Partie Expérimentale

Il - PARTIE EXPERIMENTALE

II.1 — Equipements, Réactifs et Conditions prélimiaires :

[1.1.1 - Equipements :

Les spectres et les mesures d’absorption ont étégisirés a l'aide d'un
spectrophotomeétre UV-Visible, Spectronic-Unicam elodV 500, qui fournit
une interface a un systeme informatique avec uitikgVision 32 pour la
commande des opérations de l'instrument, la cdletts données et leur
traitement. 1l est doté d'un monochromateur a nésed d'un deétecteur
photomultiplicateur et équipé de deux cuvettes @artg (Hellman) de 1cm de
trajet optique.

Les calculs des statistiques et les graphes onitaétés avec les logiciels :
«Excel», «Origin 6.0 Professional» et «Graph».

Les mesures de pH ont été effectuées a l'aide qibhrmetre DENVER
Instrument model 215.

Un appareil a ultrason Nahita model 611/2 a étéisétipour secouer les
solutions des analytes préparées avant utilisation.

Les pesées ont été réalisées sur une balanceigualge marque Sartorius BP
211 D, de portée max 210 g (précision 0,1 mg) giatée min 80 g (précision
0,01 mg).

Un four a moufle CARBOLITE, type CWF 12/5, T° ma20D °C, avec
programmation du temps et de la température.

Etuve de séchage Memmert.

Hotte d’'aspiration sous laquelle toutes les maaiohs, a risque de

contamination par les particules de I'air, ontféiees.

[1.1.2 - Réactifs :

Tous les réactifs utilisés sont de qualité analgidgMerck, Prolabo). L'eau

ultra pure (systeme de purification d’eau MilliQadrent A10) est utilisée dans la

mise en solution des échantillons et la préparatemsolutions aqueuses.
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[1.1.3 - Conditions préliminaires :

Un nettoyage préliminaire de décontamination pauwerrerie utilisée a été

exécuté a l'acide nitrique 10% et I'eau ultra-pfir@3].

[1.2 - Préparation de I'échantillon :

[1.2.1 - Préparation de I'état solide :

Les plantes médicinales utilisées (Tableau 1.1) éw achetées chez un
herboriste local, a leur état sec et la nomendaast faite grace aux références
[109,110].

Les feuilles et les graines ont été endaiées avec de I'eau de robinet dans
une passoire en plastique afin d’éliminer d’éveltesepoussieres superficielles,
puis rincées a l'eau ultra pure. La durée du lawdg#u rincage a été aussi courte
que possible. Les échantillons ont été mis immédiant dans une étuve réglée a
60 °C pour une nuit de 16 h.

Apres sechage, les échantillons ont étélusoen poudre fine, a l'aide d'un
mortier/pilon en porcelaine émaillé.

Les échantillons ont été ensuite homogénéséles parties aliquotes ont été
retirées pour l'analyse et le stockage. Le res&éastocké dans des flacons en

polyéthylene scellés puis mis au frais (Réfrigargteun environnement sec et

obscur.
Tableau II.1 : Plantes médicinales étudiées
N° éch.| Nom Vernaculaire Nom Scientifique Partie utilisée
1 Ronce Rubus Ulmifolus Schott Feuilles
2 Remt Arthrophytum Scoparium Feuilles
3 Nigelle Nigella Sativa Arvensis L|.  Graines
4 Pouliot Mentha Pulegium L. Feuilles
5 Henné Lawsonia alba Feuilles
6 Helhal Lavandula Officinalis Fleurs
7 Ammoides Ammoides verticillata Fleurs
8 Chebra Globularia alypum L. Feuilles
9 lvette Ajuga lva Feuilles
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[1.2.2 - Détermination de la matiére séche dans utissu végétal :

a) - Portée et Application :

Cette méthode détermine quantitativemenpdarcentage de matiere seche
dans les tissus végétaux basée sur la perte granjoeede I'eau libre liée, par un
chauffage a 105 °C pendant 2 heures. La détermimdt la matiére séche est utile
pour corriger la concentration d'un élément dehbédtillon a une base absolue de
matiére seche. Cette méthode n'élimine pas l'ediaiden moléculaire et elle est

géneéralement reproductible a = 7%.
b) - Procédure[22]:

(1) - Environ 2 g d’'une partie aliquote précédemmentlsie, est pesée dans un
creuset en porcelaine taré (soitl® poids de la tare a 0,001 g). €5t le poids de
I'échantillon

(2) - le creuset avec I'échantillon a été placé dans/éépréchauffée a 105 °C pour
2 heures.

(3) - le creuset est alors enlevé de I'étuve et placé dandessiccateur podt
heure.

(4) - le creuset a été aussitot pesé a 0,001 g pief, s poids.

(5) - une fois les mesures sont faites, I'échantilkilisé pour la détermination de la
matiere seche ne pourra étre réutilisé pour |'mealyorganique parce que le
séchage des échantillons a 105 °C peut laissaappeh quelques composants

comme le carbone, I'azote, et le soufre.

c) - Calcul :

ms =2 =R uy g9 (éq.1)

1
MS = teneur en matiére séche, rapportée a 0.1% pres.

*
m:MS m,

=100 (€q.2)

M, = base absolue de matiere seche de I'’échantillon.

m, = base humide de matiére de I'échantillon.
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[1.2.3 - Préparation de I'état liquide :
[1.2.3.1 - Mise en solution[24]:

* On a pesé 500 mg environ de la poudre de chaqaaitim dans un creuset en
porcelaine (préalablement nettoye), sajt

« On a ensuite placé les creusets dans un four alendGarbolite) a la
température ambiante (+ un creuset pour l'essaila@ich La rampe de
température a été programmée pour atteindre prigessent 450 °C en 4
heures environ.

 Le maintien de la température de consigne a auésp®grammeé pour une
durée de 16 heures.

 Une fois le temps écoulé, le chauffage a été auiquement éteint et le
refroidissement a commencé aussitot. On a retwés dés échantillons, on a
humidifié chaque résidu de 1 ml d'eau, et on yoaitéj 1,5 ml d'acide nitrique
concentre.

* Une lente évaporation, sur plaque chauffante,lest tenue et arrétée a sec.

« L’étape précédente est répétée une deuxieme feis addition de 1 ml d'acide
nitrique concentre.

* lerésidu a été dissous avec 2 ml d'une solutiaoidé nitrique 0,25% et chauffé
a douce ébullition. Apres refroidissement, La dolut est transférée
quantitativement dans une fiole jaugée de 10 miasets un papier filtre.
L’opération de rincage du creuset est poursuivigsipurs fois ainsi que le
papier filtre. La solution est finalement complé&k jauge et stockée dans des
tubes en plastique initialement nettoyés et rirra&x la solution de dilution.

» Les tubes scellés ont été conservés au frais (fééfteur) dans leur boite a tube.

[1.2.3.2 - Séparation, préconcentration et détermiation [57]:
A - Cas du cuivre: -Méthode au Diéthyldithiocarbamate de sodium (Na- DO).

A - 1 - Préparation des Réactifs :

* Solution de Diéthyldithiocarbamate de sodium (Na-DDC) 0,1% : Une
solution de 100 ml est préparée et ajustée a pf3 a\gc I'ammoniaque.

» Solution standard de cuivre :Une solution standard (1 mg/ml) est utilisée.
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» Solution de sel disodique de I'acide EDTA 0.1M~ 3,7%) : Une solution de
100 ml est préparée.

e Solution Tartrate de sodium-potassium 20% :Une solution de 100 ml est
préparée puis épurée par extraction des tracesligee avec la solution Na-

DDTC, utilisant quelques ml de C{our I'extraction.
A - 2 - Procédure de préparation du chélate standal:

3 ml de la solution de tartrate et 3 ml de la solut’'EDTA ont été pipetés dans un
bécher de 100 ml. Le pH de la solution résultamesuré a l'aide du pH-métre, a
été ajusté a ~ 8,5 avec de 'ammoniaque. La solatiété ensuite transvasée dans
une ampoule de 50 ml, préalablement nettoyée aw0;Ht rincée a I'eau. Une
quantité de 60 pug de Cu (soit 60 pl, a partir deolation standard) y a été ajoutée
puis 3 ml de la solution Na-DDTC. Le mélange a émnsuite secoué pendant
environ 1 minute avec chacune des quatre portiens thl de CCl Les extraits
combinés ont été récupérés et dilués a 25 ml a&veolvant. Un essai a blanc a été

exécuté de la méme maniére pour servir de référence
A - 3 - Procédure de préparation du chélate des éahtillons :

Le méme mode opératoire que celui du standard suwe sauf que le volume

prélevé des échantillons est différent (3 ml).
A - 4 - Courbe d’étalonnage :

Un balayage de la zone UV-visible a été exécutdesspectrophotometre (bande

passante = 1,5 nm) pour détermifgr. Des dilutions ont été ensuite faites pour
tracer la courbe d’étalonnage (A = f (c))a,fixe.
A - 5 - Mesure des absorbances des échantillons :

La mesure de I'absorbance a été faite pour chacjuenéllon tout en respectant les

regles de manipulation de lI'instrument et des amiess.

B - Cas du Zinc :- Méthode au Dithizone.

B - 1 - Préparation des Réactifs :

- 105 -



Partie Expérimentale

e Solution du Dithizone 0,002% dans CCJ: Une solution 0,01% peut étre
préparée et purifiée suivant le mode de la sect®2.1. ou tout simplement
celui de la section 4.5 d[b7]. Ce dernier a été adopté, puis une dilution
appropriée de la solution a été ensuite faite po&parer une solution de travail
a 0,002%.

« Solution standard de zinc : Une solution standard (1 mg/ml) est utilisée.

e Solution tampon d'acétate, pH 5:La solution a été préparée a partir de
lacétate de sodium anhydre et de [I'acide acétiglaeial dans ['eau.
L’ajustement est guidé a travers la mesure du pHanka solution a été épurée
des traces de métaux en la secouant avec desnsadiola solution du dithizone
dans CCJ, puis stockée dans un flacon en polyéthylene.

e Solution & 10% de Thiosulfate de sodium La solution a été préparée puis
épurée des traces de métaux, en la secouant agetuteon du dithizone dans
CCl,, puis maintenue dans un flacon en polyéthyléne.

» Solution de lavage :1 ml de la solution tampon d'acétate et 1 ml dsolation
de thiosulfate diluées avec de I'eau a 10 ml. Uatism a été préparée juste
avant l'utilisation.

« Solution d'ammoniaque :1 goutte de la solution concentrée de;Nldns 25 mi

d'eau.
B - 2 - Procédure de préparation du chélate standar:

Dans une ampoule a décanter de 50 ml, gblEshent nettoyée avec HNGt
rincée a l'eau, on a transvaseé le mélange (5 nkh delution tampon d'acétate + 5
ml de la solution de thiosulfate). On y a ajoutégut0de Zn (soit 10 ul, a partir de la
solution standard). Onsecoué la solution avec des portions de 1 ml cleadenia
solution du dithizone dans CJusqu'a ce que la couche verte de €& change
plus de couleur. A chaqgue fois, on a secoué per&lanhutes environ (cinétique de
la réaction). Les extraits combinés ont été ensgt®ues avec deux portions de 5
ml chacune de la solution de lavage. Le dithizomedentaire de la couche de ¢ClI
est enfin éliminé par un lavage avec la soluti@mdhoniaque. La solution rose de

Zn(HDz), a été aussitdt diluée a 25 ml avec le ¢€Qla solution résultante,
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léegerement trouble, a été filtrée avec un papigefprécédemment lavé avec la
solution diluée du dithizone et avec le GClIin essai a blanc a été exécuté de la

méme maniere pour servir de référence.
B - 3 - Procédure de préparation du chélate des éahtillons :

Le méme mode opératoire que celui du stanal&té suivi sauf que le volume

prélevé des échantillons est différent (1 ml).
B - 4 - Courbe d’étalonnage :

Un balayage de la zone UV-visible a été exécutdesspectrophotometre (bande

passante = 1,5 nm) pour détermifgr. Des dilutions ont été ensuite faites pour

tracer la courbe d’étalonnage (A = f (c))a,fixe.

B - 5 - Mesure des absorbances des échantillons :

La mesure de I'absorbance a été faite pour chacjuenéllon tout en respectant les

regles de manipulation de l'instrument et des amiess.

[1.2.4 — Calculs statistiques :

Les calculs des paramétres statistiques sont effecur la base du protocole de la
référence [107] :

1- La limite de détection :

La détermination de la limite de détection d'unghnéde s’effectue selon les étapes
suivantes : Estimation de la LDM, établissementadeDM, évaluation du ratio de
conformité.

¢ L ’estimation de la LDM : La limite de détection estimée (LM est calculée a
partir de la détermination de la limite instruméaide détection (LID).

La limite instrumentale de détection (LID) est émlpar I'addition du composé
analysé dans le solvant approprié sans la présEnomtrice de facon a obtenir une
concentration finale du composé analysé correspanaleenviron 5 fois la LID
estimée. Cette solution est introduite directentamis le systeme instrumental pour
analyse. Par la suite, I'écart type est calculdesud O replicats et la LID est égale a

3 fois I'écart type.
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¢ L'établissement de la LDM : Les limites de détection sont déterminées a partir
de l'analyse de dix réplicats d’'un méme échantillam concentration de l'analyte
dans cet echantillon doit se situer dans un intlenemtre 5 et 7 fois la limite de
détection estimée pour s'assurer de ne pas sueestimsous-estimer la limite de
détection.
La limite de détection est définie comme étanttfois la valeur de I'écart-type des
concentrations des dix replicats.
¢ L’évaluation du ratio de conformité (O) : Pour établir efficacement la limite de
détection, la démarche de validation comporte lterdénation d'un ratio de
conformitéd. Ainsi, la détermination de la LDM est jugée valisi la valeur de R
est située entre 4 et 10. Une valeurldenférieure a 4 signifie que la valeur de
LDM obtenue est statistiquement plus basse qualkuw de LDM réelle. Dans le
cas dune valeur dél supérieure a 10, la limite de détection obtenue es
statistiquement plus élevée que la limite de dietectelle.

X

O=—"— 50.3
DM (€9.3)

0 = Ratio de conformité,X = Concentration moyenne pour les 10 réplicats de
I'établissement de [aDM
LDM = Limite de détection de la méthode.
2- La limite de quantification :
La limite de quantification est la concentratioruigglente a 10 fois I'écart type
obtenu lors de I'établissement de la limite détecte la méthode (LDM).

LQM =10*S (é9.4)
LQM =Limite de quantification d’'une méthode
S =Ecarttype.
3- Réplicabilité : Elle correspond a I'étroitesse de I'accord erge résultats
individuels successifs obtenus sur le méme échamtdoumis a l'essai dans le
méme laboratoire et dans les conditions suivante8me analyste, méme appareil,

méme jour. La valeur sera déterminée a partir@ghtion suivante :

t(o.975n—1)* S

/n (€q.5)
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Ou : s = écart type d’'une série de mesures seardfarla réplicabilité

to.975:n-1)= Vvaleur du t de student pour un intervalle biatéx un seuil de
confiance a 95 %.
4- Répétabilité : Elle correspond a I'étroitesse de l'accord enwe tésultats
individuels obtenus sur le méme échantillon soudid’essai dans le méme
laboratoire et dont au moins I'un des élémentsasiss est différent : I'analyste,

I'appareil, le jour. La valeur sera déterminée dipee I'équation suivante :

t(0.975n—1)* S ,
—\/ﬁ (éq.6)
Ou : s = écart type d’'une série de mesures saardéfarla répétabilité
to.975 .n-y= Vvaleur du t de student pour un intervalle biaté un seuil de
confiance a 95 %.

En pratique, la réplicabilité et la répétabilitéféctuent de la fagcon suivante :

Dans la zone quantifiable de la méthode, on chaisié concentration d'un
échantillon et on fait 10 replicats. Chaque échiantidoit subir toutes les étapes de
la méthode d’analyse en respectant les conditigeifiées a I'égard de la

réplicabilité et la répétabilité.

5- Sensibilité :La sensibilité a une concentration donnée corresanrapport de
la variable de la grandeur mesurée a la valeuespandante de la concentration de
I'élément & doser.

On I'exprime par le rapport entre le signal obtenda concentration d’'un étalon a

I'intérieur de la plage pratique de la courbe opdate de la courbe d’étalonnage :

A - .
p =Ci—_é (é9.7)
A, A, = absorbances;;, C, = concentrations correspondantes
6- Limite de Linéarité (LL): C’est le plus haut niveau fiable de mesure qu’oisgau
utiliser en tenant compte de tous les facteursngidérer dans une méthode. Le coefficient

de corrélation doit étre supérieur a 0,995 poyveeter le critére de la limite de linéarité.
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