termes de composés a
analyser, on passe a I'analyse de la totalité des échantillons par méthodes officielles et spectrales. A
ce niveau, des analyses reproductibles et constantes sont nécessaires. La qualité des échantillons et
des analyses conditionne la deuxiéme étape du développement de modele de calibration qui fait appel
aux méthodes chimiométriques. Et enfin, pour juger la fiabilité de la méthode, on applique le modéle

sur une série d’échantillons connus qui n’ont pas fait partie des échantillons de calibration.

Une fois le modéle établi est jugé satisfaisant, la méthode développée peut servir pour prédire

les teneurs des échantillons dont les valeurs de références sont inconnues.
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IV.Les applications de la spectroscopie infrarouge couplée

aux méthodes chimiométriques

Suite aux développements des appareils basés sur la transformé de Fourier et des nouveaux
dispositifs de présentation des échantillons, les applications du moyen infrarouge en agroalimentaire se
sont développés récemment [124], elles concernent les aspects qualitatifs et quantitatifs. Etant donné
que l'adultération peut avoir de graves conséquences sur la santé humaine, cette méthode est
largement utilisée pour I'authentification et la recherche de fraudes. Ce développement est une réponse
a l'intérét croissant des consommateurs pour les questions de qualité et de sécurité des aliments, ce
qui a contribué a la demande croissante de technologies analytiques sensibles et rapides.

Cette méthode est appliquée dans divers domaines a savoir : la détection et la quantification
de l'addition frauduleuse d'adultérant au café torréfié et moulu, la détection et la quantification de
I'adultération de I'huile d'avocat avec différentes huiles comestibles et la discrimination rapide du porc
dans les saucisses au jambon halal et non halal [125]. Dans le domaine pharmaceutique, cette méthode
peut étre utilisée qualitativement pour détecter, identifier et qualifier les matiéres premieres et contréler
les produits finis [126].

Dans le domaine du lait et des produits laitiers, la spectroscopie infrarouge couplée aux
méthodes chimiométriques peut étre considérée comme un outil de grande utilité dans ce domaine. En
outre, l'authenticité des produits laitiers est devenue une question urgente pour les producteurs, les

chercheur’, les gouvernements et les consommateurs.

En amont de la chaine, Valenti et al. [127] ont évalué I'utilisation potentielle de la spectroscopie
NIR pour différencier les échantillons de lait selon le systéeme d'alimentation, la race et l'altitude de la
ferme. Par L'application de PLS-DA aux ensembles de données spectrales, cette étude a permis de
distinguer trois principaux systémes d'alimentation définis par le fourrage dominant : ensilage de mais,
paturage et foin. En se basant sur ["absorbance caractéristique des protéines du la t, dans une autre
étude I'utilisation de la spectroscopie’ de réflectance totale atténuée dans le moyen infrarouge a permis
de déterminer la concentration de protéines dans le lait cru [128]. Cette technique a pu, grace a
'application de la PLS dans la spectroscopie moyen infrarouge, étre considérée comme une la bonne

méthode, rapide et peu colteuse pour évaluer le profil des acides gras du lait [129].

D’autres études se sont intéressées a I'authentification du lait et des produits laitiers. Comme
pour le cas de la détection et la quantification de la mélamine dans le lait (liquide et poudre) grace a
I'utilisation de la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF) a réflectance totale atténuée
a un seul rebond (SB-ATR) [130]. En appliquant une série d'outils chimiométriques, des auteurs ont
réussi a détecter la présence de mélamine méme a un niveau inférieur & 1 ppm [131], [14], [132]. Les
résultats de ces travaux montrent que le couplage de la spectroscopie infrarouge aux méthodes

chimiométriques constitue un outil efficace pour la détection de la mélamine dans les produits laitiers.
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Dans le domaine des huiles, I'application de la spectroscopie infrarouge couplée aux
méthodes chimiométriques a pu démontrer son intérét dans divers travaux. A. Oussama et al. [133] ont
pu classifier et quantifier I'adultération d'huile d'Argan avec des huiles de tournesol ou de soja. Une
autre étude a pu démontrer que la détection et la quantification de I'adultération d'huile d'olive extra-
vierge avec différentes huiles comestibles, est possible en utilisant la spectroscopie infrarouge moyenne
(IR) avec la chimiométrie. Dans cette étude, les données ont été analysées par I'ACP et PLS-DA pour
détecter l'adultération quel que soit le type d'huile adultérante [134]. Les mémes techniques ont été
utilisées pour la classification des huiles d’olives selon les origines géographiques [135]. De méme pour

la classification des huiles d'olives selon les variétés [136].

Les résultats de ces travaux montrent que la spectroscopie infrarouge combinée aux
méthodes chimiométriques, peut étre utilisée comme une méthode d’analyse rapide, sensible, robuste

et a faible codt.

C’est dans ce sens, que notre étude s’oriente, elle vise a développer d’autres applications de
la spectroscopie infrarouge combinée a la chimiométrie pour I'authentification et le contréle qualité du

lait.

V. Conclusion

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF) associée a des techniques
statistiques multivariées (chimiométrie) permet d'obtenir des informations spécifiques sur différents
parameétres simultanément d'une maniére directe, fiable et rapide. Les méthodes chimiométriques sont
appliquées pour réduire la dimensionnalité des données collectées et pour extraire des informations

guantitatives et qualitatives a partir des spectres complexes.

Les procédures spectroscopiques IR-TF peuvent étre réalisées dans un temps trés court. Les
spectres peuvent ainsi étre traités pour réduire le rapport signal sur bruit, ce qui améliore encore le

contenu d'information spectrale.

Contrairement aux techniques d'analyse qui prennent beaucoup de temps, Les techniques
chimiométriques nécessitent un faible volume d'échantillon et elles sont respectueuses de
I'environnement, du fait qu'une préparation minimale ou nulle de I'échantillon est nécessaire, ce qui

accélere considérablement l'analyse de I'échantillon.

Les avantages e cette méthode ont permis sa large utilisation en agroalimentaire, que ce soit
pour les analyses qualitatives, quantitatives ou pour les I'authentification des composées et des produits

agroalimentaires.
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Chapitre 3 : la détection de I'adultération

du lait de chamelle par le lait de vache en

utilisant la spectroscopie FT-IR couplée a
des méthodes chimiometriques.

. Introduction

L'adultération alimentaire a été pratiquée depuis des temps anciens, mais elle est devenue
plus avancée c’'s derniéres années. Elle est considérée comme un risque pour la santé publique et
concerne toute opération touchant les ingrédients alimentaires. Elle consiste en l'addition d'une
substance non authentique pour masquer un ingrédient de qualité inférieure, par le remplacement
complet ou partiel d'un ingrédient alimentaire ou d'un constituant authentique par un substitut moins
co(teux, ou I'élimination d'un constituant authentique’ et précieux et tout ceci est fait sans aucune

information pour le consommateur [137].

En outre, ce terme est défini comme un terme collectif utilisé pour englober la substitution
délibérée et intentionnelle, l'addition, I'altération ou la mauvaise représentation d'aliments, d'ingrédients
alimentaires ou d'emballages alimentaires; ou des déclarations fausses ou trompeuses faites a propos

d'un produit, pour u’ gain économique [140].

Les produits laitiers sont trés diversifiés et connaissent ce type de pratiques. lls peuvent étre
falsifiés par addition d'ingrédients non alimentaires pour améliorer le rapport des constituants, comme
dans le cas de l'addition’ de la mélamine pour améliorer la teneur en protéine [138], et I'addition de
saccharose couplée a I'addition d'eau. L'adultération peut également étre réalisée par I'ajout d'un agent
conservateur (le formaldéhyde, le peroxyde d'hydrogéne, le chlorure de sodium ou le chlore), cette
pratique est justifiée par la rupture de la chaine du froid [139]. Dans d'autres cas, I'adultération peut étre

faite par l'addition d'ingrédients non laitiers, comme l'addition de la margarine dans le beurre laitier [13].

Cependant, le cas étudié dans ce travail est I'authenticité des produits laitiers. Cette pratique
n'est pas moins dangereuse que les précédentes. La fraude alimentaire touchant I'authenticité a un
impact sur les valeurs nutritionnelles des produits, surtout quand les enfants ou les personnes les plus

agées sont les consommateurs finaux de ces produits.

En général, la détection de la falsification des produits laitiers peut se faire de différentes

maniéeres.

- La chromatographie liquide haute performance couplée a la spectrométrie de masse en

tandem qui est utilisée pour détecter I'adultération du contenu des protéines. Cette
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méthode offre une approche rapide et efficace pour lutter 'e maniére proactive contre

I'adulation économique des produits contenant des protéines [140].

La spectroscopie vibratoire [141] et la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

[130] sont utilisées pour détecter I'addition de la mélamine dans le lait.

L'immunochromatographie est également utilisée pour détecter l'ajout de la poudre de
lactosérum dans le lait liquide et le lait en poudre, cette pratique est trés répandue dans
l'industrie du lait [142]. La chromatographie liquide a haute performance est utilisée pour

détecter l'addition frauduleuse de lait bovin dans le fromage Mozzarella de buffle [143].

Les méthodes basées sur la réaction en chaine de la polymérase (PCR) sont utilisées
pour I'évaluation de l'authenticité des produits laitiers, cette méthode analytique est utile
pour la détection’ des especes laitieres, en particulier lorsque des produits laitiers sont
commercialisés avec le label d'origine [144]. La spectroscopie infrarouge a transformée
de Fourier est utilisée pour détecter I'origine géographique d'un produit laitier [145], en
effet, les Produits ayant une étiquette AOP (appellation d'origine protégée) connaissent
un autre type de fraude qui touche l'authenticité de ces produits. .La spectroscopie FT-
MIR couplée aux méthodes chimiométriques constitue une alternative potentielle dans la
prévention de la fraude et la détermination de la qualité et/ ou de I'authenticité des produits
laitiers, c'est une méthode non destructive qui peut étre réalisée rapidement et a moindre
co(t et avec des conditions minimales pour la préparation des échantillons [146]. Cette
meéthode est basée sur la spécificité des spectres infrarouges pour l'identification des
constituants des produits, en effet le spectre donne une "empreinte digitale" spécifique
pour les produits analysés. Les spectres donnés constituent des données chimiques, qui
peuvent étre mathématiquement modélisés par les statistiques multivariées. La capacité
de la spectroscopie FT-MIR, pour la détection de I'addition de la mélamine, a été étudiée
en utilisant différentes méthodes de chimiométrie et méme pour d’ faibles concentrations
[77]. Les méthodes chimiométriques ont permis d'extraire les informations contenues
dans la gamme de longueurs d'onde de 3100 & 910 cm-1 et de donner I’ possibilité de

détecter I'adultération du lait de vache par I'addition du saccharose [147].

Comme tous les produits laitiers, le lait de chamelle constitue une source trés importante de

protéines, en particulier en Asie et en Afrique et il est connu par ses bienfaits pour la santé [148]. Le

nombre de tétes de chameaux dans le monde est estimé a 27 millions, partagé par I'Afrique avec 82,4%

et I'Asie avec 17,5%, produisant environ 2,78 millions de tonnes de lait dont 91,2% 'n Afrique et 17,8%

en Asie.

Au Maroc, le nombre de tétes de chameaux est d'environ 57 milles tétes et la production du

lait de chamelle est estimée a 6,16 mille tonnes produite principalement dans les régions du sud du

pays [22].
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L'adultération de ce type de lait est motivée économiquement par la grande différence de prix
entre le lait de chamelle et le lait des autres espéces. A titre de comparaison le lait de chamelle est trois

fois plus cher que celui de la vache.

L'adultération peut étre faite par I'ajout de lait de vache ou de chévre. La limite de cette fraude
est I’ capacité des consommateurs a détecter le changement de I'odeur et le godt dans ce lait ayant un

godt trés prononcé, une aptitude qui reste trés peu accessible au consommateur moyen non averti.

Néanmoins, pour protéger 'ensemble des consommateurs de ces pratiques, le contréleur alimentaire
doit disposer d'outils rapides pour décider facilement de son authenticité, notamment lorsque sa
consommation est justifiée par ces bienfaits pour la santé ce qui le rend trés convoité et face a une
faible production nationale son adultération s’avere étre un moyen de gain rapide mais illicite. D’ou la
nécessité de développer et déployer des moyens et méthodes d’authentification efficaces et rapide, et
c’est dans ce sens que s’inscrit ce travail, dont, I'objectif est d'étudier le potentiel de I'application de la
spectroscopie MIR-TF couplée aux méthodes chimiométriques pour détecter l'authenticité du lait de

chamelle et son adultération par le lait de vache.

[I. Matériels et méthodes

II.1. Echantillonnage

Dans ce travail, les échantillons de lait cru ont été étudiés quantitativement. lls ont tous été
prélevés dans la région de Laayoune Boujdour Sakia L'Hamra (Maroc). Par ailleurs, les concentrations
de lait de vache ajoutées variaient entre 1 et 40% (p/p’. Un total de 48 échantillons a été préparé pour
analyse, dont 40 ont servi pour I'étalonnage. Pour la validation externe du modele 8 échantillons ont été

choisi de maniére a couvrir la gamme d’étalonnage.

Tous les échantillons ont été analysés 3 fois pour évaluer la reproductibilité du modele.
II.2. Analyse en moyen infrarouge (MIR)

Les spectres FT-MIR ont été obtenus en utilisant un Spectrophotométre FTIR Bruker Vector
22 équipé d'une réflectance totale atténuée (ATR) (Pike Miracle, Pike Technologies, Madison, Etats-
Unis) et avec un détecteur DTGS, une source Globar et un séparateur KBr, avec une résolution de 4
cml. En moyenne 98 scans par spectre ont été enregistrés, en mode absorbance dans le domaine
3100-920 cm. Les mesures ont été effectuées a température ambiante et un spectre de référence a

été recueilli avant toutes les mesures des échantillons.

Le lait de vache ajouté au lait de chamelle a été déterminé par la méthode volumétrique.
Chaque échantillon de lait, avec une concentration connue de lait de vache ajouté, a été analysé pour

obtenir les spectres FT-MIR.
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La concentration de lait de vache ajoutée et les spectres FT-MIR correspondants ont été

utilisés pour les calculs.
[1.3. Méthodes chimiométriques

Avant le développement de tout modéle d'étalonnage, les spectres des échantillons subissent
un prétraitement pour améliorer la pertinence du modéle. Les techniques de prétraitement les plus

utilisées peuvent étre divisées en deux catégories :

- Les méthodes de correction de dispersion qui comprennent la Déviation Normale
Standardisée (Standard Normal Variate : SNV), la normalisation, le centrage par la

moyenne.

- Les dérivées spectrales. représentées par les dérivées de Norris-Williams (NW) et la

dérivée polynomiale de Savitzky-Golay (SG) [149].
[1.3.1. Régression des moindres carrés partiels (PLS)

Dans ce travail, la méthode de régression PLS [150] a été utilisée pour développer un modele
d'étalonnage. La PLS consiste a maximiser la covariance entre blocs de données X et Y. Et puisque les
données spectrales IR-TF (matrice de données X) contiennent les informations quantitatives
pertinentes ; un modele d'étalonnage adéquat peut étre utilisé pour extraire ces informations et pour

prédire le pourcentage de I’ variable de réponse y (le lait de vache ajouté au lait de chamelle).

Dans cette étude, les spectres MIR collectés ont été utilisés comme matrice X et les différentes

concentrations de lait de vache ajoutés aux échantillons ont été utilisées comme vecteur y.
Le choix du nombre optimal de variables latentes dans le PLS a été effectué en utilisant :
o L’erreur de prédiction la plus faible dans la validation croisée totale (en laissant un

échantillon a la fois).

e La prédiction optimale des valeurs y pour les échantillons de validation externes (non

inclus dans I'étape d'étalonnage).
[1.3.2. Paramétres statistiques

L'évaluation de la qualité des résultats obtenus a été discutée en comparant différentes
parameétres comme le coefficient de détermination (R?), Erreur quadratique moyenne de calibration ou
de prédiction (RMSEC et RMSEP) et la limite de détection (LOD) [151]. Dans ce travail, le calcul des
erreurs de prédiction relative en pourcentage (ER%) des concentrations a également été donné, a la

fois pour les étapes d'étalonnage et de prédiction.
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L'évaluation de la qualité des résultats obtenus est discutée en comparant les valeurs prédites

et les valeurs expérimentales, tant pour I'étalonnage que pour les ensembles de données de validation.

[1.3.3. Logiciels

Tous les spectres moyen infrarouge acquis ont été élaborés par le logiciel Unscrambler
(version 10.2, CAMO, Norvege) pour I'application de la PLS.

I1l. Résultats et discussion

l1l.1.Spectres IR-TF du lait de chamelle et de vache

La Figure 15 montre les spectres d'absorption MIR-TF du lait de chamelle et du lait de vache
purs dans la plage spectrale de 3600 a 920 cm-*. Les spectres montrent plusieurs pics correspondant
aux interactions des liaisons moléculaires du lait avec les radiations MIR-TF avec I'étirement de la
liaison O-H d'eau absorbant a 3650-3000 cm-.

D'autres pics ont été observés pour I'amide |, I'amide Il et I'amide 11l & 1650, 1550 et 1240 cm-
1 respectivement. Le pic a 1040 cm correspond a I'énergie absorbée du lactose due au groupe
hydroxyle (O-H) et a I'atome de carbone. Les lipides absorbants a 1745 (graisse A), 2874 cm-! (graisse
B), 1464 cm! (graisse ’) et 1175 cm, correspondent respectivement a I'étirement C=0 (carbonyle),
I'étirement CH (alkyl), la flexion CH et les vibrations d'étirement CO [152].
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Figure 15- Les spectres d'absorption MIR du lait de chamelle pur (bleu) et du lait de vache pur
(rouge) dans la gamme spectrale d’ 3600-920 cm-!

La bande a 1100 cm est généralement associée au groupe phosphate (O=P-O) des
protéines des caséines [78]. A partir de la Figure 15, on note une différence entre les spectres du lait
de chamelle pur (bleu) et de la vache mil (rouge).
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Avant d'appliquer des méthodes chimiométriques a I'ensemble de données, une sélection des
régions de longueur d’onde a utiliser dans I'étalonnage a été effectuée de maniére a assurer une
acquisition des informations les plus utiles et un retrait de zones redondantes ou de données bruyantes.
La région comprise entre 3600 et 3000 cm a été éliminée du fait qu'elle contenait surtout des bandes
d'absorption d'eau, fournissant des informations inutiles ou bruyante’. Le spectre entre 3000-920 cm!

a été considéré comme une région d'empreinte digitale.

l11.2.Analyses en composantes principales (ACP)

Dans cette étude, I'ACP a été utilisée comme un outil exploratoire pour étudier les principales
tendances dans I'ensemble d’s spectres collectés et pour déterminer la possibilité de discrimination
entre les échantillons de lait de chamelle fraudées avec le lait de vache.

L’ACP avec validation croisée totale a été appliquée a I'ensemble de données des échantillons
d'étalonnage en explorant la plage spectrale de 3000 a 920 cm-1.

'n raison de la complexité et du nombre élevé de signaux spectroscopiques, certains
prétraitements de données ont été testés, dans le but d'éliminer ou au moins de réduire les informations

redondantes ou inutiles.

La Figure 16 représente graphiquement le score PC1 par rapport au score PC2. Dans ce cas
'ACP est appliqué sans prétraitements mathématiques. Dans cette figure on arrive a distinguer 4
groupes avec des concentrations ascendantes en termes de concentration de lait de vache ajoutée. Le
modele PCA sans prétraitement et avec cing PC arrive a expliquer plus de 95% de la variance totale
des données (PC1, PC2, PC3, PC4 et PC5 ont capturé respectivement 64%, 25%, 3%, 2% et 2% de la

variance).
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Scores

* Validation
* Calibration

PC-2 [25%)

0 0.1
PC-1 (64%)

Figure 16- ACP sans prétraitement

Les mémes groupes d’échantillons sont différenciés lors de I'application du centrage par
moyenne (Meancentring : MC) (Figure 17). Le modéle ACP-MC avec cing PC arrive a expliquer plus
de 95% de la variance totale des données (PC1, PC2, PC3, PC4 et PC5 ont capturé respectivement
64%, 25%, 3%, 2% et 2% de la variance). Dans le cas du centrage par moyenne la variance totale est
expliquée avec les mémes pourcentages de 'ACP sans prétraitements.

*Validation

Scores
* Calibration

0,1 5

PC-2 (25%)
o

-0,1 : : :
0 0,1
PC-1 (64%)

Figure 17- ACP avec centrage par moyenne

L’ACP avec 'application du prétraitement a I'aide de la Déviation Normale Standardisée (SNV)
arrive a distinguer les 4 groupes précédents (Figure 18), mais la variance totale est expliquée avec des

pourcentages plus faibles que les méthodes précédentes. Le modéle ACP-SNV avec cinq PC arrive a
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expliquer 93% de la variance totale des données (PC1l, PC2, PC3, PC4 et PC5 ont capturé

respectivement 75%, 9%, 4%, 3% et 2% de la variance).

Scores *Validation
* Calibration

0,5 4
0,4 4
0,3 4
0,2 4
0,14

PC-2 (9%)

-0,1
-0,2 1
-0,3
-0,4

-0’5 4

PC-1(75%)

Figure 18- ACP avec Déviation Normale Standardisée (SNV)

Par contre, lors de I'application des autres prétraitements (Gap Segment, Norris Gap et 1¢e
dérivée de Savitzky-Golay) 'ACP n’arrive pas a effectuer une discrimination claire entre les échantillons

de lait de chamelle fraudés et ceux de lait de vache (Figure 19, Figure 20 et Figure 21).

0.01 - Scores * Validation
* Calibration

e
[ce)
= 0
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O
o

-0,01 . .

-0,01 0 0,01

PC-1 (29%)

Figure 19- ACP avec Gap Segment
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de 80% de la variance totale. Gap Segment 80%,
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PC-2 (15%)

0,01 1

-0,01

PC-1 (26%)

Figure 20- ACP avec Savitsky-Golay

Lors de 'application de ces prétraitements 'ACP avec cing PC n’arrive a expliquer que moins

Scores

1¢e dérivée de Savitzky-Golay 78% et Norris Gap

*Validation

* Calibration
E31
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PC-1 (28%)

Figure 21- ACP avec Norris Gap

Sur La représentation graphique du score PC1 par rapport au score PC2 pour 'ACP sans

prétraitement on distingue clairement quatre grands groupes d'échantillons (Figure 22).
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Figure 22- Analyse en composante principale des spectres MIR-TF des échantillons de lait de
chamelle fraudé avec le lait de vache.

La différence entre les échantillons de lait de chamelle correspond a la gamme de
pourcentage de lait de vache ajoutée au lait de chamelle. Ainsi quatre groupes ont été définis en se

basant sur le pourcentage de lait de vache ajouté.

e Groupe 1: constitué des échantillons de lait de chamelle contenant la gamme de

pourcentage de 0 a 9% de lait de vache.

e Groupe 2 : constitué des échantillons de lait de chamelle contenant la gamme de

pourcentage de 10 & 20 % de lait de vaches.

e Groupe 3: constitué des échantillons de lait de chamelle contenant la gamme de

pourcentage de 21 a 26% de lait e vache.

e Groupe 4 : constitué des échantillons de lait de chamelle contenant la gamme de

pourcentage de 27 & 40% de lait e vache.

L’explication des paramétres de discrimination entre les groupes est réalisée avec le
graphique de chargement du premier PC (Figure 23). Ce graphique montre que les bandes d'absorption
les plus importantes sont a 3000, 1550 et 1100 et 1040 cm-1. Ces bandes étaient associées a 'es bandes
liées a la matiére grasse et aux protéines et au lactose. Les différences enregistrées dans les spectres
des différents échantillons de lait de chamelle devraient étre attribuées a différents pourcentages de

matiéres grasses, de protéines et de lactose affectés par I'addiction du lait de vache.
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Figure 23- Graphique du chargement de la premiére PC du modele ACP sans prétraitement du
spectre dans la plage allant de 3000 a 920 cm™.

[11.3.Elaboration du modele de calibration

Les résultats ont été vérifiés avec des paramétres statistiques et quantifiés par le modeéle

d'étalonnage PLS pour obtenir la meilleure équation de régression.

Les caractéristiques spectrales MIR-TF de différents rapports de lait de vache ajouté a
différentes concentrations ont été étudiées. La région 3000-920 cm-! des spectres a été utilisée pour

construire la calibration PLS.

La régression PLS a montré un bon ajustement entre les niveaux de référence et les valeurs

prédites MIR pour l'adultération du lait de chamelle (Figure ).
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Figure -Les valeurs de référence versus les valeurs prédites du lait de vache ajoutée (ACWM)
au lait de chamelle dans I'étape de calibration (bleu) et dans I'étape de validation croisée
lorsque la PLS a été appliquée sur de’ données spectrales dans la zone de 3°00-920 cm™.

La Figure représente les parameétres du modéle de PLS, sans I'application de prétraitement
mathématiques des données spectrales, et elle présente les valeurs mesurées par rapport a la prévision
de la concentration de lait de vache ajoutée. Les échantillons d'étalonnage sont représentés en bleu et
les échantillons de validation croisée en rouge. Il convient de souligner que les deux parcelles
d'étalonnage sont trés similaires, avec tous les échantillons (pour I'étalonnage et la validation croisée’

le long de la ligne d'étalonnage.

La méme remarque est faite lorsqu’on applique la PLS avec le centrage par moyenne, illustre
par la Figure 24 qui représente les parameétres du model PLS avec I'application du prétraitement avec
centrage par moyenne. En revanche I'application des autres prétraitements mathématiques diminue les

performances du modele PLS.
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Figure 24- Les valeurs de référence versus les valeurs prédites du lait de vache ajoutée
(ACWM) au lait de chamelle dans |'étape de calibration (bleu) et dans I'étape de validation
croisée lorsque la PLS a été appliquée avec |’ centrage par moyenne sur des données
spectrales dans la zone de 3000-920 cm™.

Les figures Figure 25, Figure 26, Figure 27 et Figure 28 présentent les modeles de la PLS
élaborés avec les autres prétraitements (Standard Normal Variate, Gap Segment, Norris Gap et 1¢ér
dérivée de Savitzky-Golay). La Figure 25 présente les résultats du modele PLS apres prétraitement
des spectres avec la SNV ; les performances de ce modéle sont proches des performances du modele
PLS sans prétraitements ou avec le centrage par moyenne. En revanche, Les autres prétraitements

diminuent les performances du modéle PLS.
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Figure 25- Les valeurs de référence versus les valeurs prédites du lait de vache ajoutée
(ACWM) au lait de chamelle dans |'étape de calibration (bleu) et dans I'étape de validation
croisée lorsque la PLS a été appliquée avec I’ SNV sur des données spectrales dans ’a zone de
3000-920 cm™™,
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Predicted vs. Reference
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Figure 26- Les valeurs de référence versus les valeurs prédites du lait de vache ajoutée
(ACWM) au lait de chamelle dans |'étape de calibration (bleu) et dans I'étape de validation
croisée lorsque la PLS a été appliquée avec |’ dérivée Noris Gap sur des données spectrales
dans la zone de 3000-920 cm™.
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Figure 27- Les valeurs de référence versus les valeurs prédites du lait de vache ajoutée
(ACWM) au lait de chamelle dans |'étape de calibration (bleu) et dans I'étape de validation
croisée lorsque la PLS a été appliquée avec |’ dérivée Gap Segment sur des données
spectrales dans la zone de 3000-920 cm™.

Predicted vs. Reference

40 Slope Offset RMSE R-Square Es;%q.
0,9859833 0,2820327 1,4110312 0,9859834 E§5§§§$

S 35] 0,9211285 1,6782485 2,1920865 0,9674222 P
5
& 30 4
(N
= 25
3

20
< 9 . .
S *validation
> 151 . . .
2 10 * Calibration
2 10 ]
g
a %7

0 T -

-5

14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Reference Y (%ACWM, Factor-4)

10 12

2019

Figure 28- Les valeurs de référence vs les valeurs prédites du lait de vache ajoutée (ACWM) au
lait de chamelle dans I'étape de calibration (bleu) et dans I'étape de validation croisée lorsque
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la PLS a été appliquée avec I’ dérivée de Savitzky-Golay sur des données spectrales dans la
zone de 3000-920 cm™.

Le Tableau 10 montre les résultats de la régression PLS sans prétraitement et avec différents
modes de prétraitement. Les résultats montrent que I'utilisation de la régression PLS sans prétraitement

ou avec centrage par moyenne donne les résultats le’ plus élevés.

Sans prétraitement ou avec centrage par moyenne, le modéle développé a montré le plus
grand R-Square avec une puissance prédictive élevée. Dans la validation croisée totale des modéles

élaborés, les effets des prétraitements mathématiques sur le R-Square varient de 0% a -9.9%.

De toute facon, le seul moyen d’estimer le véritable pouvoir prédictif d’'un modéle est de le

tester sur une collection d’échantillons (validation externe).

Tableau 10- L es paramétres de I’étalonnage et de la prédiction a I’aide de Ila régression PLS
sans prétraitements et avec différentes méthodes de prétraitement.

Calibration Cross Validation

Data Prétraitement
Slope | Offset | RMSEC | R-Square | Slope | Offset | RMSECv | R-Square

No Pretraitement 0.9939 | 0.1231 | 0.9322 0.9939 0.9866 | 0.2596 | 1.0618 0.9922

Meancentring 0,9938 | 0,1230 | 0,9322 0,9939 0,9832 | 0,3235 | 1,0563 0,9926

Standard Normal Variate 0.9955 | 0.0899 | 0.7965 0.9955 0.9661 | 0.6343 1.2297 0.9901

Savitzky-Gloay Derivatives 0.9860 | 0.2820 | 1.4110 0.9860 0.9211 | 1.6782 | 2.1921 0.9674

Gap Segment Derivatives 0.9871 | 0.2594 | 1.3533 0.9871 0.8495 | 3.3914 | 3.8339 0.9048

Norris Gap Derivatives 0.9880 | 0.2417 | 1.3064 0.9880 0.8307 | 2.9383 | 3.9454 0.8935

RMSEC : Erreur quadratique de calibration ; RMSEC : Erreur quadratique de la validation croisée ; R-
Square : coefficient de détermination.

[11.4.Validation externe

Les six modéles obtenus ont été vérifiés par la validation externe avec différentes gammes de

concentration de lait de vache ajouté dans le lait de chamelle.

La Figure 29 représente les résultats de la validation externe du modéle PLS sans
prétraitements. Ce modéle posséde un R-square de 0.994, un RMSEP de 0.8654, une LOD de 2.595%
et une erreur relative de 3.8%. Les mémes résultats ont été obtenus avec le modéle PLS avec le

centrage par moyenne (Figure 30).

86 Said SOUHASSOU




Thése de Doctorat National 2019

Predicted vs. Reference
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Figure 29- Les valeurs de refrences versus prédites du lait de vache ajouté au lait de
chammelle avec le modéle PLS sans prétraitement.
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Figure 30- Les valeurs de références vs prédites du lait de vache ajouté au lait de chamelle
avec le modeéle PLS aprés prétraitements avec le centrage par moyenne

En deuxieme position, en termes de performances prédictives, vient la PLS avec la SNV. Ce
modeéle posséde un R-square de 0.9827, un RMSEP de 1.503, une LOD de 6.7% et une erreur relative
de 4.509% (Figure 31).
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Predicted vs. Reference
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Figure 31-Les valeurs de références vs prédites du lait de vache ajouté au lait de chamelle avec

le modéle PLS apres prétraitement avec Déviation Normale Standardisée (SNV).

Les autres modeles montrent des performances prédictives beaucoup plus faibles par rapport

aux modeles précédents (Figure 32, Figure 33 et Figure 34). Le RMSEP pour ces trois derniers

modeles (SGolay, Gap Segment et Norris Gap) est respectivement de 3.37, 3.74 et 4.32. Ceci qui

augmente considérablement la LOD des modeéles. En ce qui concerne le R-square, il est respectivement

0.91, 0.89 et 0.85. L’erreur relative varie pour ces modéles de 14% a 19%.

Predicted vs. Reference
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Figure 32- Les valeurs de références vs prédites du lait de vache ajoutée au lait de chamelle

avec le modéle PLS apres prétraitement avec la premiere dérive de Savitzky-Golay.
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Figure 33- Les valeurs de référence vs prédites du lait de vache ajouté au lait de chamelle avec
le modéle PLS aprés prétraitement avec la dérivée Gap Segment.
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Figure 34- Les valeur de références vs prédites de lait de vache ajouté au lait de chamelle avec
le modéle PLS aprés prétraitement avec la dérivée Norris Gap

Les résultats de tous les modéles développés sont résumés dans le Tableau 11.

Dans ce cas, le prétraitement diminue la performance du modéle développé. Le meilleur

modéle développé était la régression PLS sans prétraitement ou avec le centrage par moyenne, le

modéle donne la corrélation la plus élevée, le R-Square le plus élevé et le RMSEP le plus faible et

I'erreur relative la plus faible.

Les résultats obtenus par la validation externe confirment les résultats de I'étalonnage

présentés dans le Tableau 10. Dans I'ensemble, la performance des modéles multivariés était trés

prometteuse et pourrait étre considérée comme une méthode efficace pour détecter une faible quantité

d’adultération du lait de chamelle par le lait de vache.
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Tableau 11- Les parameétres de la validation externe a 'aide de Ia régression PLS sans

prétraitements et avec différentes méthodes de prétraitement

Elements | Slope | Offset | Correlation | R-Square | RMSEP | SEP Bias ERr‘fLa;t'(\é/f) LOD (%)
Mg 8 0.947 | 1.119 0.998 0.994 0.865 | 0.940 | 0.090 | 3.80% | 2.595%
Pretreatment
Mencentring 8 0.947 | 1.119 0.998 0.994 0.865 | 0.940 | 0.090 | 3.80% | 2.959%
Standard 8 0.903 | 2.348 0.996 0.983 1503 | 1.812 | 0.453 | 6.70% | 4.509%
Normal Variate
S"’B’ itzky-Gloay 8 0.750 | 6.309 0.992 0.913 3.375 | 4.486 | 1.439 | 14.90% | 10.125%
erivatives
Gap Segment 8 0.741 | 6.566 0.980 0.893 3.746 | 4.894 | 1.519 | 16.40% | 11.238%
Derivatives
3‘0'.“3 Gap 8 0.718 | 7.193 0.961 0.856 4346 | 5.604 | 1.692 | 19.20% | 13.038%
erivatives

LOD : limite de détection ; R-Square : coefficient de détermination ; RMSEP : Erreur quadratique de
prédiction ; SEP : Erreur standard de prédiction.

IV.Conclusion

Dans cette étude, nous avons établi un modéle MIRTF-PLS capable de détecter I'adultération
du lait de chamelle par addition de lait de vache. L’effet est lié a I'absorbance spécifique de la
composante de chaque lait dans le spectre MIR. Les résultats de prévision obtenus a l'aide de la
technique de régression PLS donnent de bonnes estimations du lait de vache ajouté au lait de chamelle,
avec des erreurs relatives de 3,8% et une limite de détection de 2,595% dans la gamme spectrale entre
3000 et 920 cmL. L’analyse en composante principale a permis d’associer cette fraude a des longueurs
d’'ondes spécifiques et les tests des différents prétraitements des spectres ont permis de choisir le

modeéle le plus performant.

Cette étude montre que la procédure proposée est une méthode adéquate pour détecter
'adultération du lait de chamelle a partir du lait de vache ajouté sans prétraitement d’échantillons ni
manipulation destructive. De plus, les signaux FT-MIR pourraient étre collectés avec une petite téte de
sonde reliée a l'appareil (portable) par fibre optique, ce qui donne la souplesse nécessaire a la
surveillance de la qualité et de I'authenticité du lait de chamelle. Ceci permet aux contréleurs d’avoir un

outil rapide et efficace pour contréler la qualité du lait de chamelle.
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Chapitre 4 : détermination de I’adultération
du lait par le saccharose en utilisant la
spectroscopie MIR-TF et les méthodes

chimiometriques.

. Introduction

La fraude alimentaire est, en effet, une question fondamentale de I'industrie alimentaire et un
souci permanant des consommateurs. Mais, il est important de souligner que, bien que la cause ou la
motivation soit économique ou financiére, I'effet est souvent un probléeme de santé publique [153],
comme en témoignent plusieurs incidents de falsification de produits. En 2008, des milliers d’enfants
chinois ont été victimes de problemes rénaux, dont plusieurs cas mortels, a la suite de I'ajout de la
mélamine & un produit pour nourrissons. Ces produits ont été commercialisés par une importante

société laitiere chinoise, ce qui a conduit au rappel de 700 tonnes de produit [154].

Face aux problémes importants que crée I'adultération du lait pour l'industrie laitiere, les
programmes de salubrité des aliments doivent s’assurer de la qualité et de I'authenticité des ingrédients
et des produits laitiers. L’efficacité de cette assurance qualité est liée aux outils de contréles et

d’authentification qui doivent étre rapides et précis.

L’ajout d’eau au lait est une pratique courante dans les fermes. Ce qui aboutit a la production
et commercialisons d’un lait de qualité inférieure avec une valeur nutritionnelle trés faible. Une autre
fraude commune consiste a ajouter du saccharose pour corriger le taux de matiere séche et le godt
pour plier a 'addition d’eau. Cette addition d’eau rend le lait dilué et insipide, qui est portant vendu

malgré I'ajout du saccharose et/ou de I'eau du lait.

Le saccharose ajouté dans le lait peut étre déterminé par la méthode volumétrique telle que
décrite par I'Organisation internationale de normalisation (ISO 5377 :1981,2009). Bien qu’il s’agisse
d’'une méthode de référence, elle présente certains inconvénients. C’est une méthode qui nécessite
beaucoup de temps et présente des risques de pollution environnementale. Ces procédures longues
coltent cher et peuvent nécessiter une préparation intensive d’échantillons ainsi que des étapes
d’extraction chimique et de filtration. Par conséquent, elle n’est pas adaptée pour les analyses de routine

pour un grand nombre d’échantillons et ce malgré ses résultats précis.

Le développement de méthodes non destructives de détection d’adultérants et/ou de
contaminants, qui peuvent étre réalisés rapidement et a moindre co(t, devient de plus en plus important
pour des raisons de sécurité alimentaire, de santé publique et pour les aspects économiques de la

prévention de la fraude. Une méthode alternative est possible avec I'utilisation de la spectroscopie MIR-
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TF couplée a des méthodes chimiométriques. Cette méthode se base sur la spécificité des signaux IR

pour l'identification des composants chimiques, et nécessitent une préparation minimale de I'échantillon.

La spectroscopie vibratoire s’est avérée étre un précieux outil dans I'étude de divers domaines
de la science, principalement en raison de la polyvalence des méthodes d’échantillonnage. La mesure
MIR-TF donne le spectre vibratoire de I'analyte, qui peut étre traité comme son « empreinte digitale »,
permettant une interprétation et une identification faciles. Au cours des derniéres années, il y’a eu une
amélioration technique considérable dans la spectroscopie MIR-TF. Des progrés dans la conception
instrumentale des spectrométres MIR-TF couplés a des méthodes chimiométriques ont également été

décrits, ce qui permet la détection des traces et une analyse satisfaisante.

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (MIR-TF) a été appliquée pour détecter
les différences de composition entre les échantillons. Cette différenciation est réalisée sur la base des
vibrations de divers groupes chimiques a des longueurs d’onde spécifiques dans le moyen [155]. Les
méthodes chimiométriques, en particulier la régression partielle par moindres carrés (PLS), sont parmi
les techniques d’étalonnage multivarié les plus couramment utilisés [156]. Elle est basée sur un modéle
bilinéaire et donne des solutions satisfaisantes dans la plupart des cas ou il existe une relation linéaire
ou quasi linéaire entre les spectres mesurés et la propriété cible a déterminer (par exemple, la

concentration). En effet, la PLS est la technique la plus largement utilisée pour les modeles linéaires.

Comme la MIR-TF couplée & des méthodes chimiométriques fournit plus d’informations sur
les fréquences et les intensités, elle a déja été utilisée dans la détermination de la caséine dans le lait
de vache [157], les protéines et le lactose dans le lait [158], |a classification des types de lait [159], et la
détermination des parametres nutritionnels du yogourt [160]. Et pour souligner I'importance de la IR-TF
et des méthodes chimiométriques, on peut citer que cette méthode a été aussi utilisée pour détecter la
falsification de la poudre de lait écrémé [161], du beurre [13], et pour la détection des adultérations dans

le mélange de lait et de fromage [162].

Dans le but de continuer a améliorer et a développer les connaissances actuelles sur les
techniques d’authentification du lait, qui est un facteur clé dans l'identification d’éventuelles falsifications
du lait, ce travail s’est fixé deux objectifs ; i) développer une nouvelle technique utilisant la spectroscopie
MIR-TF couplée a la méthode de régression des moindres carrés partielle (PLS) et ii) étudier le potentiel
de la spectroscopie MIR-TF couplée a la PLS, en tant qu’outil analytique alternatif pour la détermination

de la falsification du lait cru par le saccharose.

Cette nouvelle procédure s’est avérée capable de remplacer les méthodes traditionnelles dites

de références.

[I. Matériels et méthodes

II.1. Echantillonnage
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Dans ce travail, 87 échantillons de lait cru ont été préparés avec ajout de différentes quantités
de saccharose. Tous les échantillons ont été prélevés dans la région de Tadla Azilal (Maroc). Les
concentrations de saccharose ajoutées variaient entre 0,01 et 19 g/L. Un lot de 60 échantillons a été
préparé et analysé par spectroscopie moyen infrarouge. Et pour appliquer la méthode PLS, les
échantillons ont été séparés en deux groupes. Le premier groupe est, constitué de 50 échantillons,
choisis au hasard pour la calibration (noté : Cal). Le deuxiéme groupe, de 10 échantillons, servira pour

la validation externe (noté : Val 1) du modéle préétabili.

Dans des expériences séparées, deux nouveaux ensembles (noté : Val 2 et Val 3) de 13 et

14 échantillons, respectivement, ont été préparés pour évaluer la reproductibilité du modéle.
II.2. Analyses en moyen infrarouge (MIR)

Les spectres FT-MIR ont été obtenus en utilisant un Spectrophotometre FTIR Bruker Vector
22 équipé d’'une réflectance totale atténuée (ATR) (Pike Miracle, Pike Technologies, Madison, Etats-
Unis) et avec un détecteur DTGS, une source Globar et un séparateur KBr, avec une résolution de 4
cm., En moyenne 98 scans par spectre ont été enregistrés, en mode absorbance dans le domaine
3100-920 cm. Les mesures ont été effectuées a température ambiante et un spectre de référence a

été recueilli avant toutes les mesures des échantillons.

En suivant les gammes des études précédentes [159]. Deux différentes gammes spectrales
ont été étudiées pour chacune des gammes d’étalonnage mentionnées ci-dessus. La gamme spectrale
de 3100-920 cm! a été utilisée comme point de départ de I'enquéte, ou tous les composés du lait
devraient absorber. La gamme spectrale réduite de 1800-920 cm! a également été utilisée, car Moros
et al. [160] ont montré que cette gamme spectrale présente les bandes les plus caractéristiques pour

les constituants du lait cru.
[1.3. Méthodes chimiométriques

Le point de départ de I'analyse chimiométrique est le prétraitement spectral réalisé avant le
développement d'un modeéle d’étalonnage optimal. Habituellement, on utilisés comme prétraitement
spectral la premiére ou la seconde dérivée (en utilisant les algorithmes Gap-Norris et Savitzky-

Golay)[101,163] ou I'application de la normalisation des spectres (Standard Normal Variate, SNV) [150].

[1l. Résultats et discussion

l1l.1.Spectres MIR-TF du lait

La Figure 35 montre les spectres d’absorption MIR-TF d’échantillon de lait cru et de lait falsifié
dans la plage spectrale de 920 a 3100 cm. Les spectres montrent de nombreux pics correspondant

aux différentes liaisons moléculaires des composants du lait en interaction avec le rayonnement MIR.
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Figure 35- Spectres moyen infrarouge du lait cru sans ajout du saccharose (bleu) et du lait
avec ajout du saccharose.

La figure 36 montre une différence significative entre les spectres de lait pur (bleu) et de lait
falsifié avec du saccharose (rouge). On a, par ailleurs, pu discerner dans les spectres les pics
caractéristiques de la matiére graisse, a savoir les vibrations d’élongation asymétriques a 2960 cm-1, et
symeétriques a 2860 cm- qui sont des vibrations caractéristiques du méthyle (-CH3) et du méthyléne (-
CH3). On outre, la bande spectrale a 1750 cm a été dominée par I'interaction du rayonnement MIR

avec des groupes C=0 des fonctions ester présentes dans la fraction grasse du lait (triglycérides).

Les protéines du lait ont été révélées par les deux bandes spectrales situées autour de 1650
cmt et 1520 cm, elles sont particulierement caractéristiques des fonctions amides des protéines.

Cependant, les bandes a 1112 cm? et 1050 cm sont dominées par les vibrations d’élongation des
liaisons C-O [164].

l1l.2. Elaboration du modéle de calibration
Les caractéristiques spectrales dans le MIR de différentes concentrations de saccharose
ajoutées au lait, ont été étudiées ; d’abord la région entre 3100 et 920 cm-?, et ensuite la région entre

1800 et 920 cm* du spectre complet ont été utilisés pour construire le modeéle PLS de calibration. Le

Tableau 12 représente les résultats obtenus lorsque les données sont traitées et analysées par la PLS.
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Sur le tableau ci-dessous, on constate que les erreurs de calibration et de validation croisée
varient considérablement. Les RMSEC varient de 0 ,3642 a 0,5468 g/L alors que les RMSECV varient
de 0,4317 a 0,5737 g/L.

Ainsi, les R2c et R2cv sont significativement variables en fonction des prétraitements et la
zone spectrale exploitée. Par application de la PLS, les R2c sont compris entre 0,99 et 0,9981 et les
R2cv varient de 0,99 a 0,9978.

Le nombre optimal de PLS (LVs) a été choisi selon la méthode de validation croisée totale qui
se base sur l'erreur minimale de RMSECv. |l n'est pas possible de savoir a priori lequel des
prétraitements et de la zone spectrale donneront les meilleurs résultats. Par conséquent, la solution est
de tester de maniere systématique les différents prétraitements et de sélectionner celui donnant I'erreur
standard la plus faible. En général, la zone 3100-920 cm a donné la valeur de RMSEC inferieur a celle

donné par la zone 1800-920 cm™2,

Le meilleur coefficient de détermination de calibration R2¢ (0,996), de RMSEC (0,364) de
R2cv (0,9948) et de RMSECYv (0,4317) ont été obtenus avec un prétraitement de la premiere dérivée
Savitsky Golay dans la région de 3100-920 cm.

Les coefficients de détermination R2c et les R2cv sont proches de 1, ce qui indique une forte corrélation
entre les valeurs de référence et les valeurs prédites du saccharose ajouté au lait. La Figure 36
représente les valeurs prédites par le modéle PLS en fonction des valeurs de référence. Elle présente
le modeles PLS le plus performant et les valeurs mesurées par rapport a la prévision des concentrations
de saccharose ajoutées. Les échantillons d’étalonnage sont représentés en bleu et les échantillons de

validation croisée en rouge.

Il convient de souligner que tous les échantillons (calibration et la validation croisée totale) se situent le
long de la ligne d’étalonnage. La PLS a, ainsi, montré un bon ajustement entre les valeurs de référence

et les valeurs prédites dans le MIR pour I'adultération du lait par le saccharose.
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Tableau 12- Parameétres statistiques obtenu par PLS modélisations lors de la calibration.

3100-920 2 0,994 | 04201 | 09942 | 04427
Brut
1800-920 2 099 | 05468 | 099 | 05737
3100-920 2 0,9959 | 0,3642 | 0,9948 | 04317
S.Golay 1st
DU 1800-920 2 0,0981 | 04542 | 0,9978 | 0,4729

LVs est nombre de Latentes ; R2c et R2cv sont les coefficients de détermination de calibration et de
validation croisée respectivement ; RMSEC et RMSECYy sont I’erreur de calibration et de validation

croisée respectivement ; @ zone spectrale exploitée ;

Une valeur faible de R2c dans I'étape de calibration peut servir d’indicateur d’'une faible

capacité prédictive d’'un modéle, mais la R2c élevée (proche de 1) n'implique pas automatiquement une

capacité prédictive élevée du modele [121], [165]. Un coefficient de détermination (R2c et R2p) proche

de 1, est une condition nécessaire mais pas suffisante.

Il n’est pas possible de savoir a priori lequel des modéles donneront les meilleurs résultats de

prédiction et robustesse. Apparemment, la seule fagon d'estimer la véritable puissance prédictive d'un

modéle est de le tester sur un lot d’échantillons externes (validation externe). Le choix du modéle se

fera sur la base de I'erreur de prédiction la plus faible.

96

Said SOUHASSOU



Theése de Doctorat National 2019

Predicted vs. Reference
20 -
18 Slope Offsat RMSE R-Square
0.9955193 0.0358554 0.3642668 0.9959196
ﬂ1ﬁ 0.98107 0.1697698 0.4317188 0.9948069
[
14 4
g
u__12-
Z 10
=
> B
E 6
L]
8 4
o
2 -
0
B
o 1 2 3 4 5 & 7 8 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Refarence ¥ (NaM, Factor-2)

Figure 36- valeur de référence versus prédites du saccharose ajouté au lait dans I’étape de
calibration (bleu) et dans I’étape de validation croisée (rouge) ; quand PLS est appliqué sur les
données spectrales dérivée dans la zone 3100-920 cm-1.

[11.3.VValidation externe

Les modeles obtenus ont été appliqués aux sous-ensembles de données de validation externe,
composés de 10, 13 et 14 échantillons. Tous les résultats de la validation externe sont résumés dans
le Tableau 13.

Tableau 13- Parameétres statistiques obtenu par PLS modélisations du saccharose ajouté au
lait, lors de la validation externe.

2 0,998 0,50 5,0 1,51 3100-920 2 S.Golay 1st
Val 1 Dérivative
2 0,998 0,45 45 1,34 1800-920 2
2 0,997 0,57 7,3 1,70 3100-920 S.Golay 1st
Val 2 Dérivative
2 0,997 0,42 54 1,25 1800-920 2
2 0,995 0,45 7.8 1,34 3100-920 2 S.Golay 1st
Val 3 Dérivative
2 0,997 0,45 5,6 1,34 1800-920 2
Moyenne 2 0,997+0,001 | 0,506+0,059 | 6,712+1,499 | 1,52+0,177 | 3100-920 2 S.Golay 1st
des trois Dérivative
validations 2 0,997+0,001 | 0,438+0,018 | 5,144+0,605 | 1,31+0,053 | 1800-920 @

RMSEP est I’erreur liée a la prédiction (validation externe); R?p est le coefficient de détermination de
prédiction (validation externe); RE% est I’erreur relative de prédiction en % ; LOD est la limite
détection en g/l ; @zone spectrale exploitée ;
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Les modeéles PLS ont été testés sur trois ensembles externes de données. Sur le tableau ci-
dessus, les R2p, ER%, LOD et RMSEP sont variables en fonction des prétraitements et de la zone

spectrale utilisés.

Dans les trois tests de validations, les erreurs de prédiction (RMSEP) varient de 0,417 a 0,566
g/L et les erreurs relatives de prédiction (ER%) varient de 4,46 a 7,849. Ainsi, les coefficients de
détermination (R2p) sont compris entre 0,995 et 0,998, alors que les limites de détection (LOD) sont

comprises entre 1,25 et 1,70 g/L.

Le meilleur modele PLS (avec ER en% et LOD les plus faibles) ont été établis avec des
données spectrales MIR de la zone de 1800-920 cm-1 (Tableau 14) avec la premiére dérivée Savitsky
Golay comme prétraitement.

Tableau 14- Parameétres statistigues obtenus par PLS modélisations données MIR dans la
gamme spectrale de 1800 & 920 cm™ avec la premiére dérivée de Savitsky Golay comme

prétraitement.

Validation externe du saccharose ajouté au lait par PLS
Modéles LVs R?p RMSEP RE% LOD
Val 1 2 0,998 0,45 4,5 1,34
Val 2 2 0,997 0,42 54 1,25
Val 3 2 0,997 0,45 5,6 1,34
Moyen de
trois 2 0,997+0.001 | 0,440+0,017 | 5,167+0,586 | 1,310+0,052
validations

Sur le tableau ci-dessus, la premiére validation externe (Val 1) a donné un coefficient de
détermination (R2p) de I'ordre de 0,998, une erreur de prédiction (RMSEP) de 'ordre de 0,45 g/l, une
erreur relative de prédiction (RE%) égale a 4,5% et une limite de détection (LOD) égale a 1,34 g/l. La
seconde validation (Val 2) a donné un R2p de l'ordre de 0,997, un RMSEP est égale a 0,42 g/l, une
RE% de l'ordre de 5,4% et une LOD est égale a 1,25 g/l. La troisiéme validation (Val 3) a donné un R2p
de 0,997, RMSEP de l'ordre de 0,45 g/l, une RE% égale a 5,6% et la LOD est égale a 1,34 g/l.

La moyenne de ces trois validations en termes de R2p est égale a 0,997+0.001, pour le
RMSEP elle est de 0,440+0,017, le RE% est égale a 5,167+0,586, et la LOD est égale a 1,310+0,052

gll.

Les coefficients de détermination de prédiction sont proches de 1, ce qui indique une forte
corrélation entre les valeurs de référence et les valeurs du saccharose ajouté au lait prédit par SMIR.

Ainsi la linéarité du modeéle PLS préétabli est bien vérifiée.
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Sur les trois figures ci-dessous (Figure 37, Figure 38 et Figure 39) qui représentent les

valeurs prédites par le modéle PLS en fonction des valeurs de référence dans I'étape de validation

externe, la linéarité du modéle PLS est bien vérifiée, avec tous les échantillons (Etalonnage et validation

externe) qui sont localisés le long de la ligne de calibration. Les valeurs prédites et les valeurs de

référence sont présentées dans le Tableau 15.

Tableau 15 - Comparaison des valeurs de références versus prédites des modeles de tests de

99

validation externe.

Ref. : Reference ; Predi. : Prédiction.

PLS/1800-920 cm™
Val 1 Val 2 Val 3

Ref. Predi. Ecart Ref. Predi. Ecart Ref. Predi. Ecart
0,58 -0,0219 0,6019 7,746 8,2919 -0,5459 8,281 8,8183 -0,5373
1,187 0,8426 0,3444 10,589 10,9666 -0,3776 11,646 11,8534 -0,2074
2,332 2,2809 0,0511 14,052 13,9722 0,0798 15,511 15,1931 0,3179
3,3 3,5475 -0,2475 18,035 17,4278 0,6072 18,388 17,7281 0,6599
5,36 5,8712 -0,5112 0,732 0,0478 0,6842 0,126 -0,8131 0,9391
6,578 7,1659 -0,5879 1,111 0,6779 0,4331 0,925 0,3479 0,5771
10,221 | 10,5659 -0,3449 1,619 1,3146 0,3044 1,455 1,1182 0,3368

13,191 | 13,1754 0,0156 2,104 1,8999 0,2041 1,942 1,722 0,22
17,264 | 16,7228 0,5412 2,833 2,9075 -0,0745 2,41 2,3723 0,0377
18,388 | 17,7281 0,6599 3,394 3,6186 -0,2246 3,168 3,2992 -0,1312
4,083 4,4234 -0,3404 3,738 4,0316 -0,2936
4,591 5,0294 -0,4384 4,358 4,6637 -0,3057
5,174 5,7162 -0,5422 4,89 5,3193 -0,4293
5,523 5,9521 -0,4291
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Figure 37- Valeur de référence versus prédites du saccharose ajouté au lait dans I’'étape de

validation externe (Val 1).
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Figure 38- Valeur de référence versus prédites du saccharose ajouté au lait dans I’'étape de

validation externe (Val 2).
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Figure 39- Valeur de référence versus prédites du saccharose ajouté au lait dans I’étape de
validation externe (Val 3).

Sur le Tableau 15, I'écart entre les valeurs prédites et les valeurs de références pour le modéle
PLS pour la premiére validation externe (val 1) varie de -0,5879 a 0,6599, il varie de -0,5459 a 0 ,6842
pour la seconde (val 2) et de -0,5373 a 0,9391 pour la troisieme (val 3). Les écarts obtenus des trois
validations externes (qui sont séparés dans le temps) prouvent la reproductibilité du modeéle de
calibration préétabli.

IV.Conclusion

Dans cet article, nous avons établi un modéle IRTF-PLS capable de détecter I'adultération du
lait cru avec addition de saccharose. L'effet est lié a I'absorbance spécifique du saccharose dans le
spectre MIR.

La chimiométrie combinée a la spectroscopie MIR-TF s'est révélée étre une excellente

méthode pour identifier des substances en fournissant des spectres d'empreintes digitales uniques.

On a constaté que les erreurs de prédiction relatives en pourcentage étaient aussi faibles (4,5
a 5,6%) pour la validation externe. Les modéles PLS ont donné une Limite de détection (LOD) de 1,25
a 1,34g/L. Les validations externes des modéles PLS ont montré des performances en termes des

valeurs de l'erreur relative (RE%) et de LOD pour le lait adultéré avec du saccharose.

Dans I'ensembile, la performance des modeles multivariés est trés prometteuse et pourrait étre
considérée comme une méthode efficace pour détecter de faibles quantités d'adultérant dans le lait.

Les résultats de prédiction obtenus a l'aide de la technique de régression PLS donnent de bonnes
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estimations de la teneur en saccharose ajoutée au lait, avec des erreurs évidentes de 5,1 + 0,6 et de
LOD (g/L) de 31 £ 0,05 dans la gamme spectrale entre 1800 et 920cm-1.

Cette étude montre que la spectroscopie FT-MIR couplée a la PLS, est une méthode adéquate
pour la détection et la quantification de I'adultération du lait cru avec du saccharose, et ce sans aucun

prétraitement de I'échantillon ni aucune manipulation destructive.

La méthode développée dans ce travail peut étre utilisée en industrie laitiere pour la détection
et la quantification de la fraude du lait par ajout de saccharose. De plus, les signaux MIR-TF pourraient
étre collectés avec une petite téte de sonde reliée a l'appareil (portable) par fibre optique, ce qui

donnerait la flexibilité nécessaire a la surveillance des processus en ligne.
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Chapitre 5 : Evaluation de I'analyse du lait
par spectroscopie MIR-TF pour déterminer
le point de congélation sous differentes
conditions analytiques.

. Introduction

Le point de congélation (FP) d’'un liquide constitué d’eau et de solutés correspond a la
température a laquelle I'eau liquide et la glace sont en équilibre. Le FP du lait est inférieur a celui de
I'eau car la présence de solutés abaisse cet indicateur. Cette propriété est mesurée pour déterminer si
le lait de vache a été dilué avec de I'eau ce qui lui vaut d’étre utilisée comme norme légale [30]. Le lait
constitué principalement d’eau mais le FP est la propriété la plus constante des caractéristiques du lait.
Cette faculté est liée a I'équilibre physiologique existant entre la pression osmotique du sang et celle du
lait. Le FP du lait de vache est compris entre -510 m°C et -530 m°C [31].

Malgré cette cohérence, les FP peuvent subir de Iégéres fluctuations dues aux variations de
la composition du lait. Mais, la cause principale est la dilution du lait avec I'eau par des intentions
frauduleuses ou des erreurs de manipulation (pousse a I'eau), ce qui réduit la concentration du lactose
est considéré comme la cause principale de la diminution de le FP. L'hydrolyse du lactose entraine un
abaissement du point de congélation du lait et la libération du galactose. En fait, une corrélation linéaire
a été trouvée entre I'abaissement cryoscopique et la quantité de galactose libérée [166]. L'acidité du lait
par la fermentation lactique provoque la diminution de FP ; 1 °D abaisse le FP de 0,004 °C. Par ailleurs,
la pasteurisation du lait entraine une augmentation de 0,002 °C par rapport au FP. En général, les

facteurs affectant la composition du lait ont également des effets sur le FP [31].

Il est important de noter que I'eau forme un arrangement hexagonal précis lorsqu'elle atteint
son point de congélation. Cet arrangement augmente le volume d'eau et réduit sa densité. Cette
caractéristique est importante dans la fabrication des produits laitiers glaciés, ce qui peut entrainer la
formation de cristaux de glace [26]. La surveillance de ce parameétre est également importante dans
l'industrie laitiére.

La cryoscopie a thermistance est la méthode de référence pour la détermination de le FP telle
gue définie par la norme ISO5764 : 2002 (IDF 108 : 2002). La mesure est basée sur le principe de la
congélation du lait et de sa cristallisation par agitation mécanique, elle est effectuée lorsque la
température du lait congelé ne change pas pendant 20s pour pas plus de 0,5m°C. La présence d'eau
dans le lait est déterminée par la mesure du FP. Le lait est constitué principalement d'eau, mais la
présence d'eau étrangére entraine des modifications de I'équilibre osmotique du lait. La mesure du FP

du lait, qui détermine la présence de I'eau dans ce dernier, dépend de la concentration en constituants
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solubles dans l'eau et la concentration en lactose qui est le constituant principal qui explique la variation
de la FP du lait [167].

La directive européenne (directive du Conseil 92/46/CE, Communauté européenne, 1992)
précise que le lait de vache destiné a la consommation humaine doit avoir un FP ne dépassant pas -
520m°C. Une étude a montré que, dans la plupart des cas, les laits de troupeaux dont le point de
congélation était supérieur au seuil de -0,520°C étaient en réalité mouillés. Néanmoins, des apports
d’eau étrangére ont été détectés en dessous de cette valeur. De plus, la possibilité qu'un troupeau
produise du lait avec un point de congélation authentique supérieur a -0,520°C ne peut pas étre exclue
[168]. Cependant, il faut tenir compte des variations naturelles de la composition du lait cru et de l'ajout
inévitable d'eau a certaines manipulations du lait au cours de la production et de la transformation. Par
exemple, le Réglement n°2597 (Communauté européenne, 1997) a déterminé que ce lait devrait avoir
un FP proche de la moyenne des FP pour le lait cru provenant de la zone de collecte. Ceci est
particulierement important lorsque le FP fait partie des critéres utilisés dans les programmes de
paiement du lait.

L'analyse d'un grand nombre d'échantillons de lait implique des instruments infrarouges a
transformée de Fourier. Cet équipement automatique fournit des informations complétes sur la
composition du lait. Les résultats sont obtenus a l'aide de modeles d'étalonnage capables d'extraire les
informations contenues dans les données spectrales des échantillons. D'autres instruments combinés
sont capables de fournir un dénombrement des cellules somatiques en plus de la composition du lait.
Ces équipements peuvent étre entierement automatiques et trouvent leur intérét dans les programmes
d'amélioration des troupeaux laitiers. En effet, leur cadence élevée permet de suivre la qualité du lait
individuel des vaches.

Dans certaines conditions, des conservateurs sont ajoutés aux échantillons de lait avant d’étre
acheminés vers les laboratoires de contrdle de la qualité. La conservation des échantillons permet de
reconstituer les paramétres de qualité pendant la durée séparant I'’échantillonnage de la réalisation des

analyses.

Dans le cas des programmes de paiement du lait et de I'amélioration du cheptel laitier, des
conservateurs sont utilisés pour la détermination des cellules somatiques [169]. De méme pour la

détermination de la graisse, de la protéine et du lactose par des analyseurs a infrarouge [170].

L'utilisation de conservateurs entraine des variations dans les résultats obtenus avec le lait de
vache [171]. Une étude a été réalisée sur les effets des conservateurs sur la composition et les cellules
somatiques du lait de chévre avec CombiFoss 6000 FC (Foss Electric, Hillerad, Danemark) [172]. Cet
analyseur de lait combine deux dispositifs, Fossomatic FC (compteur de cellules somatiques) et
Milkoscan FT 6000 (analyseur infrarouge a transformée de Fourier). Le dernier dispositif a fait I'objet
d'une étude sur les effets des agents de conservation sur la détermination du facteur de production pour

le lait de chevre. Les conservateurs étudiés étaient Bronopol et Azidiol [173].
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Les facteurs influencant la détermination du FP sont le conservateur utilisé, la température de
stockage et I'age du lait [172]. Etant donné que les agents de conservation sont largement utilisés dans
la préparation des échantillons de lait, il convient de prendre en compte les effets de leurs différentes
concentrations sur le FP lors de la vérification de tout ajout d'eau. En ce sens, l'utilisation de
conservateur suppose une addition de soluté au lait, de sorte que ses effets pourraient étre intéressants

pour l'interprétation des résultats du FP.

Le Milkoscan FT2 (Foss Electric) est un analyseur de lait basé sur la technologie infrarouge a
transformée de Fourier (IR-TF). Il fournit une multitude de parameétres pour le contréle de la qualité.
L'analyse effectuée en 30s donne a la fois la teneur en graisse, protéines, lactose, matiére séche (totale
et dégraissée), urée, acidité dornique, caséines, acide citrique, acides gras libres, densité et
abaissement du point de congélation. Ce dernier parameétre est mesuré par un conductimetre intégré

au circuit de pompage du lait lors de I'analyse.

Le but de ce travail est d'étudier l'influence de différentes méthodes de conservation sur la
détermination du FP par la méthode Milkoscan FT2 et la cryoscopie a thermistance (méthode de

référence).

[I. Matériels et méthodes

II.1. Echantillonnage

Vingt-cing échantillons de lait de 5 000 ml ont été obtenus aupres d'un centre de collecte de
lait de vache (situé a Fkih Ben Salah dans la région de Tadla-Azilal au Maroc) au cours du mois d'avril
2016. Chaque échantillon a été divisé en quarante portions de 100mL pour préparer les différentes
conditions d'analyse. Ces conditions analytiques dépendent de la quantité d’eau a ajouter (0, 1, 2, 3, 4,
5, 6 et 7% du volume total) et du conservateur utilisé : sans conservateur (WPR), conservation au
peroxyde (20 ou 40uL/100mL, correspondant respectivement a PER20 et PER40) et a la préservation
avec du dichromate de potassium (20 ou 40uL de dichromate de potassium 1% / 100mL correspondant
respectivement aux BCR20 et BCR40).

Par conséquent, un total de 40 conditions analytiques a été examiné pour chaque méthode,
en fonction de la combinaison de la méthode de conservation et de la quantité d'eau ajoutée. Pour la
préparation de dichromate de potassium a 1%, 1g de dichromate de potassium (Panreac, 99%) a été
dissous dans 100mL d'eau distillée. Le peroxyde (Merck, 30% pour analyse) a été utilisé directement

dans I'échantillon de lait.

La composition physico-chimique du lait (matieéres grasses, protéines totales, lactose et
matiéres solides totales) des échantillons de lait a été déterminée a I'aide d'un appareil Milkoscan FT 2

(Foss Electric). Avant de passer par Milkoscan FT2, les échantillons de lait ont été chauffés a 40°C
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pendant 20min [174]. Le Tableau 18 montre les résultats obtenus pour les échantillons de lait cru utilisés

dans cette étude.

Tous les échantillons de lait ont été conservés a 4°C jusqu'a l'analyse de le FP, toujours
effectuée le jour de la collecte. Les valeurs de FP de chaque aliquote ont été déterminées en double
selon la méthode de référence [175] en utilisant le cryoscope a thermistance (Cryoscope avancé,
modeéle 4D3, Advanced Instrument Inc.), en mode de recherche de plateau selon IDF108: 2002 /
ISO5764 [172] et la méthode Milkoscan FT2. .

Avant et pendant I'expérience, le cryoscope a thermistance a été étalonné a l'aide de solutions
standard de NaCl conformes a la norme internationale [175]. La calibration du Milkoscan FT2 a été
réalisée a l'aide d'échantillons de lait de vache dans lesquels les valeurs de référence de FP ont été
déterminées par le cryoscope a thermistance (plage de -450 a -590m°C). Au total, 4000 valeurs de FP
ont finalement été traitées. Les résultats du FP ont été exprimés en millicelsius selon la norme

internationale [175].
II.2. Analyses statistiques

Les résultats obtenus par les deux méthodes dans les différentes conditions analytiques ont
été examinés en comparant les moyennes, les écarts types de répétabilité et 'analyse de régression.
Les moyens ont été analysés en utilisant la procédure GLM du logiciel SAS V9.1.3 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA). Le modele utilisé pour intégrer les effets des 40 conditions analytiques, des deux
méthodes analytiques et de I'effet de I'échantillon (n=25) ainsi qu'un effet résiduel lié a la détermination

en double du FP réalisée pour les deux méthodes.

L'écart type de répétabilité (Sr) et sa valeur relative (Sr%) ont été calculés pour chaque

condition analytique conformément a la IDF128A [176] avec les équations 26 et 27:

Equation 26 : Sr = (i ) Wiz)

Equation 27 : ST % = St = 100/X

Ou q est le nombre d'échantillons, Wi est la différence absolue entre les résultats dupliqués,

et x est la moyenne arithmétique du FP.

Pour établir la relation entre la méthode de référence et la méthode Milkoscan FT2, une
régression linéaire a été effectuée pour les 40 conditions analytiques étudiées. La régression linéaire a
été effectuée a I'aide de la procédure REG du logiciel SAS V9.1.3. Le module a permis I'estimation des

coefficients de détermination (R?), du coefficient de régression (a) et de l'interception (b).
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La procédure GLM du logiciel SAS V9.1.3 a également été utilisée pour étudier les effets de
différentes variables, a savoir : L'effet de I'ajout d'eau (8 classes : 0 a 7%), I'effet du conservateur (5
classes : WPR, BCR20, BCR40, PER20 et PER40), la méthode d'analyse (deux classes : méthode de
référence et méthode Milkoscan FT2), I'effet de I'échantillon (n=25) et les interactions factorielles de
ces effets & n=2 et n=3.

I1l. Résultats et discussion

Le Tableau 16 compare les valeurs moyennes de FP obtenues par la méthode Milkoscan FT2
et la méthode de référence dans les conditions analytiques étudiées. Les résultats obtenus avec la
méthode Milkoscan FT2 (-525 a -477m°C) étaient inférieurs a ceux obtenus avec la méthode de
référence (-523 a -476m°C), et la valeur absolue de I'écart moyen entre les valeurs de La FP obtenue
avec les deux méthodes était de 3,12m°C.

En prenant les moyennes des déviations enregistrées par stratégie de conservation, les
différences enregistrées étaient de 1,38m°C, 1,72m°C, 2,26m°C, 4,27m°C et 5,99m°C correspondant,
respectivement, a WPR, BCR20, BCR40, PER20, et PER40. Les écarts les plus importants ont été
enregistrés avec les deux stratégies PER20 et PER40. La déviation moyenne des échantillons de
BCR20 et de BCR40 dans les conditions analytiques était de 1,99m°C comparée a 5,13m°C enregistrée
avec les échantillons PER20 et PERA40.

Pour les moyennes des déviations enregistrées en pourcentage d’addition d'eau, les
déviations enregistrées étaient de 2,8m°C, 2,7m°C, 3,156m°C, 2,69m°C, 3,32m°C, 3,44m°C, 3,03m°C
et 3,84m°C correspondant, respectivement, 4 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 7%). La différence moyenne entre les
deux méthodes augmente légérement avec l'ajout d'eau. La différence la plus faible avec les
échantillons de BCR20 (0,27m°C) et la déviation la plus élevée avec les échantillons de PER40

(10,29m°C) ont été enregistrées avec une addition d'eau de 5%.

En général, les écarts enregistrés montrent le faible effet de I'ajout d'eau sur les valeurs du
FP. Cependant, l'utilisation du peroxyde dans la conservation des échantillons conduit & des valeurs
trés élevées par rapport a la méthode de référence. Les différences enregistrées avec les échantillons
conservés avec du bichromate de potassium ont enregistré des écarts |[égérement supérieurs a ceux

sans agent de conservation (WPR).

La méthode Milkoscan FT2 a montré un Sr relatif moyen Iégérement supérieur de 0,26% a
celui indiqué a I'annexe A de la norme IDF108: 2002 / ISO5764 [175] et légérement supérieur a celui
obtenu avec la méthode de référence (0,24%). Les résultats obtenus en termes de Sr% sont cohérents
avec les résultats de Sanchez et al. [173] qui avaient un Sr% de 0,2% pour la méthode officielle et
Milkoscan FT6000.
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Le pourcentage maximum de Sr obtenu avec la méthode de référence était de 0,35% dans
les échantillons PER20 additionnés de 5% et celui obtenu avec la méthode Milkoscan FT2 (0,35%) avec
7% dans les échantillons BCR40 et sans agents de conservation. Les petites différences observées de
Sr dans les diverses conditions d'analyse suggérent que ce paramétre n'a pas été modifié par I'ajout
d'eau ou de conservateurs dans les deux méthodes.

Le Tableau 17 présente les résultats de I'analyse de régression entre la méthode de référence

et la méthode Milkoscan FT2 pour les conditions analytiques étudiées.

Le coefficient de corrélation le plus élevé a été enregistré dans les échantillons de BCR40
avec 3% d’eau (r = 0,981) et avec 5% d’eau (r = 0,981). Pour les échantillons contenant 0 & 1% d'eau
ajoutée, la pente et l'interception étaient, respectivement, différentes (p <0,05) de 1,00 et de 0,00 pour
les échantillons de BCR 20 et sans agent de conservation (WPR). En dépassant 3% d'eau ajoutée, la

méme remarque a été faite pour les autres stratégies de conservation WPR et BCR40.

Les meilleurs coefficients de régression ont été enregistrés avec des échantillons de BCR20
pour des pourcentages d'eau de 0 a 2% et des échantillons de BCR40 et PER20 pour des pourcentages
de 0%, 1% et 3%. La plus grande précision a été obtenue avec des échantillons contenant moins de

3% d'eau.

Sur la base des résultats de l'analyse de régression, la détermination de la teneur en eau
ajoutée par la méthode Milkoscan FT2 doit étre confirmée par la méthode de référence, en particulier
lorsque des niveaux élevés sont suspectés. Cependant, dans une étude de Milkoscan FT 6000,
l'utilisation de Bronopol et d'Azidiol donne la plus grande précision pour les échantillons contenant plus
de 3% d'eau. De plus, les échantillons utilisés dans ce travail (Tableau 16) présentent des FP élevés

par rapport aux échantillons utilisés par Sanchez et al. [173].

Les facteurs d'addition d'eau, de conservation, de méthode analytique, d'effet de I'échantillon
de lait et leurs interactions ont contribué de maniére significative a la variation observée du FP (Tableau
19). L'ajout d'eau a été le principal facteur affectant le FP. Les valeurs moyennes du FP varient de -528
a -466m°C pour des échantillons contenant 0 et 7% d’eau, avec une augmentation de 6m°C pour

chaque point de pourcentage.

Les résultats obtenus sont cohérents avec les estimations mathématiques effectuées pour le
lait de chevre [177] et permettent de détecter une addition d'eau frauduleuse. D'ou l'intérét de ce
parametre pour la surveillance des systémes de traite et de nettoyage, tout en tenant compte du fait
que les systémes de traite automatiques augmentent le FP du lait de vache [178,179]. Ces résultats ne
concordent pas avec ceux de Pomies et Bony (2000) qui n'ont pas détecté de différences entre les

exploitations utilisant une salle de traite conventionnelle et un robot de traite [180].

Les effets des différentes stratégies de conservation étudiées sur le FP étaient différents (p

<0,001). Les plus petites différences ont été enregistrées avec les échantillons WPR, BCR20 et BCR40.
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Les résultats les plus fiables ont été enregistrés avec les échantillons de BCR20. Les FP inférieurs des

échantillons conservés s'expliquent par les modifications de I'équilibre osmotique du lait dues a

'augmentation des constituants hydrosolubles des échantillons. Cet effet est similaire dans les deux

méthodes analytiques (Tableau 20). Les différences entre les deux méthodes sont liées aux

modifications de la conductivité électrique du lait. En effet, la mesure du FP de lait par Milkoscan FT2

est réalisée par un conductimeétre intégré au circuit de pompage du lait lors de l'analyse.

Tableau 16 - Moyennes des moindres carrés du point de congélation (m°C) et des écarts-types
de répétabilité (Sr et Sr%) pour chacune des 40 conditions analytiques examinées avec les
méthodes instrumentales (IM) et de référence (RM).

Condition RM? IM? RM Sr IM Sr
Analytique! LSM* LSM* P RM Sr (m°C) (%) IM Sr (m°C) (%)
(m°C) (m°C)

0-WPR -518 -516 <0.001 [1.26 0.24 |1.63 0.32
0-BCR20 -521 -519 <0.001 |1.52 0.29 |1.53 0.29
0-BCR40 -523 -521 <0.001 [0.96 0.18 |1.31 0.25
0-PER20 -518 -521 <0.001 [0.88 0.17 |1.25 0.24
0-PER40 -520 -525 <0.001 [1.23 0.24 |1.15 0.22
1-WPR -512 -510 <0.001 |0.85 0.17 |1.12 0.22
1-BCR20 -515 -513 <0.001 |1.57 0.31 |1.07 0.21
1-BCR40 -517 -513 NS 1.36 0.26 |1.17 0.23
1-PER20 -512 -514 <0.05 0.89 0.17 |1.29 0.25
1-PER40 -514 -518 <0.001 |{0.93 0.18 |1.50 0.29
2-WPR -506 -507 <0.001 (1.49 0.29 |1.33 0.26
2-BCR20 -510 -507 <0.001 |1.60 0.31 |1.18 0.23
2-BCR40 -511 -508 <0.001 [1.59 0.31 |1.10 0.22
2-PER20 -508 -512 <0.001 {0.94 0.19 |1.51 0.29
2-PER40 -509 -514 <0.001 [1.48 0.29 |1.08 0.21
3-WPR -501 -500 <0.01 1.52 0.30 |1.55 0.31
3-BCR20 -503 -501 NS 1.49 0.30 |1.53 0.31
3-BCR40 -505 -502 <0.001 [0.95 0.19 |1.60 0.32
3-PER20 -501 -503 <0.001 (1.13 0.23 |1.39 0.28
3-PER40 -503 -508 <0.001 [1.32 0.26 |1.06 0.21
4-WPR -495 -493 <0.001 [1.25 0.25 |1.45 0.29
4-BCR20 -498 -496 <0.001 [0.98 0.20 |1.53 0.31
4-BCR40 -499 -496 <0.001 [0.89 0.18 |1.06 0.21
4-PER20 -494 -499 <0.001 [0.86 0.17 |1.68 0.34
4-PER40 -497 -503 NS 0.89 0.18 |1.48 0.29
5-WPR -489 -488 <0.001 |1.35 0.28 |1.43 0.29
5-BCR20 -492 -492 <0.001 |0.85 0.17 |1.03 0.21
5-BCR40 -493 -491 <0.001 [1.30 0.26 |0.87 0.18
5-PER20 -489 -492 <0.001 (1.71 0.35 |0.82 0.17
5-PER40 -491 -501 <0.001 (1.42 0.29 |0.72 0.14
6-WPR -482 -484 <0.01 1.63 0.34 |1.03 0.21
6-BCR20 -487 -486 NS 0.97 0.20 |1.53 0.31
6-BCR40 -489 -487 NS 1.23 0.25 |1.04 0.21
6-PER20 -484 -489 <0.001 [1.49 0.31 |1.16 0.24
6-PER40 -485 -490 <0.001 [0.84 0.17 |1.48 0.30
7-WPR -476 -477 <0.001 [0.99 0.21 |1.67 0.35
7-BCR20 -480 -478 <0.001 [1.48 0.31 |1.35 0.28
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7-BCR40 -481 -480 <0.001 |1.13 0.23 |1.66 0.35
7-PER20 -477 -486 <0.001 |0.98 0.21 |1.09 0.22
7-PER40 -480 -486 NS 0.83 0.17 |1.01 0.21

2019

110 — 7 = pourcentage d'eau ajoutée (volume total); WPR=sans agent de conservation; BCR20=dichromate de potassium

avec 20 pL de dichromate de potassium 1%/100 mL; BCR40=dichromate de potassium avec 40 uL de dichromate de

potassium 1%/100 mL; PER20=peroxyde avec 20 uL/100 mL; PER40=peroxyde avec 40 uL/100 mL.
2Thermistance cryoscope (Advanced cryoscope, modele 4D3, Advanced Instrument Inc., Norwood, MA).
3MilkoScan FT2 (Foss Electric, Hillergd, Denmark).

4SE de LSM = 1,317 (erreur standard).

Tableau 17 - Coefficients de régression (b), d'interception (a) et de R 2 basés sur des analyses
de régression pour des valeurs de point de congélation (m°C) obtenues par les méthodes de
référence et de Milkoscan FT2 dans des conditions d'analyse différentes.

Condition analytique * | b SE a SE R?

0-WPR 0.580*** | 0.096 | -215.476*** | 49.763 | 0.612
0-BCR20 0.826*** | 0.046 | -88.294** 23.912(0.933
0-BCR40 0.843***|0.076 | -80.409™° 39.4500.844
0-PER20 1.002*** | 0.147 | -2.052N° 76.715 | 0.668
0-PER40 1.343*%* | 0.162 | 174.240™ 85.049(0.749
1-WPR 0.586*** | 0.059 | -208.736*** | 29.962 | 0.812
1-BCR20 0.803*** | 0.043 | -99.239*** |21.924|0.939
1-BCR40 0.818*** | 0.045 | -89.520*** |23.244|0.934
1-PER20 0.960*** | 0.144 | -22.655"° 73.900 | 0.660
1-PER40 1.348***10.090 | 176.838*** | 46.436 | 0.908
2-WPR 1.229***10.151 | 115.063™ 76.525(0.742
2-BCR20 0.887***|0.052 | -53.889"° 26.328 (0.927
2-BCR40 0.704*** | 0.033|-147.849*** | 16.763 | 0.952
2-PER20 1.293***|0.125| 145.883* 63.83410.824
2-PER40 1.391***|0.151|195.917* 77.478 1 0.788
3-WPR 0.702*** | 0.047 | -148.056*** | 23.685 | 0.905
3-BCR20 0.708*** | 0.070 | -144.549*** | 35,271 | 0.815
3-BCR40 0.839*** | 0.034 | -78.155*** |16.998|0.964
3-PER20 1.033***|0.129 | 14.159™° 65.149(0.735
3-PER40 1.384***|0.150 | 189.636* 76.226 | 0.787
4-WPR 0.541***|0.072|-224.975*** | 35.755|0.708
4-BCR20 0.775*** | 0.059 |-110.070** |29.190|0.883
4-BCR40 0.589*** | 0.069 | -201.384*** | 34.028 | 0.763
4-PER20 1.445*%**10.178|216.873** |88.867 | 0.741
4-PER4O 1.456*** | 0.168 | 223.220* 84.350(0.767
5-WPR 0.702*** 1 0.035 | -144.149*** | 17.165 | 0.945
5-BCR20 1.251%%* | 0.139 | 123.264"° 68.52110.778
5-BCR40 0.573*** 1 0.024 | -207.069*** | 11.847 | 0.961
5-PER20 0.977***|0.176 | -14.522™ 86.620(0.573
5-PER40 1.773***10.076 | 376.713*** | 38.293 | 0.959
6-WPR 1.251***10.083|119.963** |39.931|0.909
6-BCR20 0.735*%** | 0.032|-127.469*** | 15.415 | 0.959
6-BCR40 0.751*** | 0.066 | -119.424** |32.129|0.849
6-PER20 1.372***10.161|176.313* 78.53710.760
6-PER40 1.235%%* | 0.157 | 110.458" 76.954 1 0.729
7-WPR 1.255***10.113|120.326* 54.021{0.843
7-BCR20 0.697*** | 0.049 | -143.639*** | 23.402 | 0.898
7-BCR40 0.819*** | 0.042 | -85.753*** |20.180|0.943
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7-PER20 1.525*** 1 0.102 | 246.592*** |49.421 | 0.907
7-PER40O 1.585***|0.138 | 277.849*** | 66.980 | 0.852

110 — 7 = pourcentage d'eau ajoutée (volume total); WPR=sans agent de conservation; BCR20=dichromate de potassium
avec 20 pL de dichromate de potassium 1%/100 mL; BCR40=dichromate de potassium avec 40 pL de dichromate de
potassium 1%/100 mL; PER20=peroxyde avec 20 uL /100 mL; PER40=peroxyde avec 40 pL /100 mL.

*P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0001.

Tableau 18 - Composition des échantillons de lait du réservoir en vrac.

Parameétre N | Minimum | Maximum | Mean | Std. Deviation
Matiere grasse (g/l) 25|31 41.1 38 2.29
Protéine (g/kg) 25|29 33 31 1.00
Extrait sec dégraissé DM (g/l) | 25 | 89 95.4 92 1.63
FP! (m°C) 25|-515 -528 -520 |3.93
Lactose (g/l) 25|44 47.8 46 0.77

IMéthode de référence.

Le peroxyde d'hydrogéne (H202) est l'agent de conservation traditionnel pour inhiber la
croissance microbienne et la détérioration du lait. Un millilitre d'une solution a 23% d'H202 dans 300mL
de lait cru permet de maintenir un nombre réduit de bactéries pendant 6 jours entre 8 et 10°C [181].
L'effet du peroxyde sur le lait étant lié & sa décomposition par les peroxydases présentes dans le lait
cru, ces enzymes dégradent le peroxyde en libérant de l'oxygene atomique susceptible de provoquer
certaines oxydations particuliéres (exemple : oxydation par la quinone de certains polyphénols avec
formation de substances colorées). En plus de libérer de I'oxygéne atomique, ces réactions libérent de
l'eau [182].

Tableau 19 - Analyse de la variance des variations du point de congélation.

Source de variation df |F Sig.
Eau ajoutée 7 113393,544 | <.0001
Conservateur 4 5544,416 <.0001
Méthode d’analyse 1 1787,677 |<.0001
Echantillon 24 |9946,542 |<.0001
Echantillon x Conservateur 96 |44,099 <.0001
Echantillon x Eau ajoutée 168 | 8,066 <.0001
Echantillon x Méthode d’analyse 24 |104,572 <.0001
Conservateur x Eau ajoutée 28 (61,332 <.0001
Conservateur x Méthode d’analyse 4 4,461 <,001
Eau ajoutée x Méthode d’analyse 7 15,431 <.0001
Echantillon x Conservateur x Eau ajoutée 672 (10,351 <.0001
Echantillon x Conservateur x Méthode d’analyse |96 |0,888 NS
Echantillon x Eau ajoutée x Méthode d’analyse | 168 1,375 <0.05
Conservateur x Eau ajoutée x Méthode d’analyse | 28 |6,915 <.0001

df: degré de liberté; F: rapport F ; SIG.: Valeur de signification ; NS: non significatif.

Les résultats montrent que, pour des raisons pratiques, les trois concentrations de BCR20,
BCR40 et PER20 peuvent étre utilisées dans la détermination du FP de lait de vache en utilisant les
deux méthodes : méthode de référence et méthode de Milkoscan FT2. D'autre part, 'augmentation de
la concentration en peroxyde (ajoutée directement aux échantillons de lait) entraine des différences trés

importantes entre les deux méthodes de détermination du FP et conduit a une réduction significative du
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FP. A concentration élevée, I'utilisation du peroxyde en tant qu'agent de conservation sera conditionnée
par une correction de biais sur le Milkoscan FT2 avant la détermination de la FP. Ceci permet de limiter
une mauvaise interprétation des valeurs de FP.

Tableau 20 - Les moindres carrés signifient le point de congélation en fonction de l'interaction
de la méthode d'analyse et le conservateur.

LSMm4
Analytical Method Preservative® | FP
(m°C)
WPR -497
BCR20 -501
Méthode de référencel | BCR40 -502
PER20 -498
PER40 -500
WPR -497
BCR20 -499
Méthode instrumentale? | BCR40 -500
PER20 -502
PER40 -506

IThermistor cryoscope (Advanced Cryoscope, model 4D3, Advanced Instrument Inc., Norwood, MA).

2MilkoScan FT2 (Foss Electric, Hillergd, Denmark).

3WPR=sans agent de conservation ; BCR20=dichromate de potassium avec 20uL de dichromate de potassium 1%/100mL ;
BCR40=dichromate de potassium avec 40uL de dichromate de potassium 1%/100mL ; PER20=peroxyde avec 20uL/100mL ;
PER40 = peroxyde avec 40uL/100mL.

4SE de LSM = 0.466 (erreur standard).
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Figure 40 - Moindres carrés des points de congélation (milliCelsius) pour la méthode
Milkoscan FT2 en fonction de l’interaction eau ajoutée et I’'agent de conservation
(WPR=Sans agent de conservation ; BCR20=Bichromate de potassium avec 20 L de
dichromate de potassium 1%/100mL ; BCR40=Dichromate de potassium avec 40uL de
dichromate de potassium 1%/100mL ; PER20=Peroxyde avec 20uL/100mL ; PER40 =
Peroxyde avec 40uL/100mL).
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Figure 41 - Moindres carrés des points de congélation (milliCelsius) pour la méthode de
référence en fonction de Il'interaction eau ajoutée et I’agent de conservation (WPR=Sans
agent de conservation ; BCR20=Bichromate de potassium avec 20 pL de dichromate de
potassium 1%/100mL ; BCR40=Dichromate de potassium avec 40uL de dichromate de
potassium 1%/100mL ; PER20=Peroxyde avec 20uL/100mL ; PER40 = Peroxyde avec
40pL/100mL).

Pour les deux méthodes, les effets des deux agents de conservation n'étaient pas trés
similaires, avec des concentrations différentes d'eau ajoutées (Figure 40 et Figure 41). Par
conséquent, le type de conservateur utilisé et sa concentration doivent étre pris en compte lors de
l'interprétation des résultats du FP. Ceci afin d'éviter de considérer les échantillons conservés comme

fraudés par I'ajout d'eau.

IV.Conclusion

La précision obtenue dans les différentes conditions d'analyse suggéere que Milkoscan FT2
peut étre utilisé pour la détermination du FP du lait de vache avec conservateur ajouté. Selon 'analyse
de régression, la meilleure condition analytique pour la détermination du FP lorsque Milkoscan FT2 est
utilisé implique la conservation des échantillons avec du bichromate de potassium (a 20 et 40ul de
dichromate de potassium 1%/100mL) et du peroxyde (a 20uL/100mL). L'augmentation de la
concentration en peroxyde conduit & des différences quelque peu éliminées entre les deux méthodes :

méthode Milkoscan FT2 et cryoscopie a thermistance.

Pour chague méthode de conservation utilisée, la détermination de la FP doit tenir compte du
type de conservateur et de la concentration utilisée. En négligeant ces paramétres, l'interprétation des

valeurs de FP peut étre erronée en termes de teneur en eau.
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CONCLUSION GENERALE

L’acte d’achat d’un produit laitier est justifi¢ par ces valeurs nutritionnelles qui lui confére
I'aptitude de répondre aux besoins de consommateurs en leur apportant tous les éléments nutritifs
nécessaires et prévus. Ces valeurs peuvent étre compromises par des manipulations frauduleuses qui
peuvent parfois nuire a la santé. Afin de protéger les consommateurs de ces risques et palier une
économie basée sur un commerce déloyal, les contréleurs doivent utiliser des moyens rapides et

efficaces pour lutter contre ces pratiques.

Le lait est un systéeme trés complexe, ou linteraction des constituants présents avec les
rayonnements infrarouges, peut fournir une multitude d’informations utiles a la fois pour son
authentification et la quantification de ces constituants. L’apport des méthodes chimiométriques est trés
considérable dans le processus d’extraction de ces informations. Ainsi, 'association des méthodes
chimiométriques et la spectroscopie infrarouge peut fournir une alternative efficace et prometteuse par
rapport aux méthodes d’analyses classiques. Une alternative qui réduits le temps, le co(t et qui respecte

'environnement, ce qui inscrit la méthode dans une démarche développement durable.

Pour le cas de la fraude du lait de chamelle par le lait de vache, I'application de I'ACP sur les
spectres de la gamme d’étalonnage a permis de distinguer quatre groupes d’échantillons avec des
concentrations ascendantes en lait de vache. L’exploitation de la courbe de chargement de la premiére
PC, I'ACP a permis d’associer cette fraude aux changements enregistrés au niveau des longueurs
d’'ondes spécifiques pour la matiére grasse, les protéines et le lactose. L'ACP été exploitée pour
déterminer les facteurs de discrimination entre les échantillons de chamelle fraudés avec le lait de vache.
Et ce avant d’entamer la calibration de modeéles capables de quantifier le pourcentage de lait de vache

ajouté.

La spectroscopie MIR-TF couplée a la régression PLS a permis de détecter et quantifier cette
fraude. Les résultats des tests des prétraitements mathématiques des spectres ont montré que les
modéles PLS, sans prétraitement ou avec centrage par moyenne, montrent une puissance prédictive
élevée. La validation externe de ces modéles, avec des échantillons non compris dans la gamme
d’étalonnage, a donné un R-square de 0.994, un RMSEP de 0.8654, une LOD de 2.595% et une erreur
relative de 3.8%. Les mémes résultats ont été obtenus avec le modéle PLS avec le centrage par
moyenne. Dans I'ensemble, la performance des modéles multivariés est tres prometteuse et pourrait
étre considérée comme une méthode efficace pour détecter une faible quantité d'adultération du lait de

chamelle par le lait de vache.

La spectroscopie MIR-TF couplée a la PLS est appliguée aussi pour déterminer
guantitativement le saccharose ajouté au lait. L'application analytique développée nous a permis
d’établir un modéle prédictif, capable de détecter I'adultération du lait par ajout du saccharose. Le
prétraitement de la gamme spectrale, comprise entre 1800 et 920cm-1 avec la premiére dérivée de

Savitzky-Golay, a permis aux modéles basés sur la régression PLS de détecter et quantifier le
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saccharose ajouté au lait de vache. Les bonnes performances prédictives du modele développé ont
permis d’avoir des erreurs relatives de 5,167 + 0,586 g/l et une limite de détection de 1,31 + 0,052 g/I.
Cette étude montre que la spectroscopie FT-MIR couplée a la PLS, est une méthode adéquate pour
l'analyse de la quantification de saccharose ajouté dans le lait cru sans prétraitement ou manipulation
des échantillons.

En effet, les activités menées au cours de ce travail nous ont permis de présenter les
méthodes et les traitements applicables aux spectres de MIR-TF. Les prétraitements adéquats peuvent
extraire les informations recherchées dans le grand nombre de variables contenues dans les spectres
des échantillons analysés. Leur application aux spectres du lait de chamelle fraudée avec le lait de
vache n’était pas d’'une grande utilité, mais pour le cas de la fraude de lait de vache par le saccharose,

ils améliorent considérablement les performances de la régression PLS.

Dans le but d’étudier la performance des équipements, basés sur la spectroscopie IR-TF, un
analyseur du lait a été testé pour différentes conditions analytiques. Cet équipement offre une grande
cadence et permet de réaliser des programmes de contrdle de qualité et de paiement du lait. Ces
programmes impliquent un grand nombre d’échantillons et les contrdleurs ont recours aux
conservateurs pour préserver les qualités des échantillons prélevés. En variant le pourcentage d’eau
ajouté et les stratégies de conservation, la mesure du point de congélation par la méthode officielle et
'analyseur rapide du lait, a confirmé la performance des équipement basés sur la spectroscopie IR-TF
et a montré que méme avec de conservateurs ces équipements sont capables de fournir des résultats

rapides, non-destructifs et interprétables.

Ces travaux prouvent que la spectroscopie infrarouge couplée aux méthodes chimiométriques
peut servir a développer des méthodes rapides pour contréler la qualité du lait et son authentification.
Ces méthodes sont utiles pour pouvoir décider rapidement sur le devenir des produits analysés. Ces
méthodes peuvent aussi étre intégrées comme analyse de routine, et étre adaptées aux applications
en ligne dans les process industriels. Ainsi, elles peuvent remplacer les méthodes chimiques qui

nécessitent le recours aux produits chimiques onéreux et une main d’ceuvre qualifiée.

Les résultats des travaux réalisés donnent beaucoup de perspectives dans la détermination
rapide de I'authenticité et la quantification des constituants du lait. D’autres études sont envisageables
sur la détection d’autres fraudes, en relation avec la rupture de la chaine du froid, surtout pour les
régions qui connaissent de longues périodes de fortes chaleurs. Une autre étude est envisageable pour
la discrimination entres les laits qui peuvent résister aux traitements thermiques qui dépassent les
100°C et ainsi distinguer entres les laits qui peuvent étre utilisés pour la production des produits UHT
et les produits pasteurisés. Cette stabilité thermique et un indicateur de fraicheur pour le lait et fait partie

des criteres de payement du lait.
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