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Introduction

L'utilisation des pesticides a considérablement augmenté de nos jours. Leur application sur les
cultures pose de nombreux problemes environnementaux. De plus, des résidus de pesticides
peuvent se retrouver dans les denrées alimentaires commercialisées, entrainant des effets
néfastes sur la santé a long terme. Bien que la quantité de résidus sur les aliments soit
controlée et surveillée selon des normes de sécurité, la surveillance repose sur des méthodes
de détection chimique précises mais présentant des inconvénients, tels que des délais
d'analyse prolongés, une préparation complexe des échantillons et des co(ts élevés.

Parmi les nouvelles technologies de détection, la spectroscopie vibrationnelle apparait
comme une méthode prometteuse pour I'analyse des pesticides. Cette technique englobe un
ensemble de méthodes exploitant les interactions entre la lumiere et la matiére pour analyser
et identifier la structure des molécules d'intérét. Les méthodes spectroscopiques infrarouges
sont souvent associées a des traitements de données chimiométriques, permettant une
analyse approfondie des données spectrales.

Ce travail se focalisera sur une technologie vibrationnelle en particulier, la spectroscopie
Raman, qui repose sur le phénomene de diffusion Raman, permet d'identifier la structure
chimique de certaines molécules. Ce rapport se divise en deux chapitres : I'état de I'art et la
présentation de I'étude.

Le chapitre 1 de ce mémoire définira le cadre de I'étude et se divisera en trois sections : les
pesticides, les méthodes de détection et le traitement des données. La premiere partie
traitera du role des pesticides, de leur mode d'action, des différentes catégories de pesticides
et de leur réglementation. La deuxieme partie présentera les méthodes de détection, avec
une explication détaillée de la spectroscopie Raman. La troisieme partie abordera les
méthodes chimiométriques utilisées pour le traitement des données spectrales.

Le chapitre 2 se concentrera sur |'expérience de ce mémoire, visant a évaluer la faisabilité de
la spectroscopie Raman pour identifier différents pesticides appliqués sur des épinards.
L'objectif de ce mémoire sera de tenter de répondre aux questions suivantes : La
spectroscopie Raman permet-elle d'identifier différents pesticides a des concentrations pures
? Permet-elle de détecter de faibles doses de pesticides ? Quelle est la meilleure méthode
pour prélever des pesticides appliqués sur des feuilles d'épinard ?



Chapitre 1 : Etat de I'art

1.Les pesticides
1.1. Qu’est-ce qu’un pesticide ?
1.1.1. Role

Les pesticides sont destinés a prévenir, dissuader, controler ou éliminer tous les organismes
nuisibles ciblés. Les principaux ravageurs concernés sont les insectes, les champignons, les
agents pathogenes des plantes, les bactéries et les animaux nuisibles. Les pesticides sont
séparés en deux catégories selon leur domaine d’utilisation: les produits
phytopharmaceutiques a usage agricole et les biocides a usage non agricole (Chabou et al.,
2013; Tudi et al., 2021). Dans ce rapport, nous nous ne s’intéressons uniquement aux produits
phytopharmaceutiques agricoles, que I'on appellera « pesticides ».

1.1.2. Mode d’action

Les pesticides ont différents modes d’action sur les ravageurs tels que l'altération du
métabolisme (respiration, systéme nerveux, biosynthése, division cellulaire, régulateur de
croissance), la stimulation des réactions de défense de la plante ou I'action systémique
(Leroux, 2003; Simon-Delso et al., 2014). Les pesticides peuvent étre utilisés sur les cultures
avant la récolte pour protéger les plantes des ravageurs ou aprés la récolte pour prolonger la
durée de vie des cultures (Benzidane, 2018; Boland & Koomen, s. d.).

1.1.3. Composition

Un pesticide est un mélange de plusieurs composants :

e Substances actives : la substance active interagit biologiquement et présente une
capacité a tuer, repousser ou contrbler I'organisme nuisible ciblé. Le nom de la
substance active est une version abrégée du nom chimique complet car celui-ci est
trop complexe a retenir en mémoire. Par exemple, le nom réel du « glyphosate » est
le « N -(phosphonomethyl)glycine » (Boland & Koomen, s. d.; Chabou et al., 2013;
Jacquet & Jouan, s. d.).

e Adjuvants : les adjuvants sont des additifs qui sont ajoutés a la substance active dans
le but d’en améliorer les performances. Les adjuvants sont des substances neutres qui
n‘ont pas d’activité biologique sur les organismes nuisibles. Les adjuvants
comprennent de nombreux produits tels que: solvants; émulsifiants; agents
mouillants ; substances porteuses ; agents dispersants ; agents agglutinants ; agents
colorants et synergistes (Boland & Koomen, s. d.; Chabou et al., 2013; Jacquet & Jouan,
s. d.).



1.1.4. Classement des pesticides

Les pesticides peuvent étre classés de deux manieres, selon I'organisme nuisible ciblé ou
selon la composition chimique du pesticide (Boland & Koomen, s. d.; Chabou et al., 2013).

Les pesticides classés selon leur cible sont divisés en plusieurs catégories distinctes (Tableau
ci-dessous), les principales étant les insecticides, les fongicides et les herbicides. Bien que les
pesticides ciblent les ravageurs, leurs actions peuvent entrainer des dommages a des
organismes non ciblés (Boland & Koomen, s. d.; Calvet, 2005).

Tableau 1 : Classement des pesticides selon I’organisme nuisible ciblé

Catégorie du pesticide selon le nuisible ciblé Activité

Fongicide Elimine les moisissures et champignons
Herbicide Tue ou inhibe la croissance des mauvaises herbes
Insecticide Tue ou nuit aux insectes (par ex. aux pucerons)

Le classement selon la composition chimique du pesticide comprend trois catégories de
pesticides : les composés inorganiques, les composés organiques synthétisés et les
biopesticides. Des exemples de chacun de ces pesticides sont donnés ci-dessous (Boland &
Koomen, s. d.):

Tableau 2 : Classement des pesticides selon leur composition chimique

Catégorie du pesticide selon la composition | Exemple

chimique

Les pesticides inorganiques Le sulfure, I'arséniate de plomb, les mélanges de
cuivre et de chaux, le borax et les chlorates, et les
composés de mercure

Les pesticides organiques synthétisés (dérivés Les organochlorés, les organophosphorés, les

chimiques de produits pétroliers) carbamates, les pyréthrinoides, les triazines, les urées
substituées et les néonicotinoides

Les biopesticides Les moisissures, les bactéries, les virus et les
nématodes et les composés chimiques dérivés de
plantes

Les pesticides organiques synthétisés sont les plus utilisés parmi ces trois catégories de
pesticides. Les propriétés des principales familles chimiques ces pesticides organiques
synthétisés sont brievement décrites ci-dessous :

Tableau 3 : Pesticides organiques synthétisés

Famille chimique Description




Les organochlorés

Les organochlorés comprennent toutes les molécules contenant au moins une
liaison carbone — chlore (C-Cl). Ces composés sont peu solubles dans I'eau et tres
solubles dans les solvants organiques.

La plupart des organochlorés sont des insecticides.

Les organochlorés comprennent : le DDT, le lindane, I’"hexachlorocyclohexane (HCH)
et les cyclodienes (Chabou et al., 2013).

— —
H \_
a%\ =

Crgd

DDT Lindane (HCH)

Endosulfan (cyclodiénes)

Figure 1 : Exemple de composés organochlorés (Carrier, 2009)

Les organophosphorés

Les organophosphorés sont des molécules avec au moins un atome de phosphore
lié a un carbone (Chabou et al., 2013). L’'ensemble des produits de cette famille est
issu de dérivés de I'acide phosphorique (Carrier, 2009).
Les organophosphorés sont en majorité des insecticides et se distinguent en trois
groupes :
e Les dérivés aliphatiques avec le malathion et le dichlorvos.
e Les dérivés phénylés avec le parathion et le chlorpyrifos qui ont un noyau
phényl dans leur squelette chimique.
e Les dérivés hétérocycliques comme |'endothion, la phosalone ou le
phosmet qui ont des cycles avec des atomes d’oxygéne, d’azote ou de
soufre dans leur structure chimique (Carrier, 2009).
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Figure 2 : Exemple de composés organophosphorés (Carrier, 2009)

Les carbamates

Les carbamates sont des dérivés de I'acide carbamique. Ce sont des esters de I'acide
méthylcarbamique. Parmi ces composées se trouve des molécules connues tels
que : propoxur, carbaryl, bendiocarb et carbosulfan (Chabou et al.,, 2013). Les
carbamates sont principalement utilisés comme insecticide.
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Figure 3 : Exemple de composé carbamate (Calvet, 2005)

Les pyréthrinoides Les pyréthrinoides sont dérivés du pyretre. Ce sont des esters cyclopropane-
carboxylique tres lipophiles, neutres, tres volatils et chimiquement instables
(Chabou et al., 2013). La plupart des pyréthrinoides sont des insecticides.
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Figure 4 : Exemple de composé pyréthrinoide

1.1.5. Laformulation
Les pesticides présents sur le marché peuvent étre différenciés en fonction de leur
formulation. La formulation fait référence a la forme du pesticide mis sur le marché. Les
pesticides peuvent changer de composition en fonction du processus de fabrication du
produit, c’est-a-dire que des pesticides utilisant la méme substance active ont une formulation
différente parce que les adjuvants utilisés ne sont pas les mémes (Boland & Koomen, s. d.).

Un autre critére permettant de différencier une formulation d’une autre est le type de forme
de pesticide. Les formulations de pesticides peuvent étre divisées en deux grandes catégories
principales : les formulations séches/solides et les formulations mouillées/liquides. Chacune
de ces deux catégories comporte des sous-catégories qui précisent la forme solide ou liquide
(Boland & Koomen, s. d.).

La teneur en matiére active contenue dans la formulation est exprimée en « g/l » pour les
formulations séches/solides et en « % » pour les formulations mouillées/liquides. Les taux
d’application sur les cultures sont exprimés en |/ha pour les formulations solides et en kg/ha
pour les formulations liquides (Benzidane, 2018).

Le tableau 4 reprend des exemple de formulations séches/solides (Boland & Koomen, s. d.) :

Tableau 4 : Exemples de formulations séches/solides

Exemple Principe Avantage ‘ Inconvénient




Les poudres
pour poudrage
(DP)

La matiere active est
adsorbée sur un
support poudreux.

L'utilisation d’eau n’est pas
requise. Cela est utile pour
les régions ou I'eau n’est
pas disponible facilement.

La poudre est sensible au vent.
Cela entraine I'utilisation d’une
grande quantité de poudre
pour que celle-ci soit efficace.

Les
granulés (GR)

La matiére active est
contenue dans les

Utilisation simple et
résistance au vent.

Cher et nécessite I'utilisation
d’une grande quantité car les

granulées la libérant granulés contiennent un faible

apres leur application. pourcentage de substance

active

Les formulations mouillées/liquides sont plus fréquemment utilisées que les formulations
solides. Elles consistent a mélanger la formulation a un volume d’eau et a pulvériser la solution
sur la culture. La substance active reste sur la plante apres le séchage de la pulvérisation. Le
tableau 5 reprend des exemple de formulations mouillées/liquides (Boland & Koomen, s. d.) :

Tableau 5 : Exemple de formulations mouillées/liquides

Exemple Principe Avantage Inconvénient

Les suspensions Poudre qui, mélangée a | Faible quantité Poudre sensible au vent lors

concentrées (SC) de I'eau, reste en appliquée car ces de la préparation de la

suspension grace a des poudres contiennent solution.

agents dispersant. une forte dose de Nécessite un mélange

substance active. régulierement pour éviter un
dépot de la poudre au fond du

réservoir d’eau.

Les concentrations Poudre formulée de Pas d’apparition de Ces solutions sont

émulsionnables (EC) | maniére qu’elle se dilue | dépot au fond du dangereuses en raison de la

dans I'eau. réservoir. quantité élevée de substance

active contenue dedans.

Ultra Low Volume Pesticides sous forme Ne nécessite pas de Potentiellement tres toxique

Liquids (ULV) liquide directement diluants (eau ou huile). car forte concentration en

pulvérisable sans étre matiére active.

dilués.

1.2. L'histoire des pesticides apres 1945

La période 1945 désigne la période de I'essor des pesticides synthétiques organiques. La
course a I'armement chimique durant les deux guerres mondiales a favorisé le développement
rapide des pesticides. Les avancées technologiques ont permis de répondre a l'urgence de la
crise alimentaire (Benzidane, 2018; Tudi et al., 2021).

e Lesinsecticides apres 1945 :

Le développement de la chimie organique de synthése a entrainé une utilisation accrue
d'insecticides organiques synthétiques tels que les organochlorés, les organophosphorés, les
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carbamates et les pyréthrinoides (Encyclopédie de I’Agora, s. d.). Les organochlorés ont été
tres utilisés entre 1940 et 1970 et ont fini par étre interdit. lIs présentaient une faible toxicité
aigué pour 'homme mais persistaient longtemps dans I’environnement, les graisses et les
végétaux. Apres l'interdiction des organochlorés en raison de leur persistance
environnementale, les organophosphorés ont pris leur place, bien que présentant une toxicité
élevée pour I'hnomme. Les carbamates, puis les pyréthrinoides, ont ensuite émergé, ces
derniers se montrant moins toxiques pour I'homme et moins persistants dans
I'environnement (ALIGON, s. d.; Chabou et al., 2013).

e Les herbicides aprés 1945 :

Entre 1950 et 1955, divers herbicides tels que les urées substituées, les ammoniums
quaternaires et les triazines ont été commercialisés aux Etats-Unis (Benzidane, 2018).

o Les fongicides aprés 1945 :

Les premiers fongicides issus de la chimie de synthése organique ont été développés en 1966
avec les benzimidazoles et les pyrimides, suivis des fongicides encore populaires aujourd'hui,
tels que les imidazoliques et les triazoliques (Benzidane, 2018).

En 1950, certains scientifiques ont commencé a prendre conscience des effets néfastes des
pesticides. Ce n'est qu'en 1962 que Rachel Carson a dénoncé les impacts des pesticides sur la
santé et I'environnement dans son livre "Le printemps silencieux". Les autorités et les
industries ont ensuite reconnu la dangerosité de ces produits et ont commencé a mettre en
place des mesures de restriction. Durant les années 1990, les gouvernements ont introduit
des directives pour réduire |'utilisation des pesticides (Boland & Koomen, s. d.).

1.3. Utilisation de pesticides

1.3.1. Dansle monde

Des rapports concernant la consommation de pesticides ont été publiés par des organismes
privés (European Crop Protection Association (ECPA)) ou publiques (Food and Agriculture
Organization (FAQ)). Ces rapports utilisent les chiffres de vente pour estimer la consommation
annuelle de pesticides. Selon 'ECPA, les sept principales firmes (Aventis Crop Science, BASF,
Syngenta, Bayer, Dupont de Nemours, Dow AgroSciences et Monsanto) qui vendent des
pesticides représentent 90 % du marché européen des produits phytopharmaceutiques
(Batsch, 2011).

Les données suivantes proviennent du rapport de la FAO. Ces données ont été recueillies par
le biais de questionnaires, de publications nationales et internationales, de rapports et de
controles des firmes phytosanitaires (Batsch, 2011).
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La Figure 5 montre les quantités de pesticides utilisées par région. En 2020, I’Amérique reste
le plus gros consommateur suivi de |’Asie et de I'Europe. L’Afrique et I’Océanie sont de tres

faibles consommateurs de pesticides (FAO, 2022).

3.0

- - "am
25
L 20 - =
a
=
=4
]
Z 15
o
= 1.0
0.5
00 | B | EEN
1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020

M Africa M Americas B Asia Europe M Oceania

Figure 5 : Utilisation de pesticide par région du monde (FAO, 2022)

Cependant, I'utilisation de pesticides par surface agricole offre une vision plus « précise » de
la consommation de produit phytopharmaceutiques par région (Figure 6). L'utilisation
moyenne de pesticides en kg/ha/an entre 1990 et 2020 pour chaque région est la suivante,
par ordre décroissant : 2,83 kg/ha/an pour I’Amérique ; 1,58 kg/ha/an pour I'Océanie ; 1,57
kg/ha/an pour I'Europe ; 1,17 kg/ha/an pour I'Asie ; 0,41 kg/ha/an pour I’Afrique (FAO, 2022).
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Figure 6 : Utilisation de pesticides par superficie de terres cultivées et par région du monde
(FAO, 2022)
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1.3.2. En Belgique

En 2020, la quantité totale de substances actives (s.a.) de PPP vendues en Belgique s’élevait a
5 518 t. Les parts liées aux utilisateurs professionnels et non professionnels (particuliers)
représentaient respectivement 97,4 % (5 374 t) et 2,6 % (144 t) (SPW, s. d.).

Le groupe des fongicides et des bactéricides correspondait en 2020 aux ventes les plus élevées
chez les utilisateurs professionnels (40,8 %, soit 2 193 t). Le mancozebe, destiné
principalement a lutter contre le mildiou en culture de pommes de terre, était le fongicide le
plus vendu (901 t), suivi par le soufre (289 t) et le captane (203 t). Le groupe des herbicides,
défanants et agents antimousse représentait quant a lui 33,4 % des ventes attribuables aux
utilisateurs professionnels (soit 1 794 t), les herbicides les plus vendus étant le glyphosate (415
t) et le prosulfocarbe (236 t) (SPW, s. d.).

En Wallonie, parmi les principales grandes cultures, les pommes de terre de conservation
présentaient en 2020 la dose d’utilisation la plus élevée (15,3 kg de s.a./ha). Elles étaient
suivies des betteraves sucriéres (5,4 kg/ha) et du froment d'hiver (2,3 kg/ha). Les prairies
permanentes se caractérisaient par la dose d'utilisation la plus faible (0,03 kg/ha). Entre 2004
et 2020, a I'exception des pommes de terre, les doses utilisées présentaient une tendance
relativement stable. Les pics observés en cultures de pommes de terre peuvent étre reliés aux
conditions climatiques favorables au développement du mildiou (SPW, s. d.).

1.4. Problématique des pesticides

L'utilisation des pesticides a évolué avec la croissance démographique pour répondre a la
demande alimentaire grandissante. Les pesticides ont considérablement permis d’augmenter
le rendement des cultures et de réduire la charge de travail des agriculteurs. Sans leur
utilisation, les pertes de rendements atteindraient 78 % pour les de fruits, 54 % pour les
légumes et 32 % pour les céréales dans le monde (Tudi et al., 2021). Cependant, leur utilisation
abusive est a l'origine probléemes de santé humaine et environnementaux. Les effets
secondaires des pesticides sont de mieux en mieux compris dans le domaine scientifique
concernant leur impact sur la santé humaine et sur I’environnement (Bureau-Point et al.,
2021).

1.4.1. Limpact des pesticides sur I'environnement

La contamination de I'environnement par les pesticides se produit a travers des
microgouttelettes de produits qui peuvent tomber sur le sol, dans I'eau ou sur des organismes
non ciblés. Lorsqu'un pesticide est appliqué sur une culture, une partie de celui-ci passe au
travers et s'écoule jusqu'au sol. Une grande partie des pesticides utilisés est relachée dans
I'environnement. Il a été estimé que 2,5 millions tonnes de pesticides sont appliqués
mondialement chaque année sur les cultures avec seulement 0,3 % atteignant les organismes
ciblés. Les 99,7 % restants sont dispersés dans l’environnement entrainant des effets
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indésirables aux organismes non-ciblés (Pimentel & Levitan, 1986; Tudi et al., 2021; van Der
Werf, 1997).

Une fois que le pesticide est appliqué, il peut exister et migrer dans I'environnement par
plusieurs voies :

e Les phénomeénes de « sorption » : Des liaisons se forment entre le pesticide et les
particules du sol en raison de leurs affinités physico-chimiques, influencées par divers
facteurs tels que la teneur en matiére organique, le pH ou les amendements du sol
(Tudi et al., 2021).

e Lixiviation : Les pesticides peuvent étre s’infiltrer profondément dans le sol et
contaminer des eaux souterraines. La lixiviation varie en fonction de plusieurs facteurs
tels que la solubilité du pesticides, la perméabilité du sol, le coefficient d’adsorption
du sol, le niveau persistance du produit, le taux de précipitation, la température et
I’écosystéme microbiologique du sol (Tudi et al., 2021).

e La dérive de la pulvérisation : Les pesticides qui sont appliqués par pulvérisation
peuvent étre emporté par le vent (Tudi et al., 2021).

e Lavolatilisation : Certains pesticides se volatilisent, se transformant en gaz et pouvant
étre emportés par les courants d'air. La volatilisation est influencée par la teneur en
pesticides, la température, ’humidité, les mouvements de I'air et les propriétés de la
surface de volatilisation (Tudi et al., 2021).

e Ruissellement de surface : Les pesticides peuvent étre entrainés par I'eau ruisselant le
long de la surface traitée. Ce phénomeéne apparait lorsque le sol n’a pas le temps
d’absorber toute la solution pulvérisée sur la culture et qu’une partie s’écoule vers des
cours d’eau, des lacs, ou la mer (Tudi et al., 2021).

La libération de pesticides affecte la vie terrestre et aquatique car ils peuvent contenir des
substances toxique (mercure, arsenic ou plomb) pour les microorganismes, les insectes et les
animaux. Une réduction de tous les étre vivant composant un écosystéme sera causée par les
effets indésirables des pesticides. Cela peut entrainer un déséquilibre de |'écosystéme
compromettant sa stabilité car de nouvelles espéces peuvent se développer dii a la diminution
de leurs ennemis naturels (Pimentel & Levitan, 1986).

Les effets secondaires des pesticides peuvent avoir un impact négatif sur la productivité et la
stabilité des cultures. Certains de ces produits peuvent influencer la concentration de
nutriments (C, N, H, P, K, Ca et Mg) présents dans le sol nécessaire pour la croissance des
plantes en affectant des processus microbiologiques des microorganismes du sol (Pimentel &
Levitan, 1986).

1.4.2. L'impact des pesticides sur la santé

D'aprés un rapport de I'Organisation mondiale de la santé (OMS) et du Programme des
Nations unies pour I'environnement (PNUE) datant de 2002, le nombre d'empoisonnements
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par les pesticides s'éleve a plus de 26 millions par an, entrainant 220 000 décés dans le monde
(Zhang et al., 2011). Ces chiffres mettent en lumiére I'impact indéniable des pesticides sur la
santé, représentant un danger réel pour les populations exposées.

Il existe une grande variabilité de toxicité parmi les différents pesticides. Certains sont
hautement toxiques a court terme mais sont rapidement éliminés par I'organisme, tandis que
d'autres présentent une toxicité plus faible mais ont tendance a s'accumuler dans le corps,
entrainant ainsi des effets indésirables a long terme (Belarbi, 2021).

D'aprés des études, certains résidus de pesticides peuvent provoquer des troubles de la
reproduction et du développement du systéme nerveux (Ghasemnejad-Berenji et al., 2021;
Hoskote, 2020). De plus, I'exposition a ces substances peut étre associée au développement
de certains cancers (Costa et al., 2020; Sabarwal et al., 2018), ainsi qu'a des maux de téte
(Chetty-Mhlanga et al., 2021). Par ailleurs, des zones ou |'utilisation de pesticides est élevée
présentent un taux d'incidence plus élevé de maladies telles que la maladie d'Alzheimer et de
Parkinson (Parrdn et al., 2011). L'exposition a certaines substances peut également perturber
le systéme immunitaire (Lee & Choi, 2020). En outre, des cas de malformations congénitales
et de développement anormal du feetus en raison de la présence de ces substances dans le
lait maternel ont été signalés (Acosta-Maldonado et al., 2009).

1.5. Les résidus de pesticides dans I'alimentation

Un résidu de pesticide désigne a toute substance qui demeure sur un aliment apres
I'application de pesticides. Lorsque le pesticide est appliqué sur la culture, une partie peut étre
éliminée mécaniquement par le vent ou la pluie, mais ce qui reste sur la culture constitue les
résidus de pesticides. Ces résidus sont généralement mesurés en mg/kg ou en ppm (parties
par million) (Benzine, 2006). Les résidus de pesticides suscitent des préoccupations majeures
en matiere de santé publique en raison de leur potentiel toxicité pour la santé humaine. En
effet, la principale source de toxicité des pesticides réside dans leur substance active, pouvant
entrainer un empoisonnement aigu ou chronique (Benzidane, 2018; Tudi et al., 2021).

Al'échelle de I'Union Européenne, un ensemble de régles a été mis en place pour standardiser
la mise sur le marché et la surveillance a posteriori des produits phytopharmaceutiques ainsi
gue des résidus de pesticides dans les aliments. Ce cadre réglementaire vise a garantir que les
teneurs résiduelles en substances actives (SA) mesurées dans les aliments ne présentent
aucun risque pour les consommateurs. Le reglement CE 396/2005 concernant les limites
maximales de résidus (LMR) de pesticides dans les denrées d’origine végétale et animale
(Nougadére & Merlo, s. d.).

La LMR est définie comme la concentration maximale d'un résidu de pesticide résultant de
['utilisation de ce pesticide conformément aux bonnes pratiques agricoles, reconnue par la
Commission du Codex Alimentarius comme légalement autorisée ou acceptable dans ou sur
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un produit alimentaire, un produit agricole, ou un produit destiné a l'alimentation animale
non lavé ni épluché. Elle est exprimée en milligrammes de résidus par kilogramme de produit
(UNEP et al., 1989).

La LMR est une valeur, tenant compte des bonnes pratiques agronomiques (BPA) et du respect
de la dose journaliere acceptable pour garantir la sécurité des consommateurs (Académie
Agriculture de France, s. d.). Le dépassement de cette limite ne signifie pas que la dose de
résidus de pesticides est nocive pour ’lhomme, car les LMR sont établies largement en deca
du seuil toxicologique (Nougadere & Merlo, s. d.).

2.Méthodes de détection des pesticides

Les pesticides et leurs résidus représentent des enjeux majeurs dans les domaines de la santé
et de I'environnement. Pour contrdler |'utilisation des pesticides et la contamination des
denrées alimentaires, de nombreuses méthodes de détection des pesticides ont été

développées.

A ce jour, plusieurs techniques ont été développées pour I'extraction et la détection des
pesticides dont des techniques traditionnelles se reposant sur des principes chimiques tel
gue la chromatographie en phase liquide ou gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
qui l'une des plus populaires (Benzidane, 2018; Sharma et al., 2010).

De nouvelles méthodes d'analyse plus simples, moins co(iteuse et non destructrices sont
actuellement a I'étude pour proposer une alternative ou un complément aux méthodes
chimiques existantes. Parmi ces nouvelles approches figure la spectroscopie dans le proche
infrarouge (NIR). Des études se sont penchées sur la faisabilité d’utilisation de la
spectroscopie NIR dans la détection de résidus de pesticides sur des concombres (Jamshidi et
al., 2015), des feuilles de laitues (J. Sun et al., 2018), des pelures de fruits (Xiao et al., 2015) ou
des poivrons (Sanchez et al., 2010).

2.1. Méthode de détection conventionnelle
De nombreuses revues ont été publiés au cours de la derniere décennie concernant la

détection et la quantification de pesticides sur des fruits et Iégumes avec diverses techniques
traditionnelles (Sharma et al., 2010). Voici une série d’exemple de produits analysés d’aprés
la littérature scientifique. Selon Gonzalez-Rodriguez et al, des résidus de méthamidophos ont
été détectés sur des échantillons de tomates et de haricots verts par chromatographie
gazeuse (Egea Gonzalez et al., 1998). Patel et al. ont étudié un ensemble de fruits et légumes
(péche, raisin, laitue et poivron) en mettant au point une méthode de chromatographie
gazeuse a chauffage résistif (RH-GC) pour le dépistage des organophosphorés (Patel et al.,
2006). Parveen et al. ont contrdlé un certain nombre de résidus de pesticides appartenant a
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différentes classes de pesticides comme les organophosphorés, les organochlorés, les
carbamates et les pyréthroides dans 206 échantillons de légumes comme la carotte, l'ail, le
gingembre, I'oignon, la pomme de terre, le radis, la betterave a sucre, les feuilles de
brassicacées, le concombre, la menthe, le piment, les haricots verts, la tomate, la citrouille, le
chou et le chou-fleur, provenant de Karachi, au Pakistan. 63 % des échantillons étaient
contaminés par I'un ou l'autre pesticide et 46% des échantillons contaminés présentaient des
résidus de pesticides supérieurs aux LMR fixées par la FAO/OMS (Parveen et al., 2005). Wang
et al. ont analysé 8 résidus d’organophosphorés dans des légumes frais (chou vert de
Shanghai, chou chinois, carotte et épinard) vendus sur les marchés de produits agricoles de
Nanjing, en Chine montrant la présence de plusieurs pesticides sur les échantillons de légumes
collecté (Wang et al., 2008). Bhanti et Taneja ont évalué les niveaux de résidus de certains
organophosphorés (méthylparathion, malathion et chlorpyrifos) dans différents Iégumes
saisonniers, a savoir les épinards, les concombres, les gourdes, les courges, les choux-fleurs et
les choux, collectés dans les champs du district d'Agra, en Inde. lls ont également constaté que
parmi les [égumes des trois saisons, les |égumes d'hiver étaient fortement contaminés (Bhanti
& Taneja, 2007).

Parmi les nombreuses méthodes de détection de résidus de pesticide, la chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) présente une sensibilité élevée ce qui
fait d’elle une des méthodes la mieux adaptée pour l'analyse de trés faibles doses telles que
les résidus de pesticides. Cette méthode associe deux techniques, la chromatographie liquide

qui vise a séparer et a isoler les composés d'intérét présents dans un échantillon et la
spectrométrie de masse qui est une technique capable de quantifier des substances comme

les pesticides en se basant sur le rapport masse sur charge (m/z) de la molécule (Benzidane,
2018; Benzine, 2006).

Bien que ces méthodes conventionnelles de détection soient tres précises, elles présentent
d’importants inconvénients comme une préparation complexe de I’échantillon, |'utilisation de
méthodes et d'appareils complexes qui allongent le temps d’analyse, la nécessité d'un
personnel qualifié, des colts d'analyse élevés, une non-reproductibilité due a la destruction
de I'échantillon, ainsi qu’une consommation importante de réactifs (Dhakal et al., 2014; Pareja
et al., 2011; Weng et al., 2019; Xu et al., 2012).

2.2. Méthodes de détection alternatives

Le développement de futures technologies présentant des caractéristiques telles qu'une
limite de détection faible, une sensibilité et une spécificité élevées, ainsi qu'une
miniaturisation des appareils portables constitue un défi majeur. Ces avancées permettront
d’offrir une alternative ou étre complémentaires aux méthodes de détection conventionnelle
(Craig et al., 2013).
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Face a la demande croissante en matiere de surveillance alimentaire, de nombreuses
technologies de détection ont émergé (Thorat et al., 2023). Parmi ces technologies de
détection, la spectroscopie vibrationnelle dont la spectroscopie infrarouge a été utilisée dans
de nombreux domaines tels que les secteurs alimentaires (Brenna & Berardo, 2004),
pétrochimique (Macho & Larrechi, 2002), pharmaceutique (Blanco et al., 2004), clinique et
biomédical (Lo et al., 2015) et environnemental (Malley & Williams, 1997). La spectroscopie
infrarouge présente des avantages comme la rapidité d’analyse, la capacité a réaliser des
analyses non destructrices des échantillons, la simplicité d'utilisation et une préparation
simple des échantillons (Craig et al., 2013; Fu & Ying, 2016). Des recherches ont montré que
la spectroscopie infrarouge présente des performances de détection et d’identification
similaires aux méthodes chromatographiques existantes dans I'analyse de composé pétrolier
(Kovalenko et al., 2020) et d’huile de graine de figue (Hssaini et al., 2021).

Le principe de base de la spectroscopie infrarouge repose sur la mesure de vibration
moléculaire lorsqu’un rayonnement infrarouge (IR) rencontre la matiére. Elle permet
d’obtenir des informations sur la structure chimique des molécules composant la matiére a
partir de son interaction avec le rayonnement incident.

Dans le cadre de ce mémoire, nous nous concentrons sur une méthode spectroscopique
vibrationnelle particuliére, la spectroscopie Raman.

2.2.1. Interactions entre la lumiére et la matiére

La lumiére est une onde électromagnétique. La lumiéere visible (400 — 800 nm) tel que nous la
connaissons ne représente qu’une petite portion de toutes les ondes électromagnétiques qui
constituent le spectre électromagnétique (figure 7). Le domaine infrarouge s’étend de 0,8 um
a 1000 um. La fenétre spectrale de I'IR, se décompose habituellement en 3 parties : le proche,
le moyen et le lointain IR. Nous nous intéresserons plus particulierement a la région du moyen
infrarouge (MIR), qui s’étendent respectivement de 4000 a 400 cm™ (2,5um a 25 pum) (Truche,
2010).

Wavenumber 2500 cm? 4000 cmt 400 cm™? 20cm™
Wavelength 800 nm 2500 nm 25 pum 500 pm

Molecular vibrations

Radio

10 102 10* 1 10% 103 10¢ 10°

Figure 7 : Spectre électromagnétique (Fox, 2020)
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L'énergie contenue dans une onde dépend de sa longueur d'onde. Une courte longueur
d'onde représente une lumiére énergétique, comme les rayons ultraviolets. A l'inverse, une
longueur d'onde plus longue signifie que la lumiére possede une énergie plus faible, comme
les rayons infrarouges.

La lumiére est donc un vecteur d'énergie qui interagit avec la matiére. Lorsqu'elle rencontre
la surface d'un échantillon, différents phénoménes se produisent : (a) réflexion, (b)
absorption, (c) transmission (d) émission (fluorescence) et (e) diffusion (Daher, 2012;
Séjourné, 2012).

Emission

Excitation - ce
Absorption _Transmiss ion_

Réflexion

LARN

\ Diffusion

Diffusion inélastique

élastique

Figure 8 : Les différentes interactions entre la lumiére et la matiére (Daher, 2012)

a) Réflexion
Lorsque la lumiére rencontre une surface, elle peut subir une réflexion diffuse ou spéculaire,
en fonction de la rugosité de la surface. Une réflexion diffuse se produit sur des surfaces
irréguliéres (ou non polies) et se caractérise par une réflexion de la lumiere dans plusieurs
directions. En revanche, la réflexion spéculaire est une réflexion réguliere de la lumiére qui se

produit uniquement lorsqu'elle rencontre une surface polie.

b) Absorption
L’absorption de la lumiére incidente par les molécules constituant la matiere excite ses
électrons les amenant d'un état fondamental a un certain niveau d'excitation (Séjourné,
2012).

La figure 9 représente les différents niveaux d'énergie que peuvent atteindre les électrons
excités : les niveaux électroniques, vibrationnels et rotationnels. Chaque niveau électronique
est composé de plusieurs sous-niveaux vibrationnels et rotationnels. Initialement, les
molécules présentes dans I'environnement se trouvent dans un état électronique
fondamental (EQ). Lorsqu'elles sont excitées, leurs électrons montent a des niveaux d'énergie
supérieurs. Le niveau d'énergie atteint par les électrons dépend de la source d'excitation. Si la
source d'excitation est puissante, comme un rayonnement visible ou UV, alors les électrons
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atteindront des niveaux d'énergies élevés comme des niveaux électroniques supérieurs (E2).
En revanche, si la source d'excitation est plus faible, telle qu'un rayonnement infrarouge ou
des hyperfréquences, alors les électrons atteindront des niveaux d'énergie moins élevés, tels
gue des niveaux vibrationnels ou rotationnels du 1°" niveau électronique (E1).

IR
HYPERFREQUENCES VISIBLE
E A uv

Etat électronique E,

transition transition transition
rotationnelle vibationnelle électronique

> Etats vibrationnels

~— .
=— [Etats rotationnels

Emd

E, Niveau fondamental

Figure 9 : Les différentes transitions d'énergie selon la longueur d'onde du rayonnement
absorbée (Absorption et transmission atmosphériques, s. d.)

Le changement du niveau d’énergie vibrationnel d’'une molécule modifie le comportement
vibrationnel de ses liaisons moléculaires (Servant et al.,, 2011; Younes, s.d.). A leur état
fondamental, un liaison entre deux atomes agit comme un ressort et subit des déformations
naturelles causé par des forces qui composent la liaison, telles que I'attraction des électrons
partagés et la répulsion des charges similaires (Younes, s. d.). Ces déformations de la liaison
sont a la base des différents modes de vibrations moléculaires. Lorsque la molécule absorbe
de I'énergie et passe au niveau d’énergie vibrationnels supérieur, cela entraine la modification
du mode de vibration de la molécule.

Il'y a deux principaux modes de vibration des liaisons moléculaires se distinguent parmi tous
différents modes vibrationnels (figure 10) :

e Vibration d'élongation : le nuage électronique s'étire ou se rétracte. Il existe deux

types d'élongation :
o Symétrique : ce mode de vibration conserve la symétrie moléculaire.
o Asymétrigue : ce mode de vibration entraine une asymétrie moléculaire.

e Vibration par déformation angulaire : I'angle formé par deux liaisons est déformé par
les vibrations (Younes, s. d.). Il existe 4 types de déformation angulaire : symétrique
dans le plan (cisaillement), asymétrique dans le plan (rotation plane), symétrique hors
du plan (torsion) et asymétrique hors du plan (balancement).
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Vibration d’élongation (de valence)

Vibration de déformation
Dans le plan Hors du plan
A
AQO~
asymétrique (rotation plane) asymétrique (balancement)

SV A0 «

symétrique (cisaillement) symétrique (torsion)

Figure 10 : Les modes de vibration d'élongation et de déformation angulaire (Emmanuelle,
s.d.)

c) Transmission
La transmission désigne la lumiére qui traverse la matiére apres qu'une partie de celle-ci a été

absorbée.

d) Fluorescence
Lorsqu'une molécule absorbe de I'énergie provenant d’une source excitatrice puissante, telle
qgue la lumiere visible, ses électrons peuvent atteindre un niveau électronique supérieur.
Lorsque ces électrons retournent d’un niveau électronique supérieur a leur état fondamental,
ils émettent plusieurs photons, dont I'énergie est proportionnelle a celle absorbée (figure 11).

Ce phénomene se nomme la fluorescence (Séjourné, 2012).

E

r

Etats électroniques
excités

=
C
M

S1

. Fluorescence
Absorption

. u UEF

Etats vibrationnels

Niveau d’énergie
électronique
fondamental

S0 :

Figure 11 : Diagramme de phénomeéne de fluorescence (S : Niveau d’énergie électronique,
Ea : Energie absorbé, Er : Energie émit par fluorescence) (Ali, 2018)
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e) Diffusion
La diffusion correspond a I'émission d'énergie absorbée dans toutes les directions par des
électrons retournant d'un niveau d’énergie virtuel a leur état fondamental. Il existe deux
types de diffusion : La diffusion élastique, également connue sous le nom de « diffusion de
Rayleigh » et la diffusion inélastique, également appelée « diffusion Raman » (figure 12).

Faisceau laser incident

Figure 12 : Phénomeéne de diffusion (Planet-Terre, s. d.)

L’énergie de la lumiere est définie par I’énergie d’un photon « hu » la composant ou h est la
constante de Planck et v représente la fréquence de la lumiére. Lorsqu’une molécule est
irradiée par une lumiere incidente d’énergie hu, elle est amenée vers un état virtuel situé
entre les deux états électroniques. La plupart des molécules excitées retombent dans I'état
électronique initial en émettant une lumiére diffusée de méme énergie que la lumiere

incidente : c’est le processus de la diffusion élastique, la « diffusion de Rayleigh » (figure 13a).

Il peut arriver que la lumiére diffusée ait une énergie différente de celle de la lumiére incidente
: c'est le processus de la diffusion inélastique, la « diffusion Raman ». Ce phénomeéne est
relativement rare et se produit environ 100 000 fois moins souvent que la diffusion élastique.
La diffusion Raman peut diffuser une lumiére avec une longueur d'onde plus grande et
d’énergie plus faible (effet Stokes) ou avec une longueur d’onde plus petite et d’énergie plus
élevée (effet anti-Stokes) que la lumiére incidente.

L’effet Stokes résulte du fait qu’une plus petite partie de molécules excitées retombe a un état
vibrationnel situé au-dessus de I’état initial, en émettant une lumiére diffusée dont I'énergie
est hu — u, c'est-a-dire une lumiére avec une énergie plus faible que celle de la lumiere
incidente. La différence des énergies de la lumiere diffusée et de la lumiére incidente est égale
a I'énergie nécessaire pour faire vibre la liaison moléculaire a un certain mode de vibration
(figure 13b).
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Certaines molécules peuvent se trouver initialement dans un état vibrationnel. Lorsqu’elles
sont excitées par une lumiere incidente a un état virtuel et puis retombent a leur état
fondamental, une lumiere diffusée d’énergie hu + u est émis, c’est-a-dire la diffusion d’une
lumiere plus énergétique. Cette émission correspond aux raies anti-Stokes (figure 13c)
(Bourget et al., 2012; Craig et al., 2013; Daher, 2012; Nguyen, 2008; Séjourné, 2012).
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Figure 13 : Phénomeéne de diffusion (Nguyen, 2008)

2.2.2. Spectroscopie vibrationnelle : la spectroscopie Raman

La spectroscopie Raman est une technique parmi I'’ensemble des méthodes d'analyse basées
sur les interactions entre la lumiére et la matiere. Cette partie aborde la découverte du
phénoméne Raman, le fonctionnement des spectrométres Raman, les spectres Raman, ainsi
gue les avantages et les inconvénients de cette technologie.

a) Découverte de |'effet Raman
L'effet Raman a été découvert en 1928 par le savant indien Sir Venkata Raman, qui s'est
intéressé au phénomene de diffusion inélastique. Il a constaté que le rayonnement émis par
des molécules bombardées de photons contenait de la lumiere possédant une fréquence
différente de celle de la lumiére incidente.

Des avancées technologiques telles que le développement de capteurs trés sensibles a
I'infrarouge et l'invention des lasers ont permis I'évolution de la spectroscopie infrarouge. En
revanche, la spectroscopie Raman a longtemps été handicapée par le phénomene de
fluorescence, qui noyait le faible signal Raman émis. Ce n'est qu'a partir des années 1986
qgu'un interférométre commercial infrarouge/transformée de Fourier et une source
d'excitation proche de l'infrarouge ont été combinés pour obtenir un spectre Raman (Bourget
et al., 2012; Collin & Couture, s. d.).
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b) Fonctionnement du spectrométre Raman
Les spectromeétres Raman exploitent les rayons issus de la diffusion Raman pour obtenir des
informations sur la structure chimique des molécules analysées. Ces appareils utilisent une
source d’excitation qui est dirigée vers I'échantillon. Deux parameétres sont essentiels pour
obtenir de bons spectres Raman : la longueur d’onde et la puissance de cette source
d’excitation. Le choix de la largeur de la bande de longueurs d’ondes est crucial pour limiter
le phénomene de fluorescence, qui masque le signal Raman. La fluorescence apparait
principalement dans les régions de longueurs d'onde UV ou visible, d'ou I'intérét d'utiliser des
lasers infrarouges monochromatigues. La puissance du laser joue également un réle

important, car une puissance élevée garantit la stabilité et une intensité suffisante du signal
Raman, mais cela peut endommager I'échantillon. Ainsi, il existe un compromis entre la
puissance du laser et I'état de I'échantillon (Z. Li et al., 2014).

La lumiéere du laser est absorbée par les molécules de I'’échantillon, puis diffusée de maniere
élastique et inélastique dans toutes les directions. Cette lumiere diffusée est collectée et
traitée. Le traitement de cette lumiere implique I'extraction de l'information pertinente en
analysant les différentes longueurs d'onde de la lumiere diffusée. Il existe différents
mécanismes de sélection de longueur d’onde, tels que le mécanisme dispersif et non-dispersif
(Z. Li et al., 2014).

Spectrometre a mécanisme dispersif :

Spectromeétre
Réseau de

diffraction Détecteur

...........................................

N

Filtre notch %

Microscope optique

Bchantillon

Figure 14 : Spectrométre a mécanisme dispersif (Nguyen, 2008)

Un spectrometre dispersif utilise des composants dispersifs pour séparer la lumiere dans
I'espace en fonction de la longueur d'onde, tels que le réseau de diffraction et le prisme (Z. Li
et al.,, 2014).
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La figure 14 montre un exemple de spectromeétre a mécanisme dispersif travaillant en
rétrodiffusion. Dans son fonctionnement, la lumiére diffusée provenant de I'échantillon passe
a travers un filtre "notch" congu pour bloquer les rayons ayant la méme fréquence que le laser
incident, éliminant ainsi le signal de diffusion de Rayleigh. Les rayons issus de la diffusion
Raman traversent le filtre "notch" et sont dispersés par un réseau de diffraction, puis capturés
par un détecteur CCD (dispositif a transfert de charge), avant d'étre affichés sur un écran
(Nguyen, 2008).

Spectrometre a mécanisme non-dispersif :
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Figure 15 : Interférométre de Michelson (Z. Li et al., 2014)

Le spectrometre non dispersif utilise des dispositifs pour sélectionner les longueurs d’onde
issues de la diffusion comme l'interférométre de Michelson (Z. Li et al., 2014).

Dans le dispositif FT-Raman (Fourier transform Raman Spectroscopy), la source d'excitation
d'un laser proche infrarouge est dirigée vers I'échantillon a travers un miroir optique et une
lentille, qui collectent également les signaux diffusés (Rayleigh et Raman) de I'échantillon. Le
miroir dichroique transmet le signal de diffusion Rayleigh de courte longueur d'onde et
réfléchit le signal de diffusion Raman de grande longueur d'onde vers un séparateur de
faisceau. A travers le séparateur de faisceau, la moitié du signal Raman est transmise a un
miroir fixe et I'autre moitié est réfléchie vers un miroir mobile.

En raison de la différence de trajet optique causée par le miroir mobile, les deux faisceaux
réfléchis par les deux miroirs subissent des interférences constructives et destructives,
déterminées par la distance de déplacement du miroir mobile. L'ensemble de ces
interférences positives et négatives, transmises a travers un signal complexe, produit un
interférogramme calculé par une transformation de Fourier (Z. Li et al.,, 2014). lLa
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transformation de Fourier est un processus mathématique permettant d’extraire la fréquence
de chaque longueur d’onde d’un signal complexe qui est constitué d’'une somme de fréquence
de plusieurs longueurs d’onde.

c) Spectre Raman
Les longueurs d'onde issues des diffusions Raman sont collectées et analysées par un
détecteur approprié pour obtenir un spectre (Morton & Jensen, 2009).

Le spectre Raman (figure 16) se compose de raies issues de la diffusion Raman, distribuées
symétriguement de part et d'autre de la raie de la diffusion de Rayleigh, correspondant a la
raie d'émission du laser. L'intensité des raies de diffusion Raman Stokes est généralement plus
élevée que celle des raies de diffusion Raman anti-Stokes. En pratique, les raies de diffusion
Raman Stokes sont conservées pour représenter les spectres Raman, tandis que les raies de
diffusion anti-Stokes sont éliminées (Lepot, 2011).

Les spectres Raman sont exprimés en nombre d’onde avec pour unité le cm™, plutét qu'en
longueur d'onde. Le nombre d'onde est l'inverse de la longueur d'onde.
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&
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Longueur d’onde (nm) 675 666 657 649 641 633 624 17 610 602

Figure 16 : Spectre Raman du tétrachlorure de carbone (CCls), excité par un laser 632,8 nm
(Alexandre et al., s. d.)

Les spectres Raman présentent des « pics » a certain nombre d’onde que I'on nommera des
« bandes » pour le reste de cette étude.

La spectroscopie Raman permet d'obtenir différents types d'informations :
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e La position des raies nous renseigne sur la structure des vibrations des liaisons
composant une molécule, et par extension, la structure chimique peut également étre
déduite (Séjourné, 2012).

e L'intensité des bandes peut étre liée a la concentration de I'espéece dans I'échantillon,
mais de maniére générale, l'intensité des bandes est plus forte pour les liaisons
chimiques covalentes que pour les liaisons ioniques, car plus le nombre d'électrons mis
en jeu est élevé, plus le signal Raman est intense (Séjourné, 2012).

e La largeur d'une bande fournit des informations sur le désordre structural de
I'échantillon. Ce parameétre est sensible a la nature des liaisons et a leur arrangement
autour de la liaison sondée (Séjourné, 2012).

e Le décalage des bandes peut étre lié a I'état de contrainte (déformation) du matériau
analysé ou a sa température (Séjourné, 2012).

d) Interprétation des spectres
La spectroscopie Raman est une technique qui permet de recueillir les profils de vibration
moléculaire de I’échantillon analysé. Les modes de vibrations qui sont les mieux observable
par spectroscopie Raman sont des vibrations d’étirement (streching) et des vibrations de
déformation angulaire (bending). Par exemple, il a été observé que les vibrations d’élongation
de la liaison O-H de I'eau s’exprime a des nombres d’onde entre 3014 et 3636 cm™ (Q. Sun,
2009). Ou encore que les vibrations d’élongation de la liaison C-H de chaines d’hydrocarbures
de molécule lipidique ont été localisées a des nombres d’onde de 2850 et 2885 cm™ (Larsson
& Rand, 1973). L'interprétation des spectres spécifiques aux pesticides est expliquée dans la

section « 7. Résultat et discussions » au point « 7.2.2. ».

La figure 17 représente une synthése des localisations des bandes de vibration des liaison
moléculaires pour le IR et le Raman dans une région de 4000 a 500 cm™2.
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Figure 17 : Table des combinaisons entre les régions du spectre Raman et les structures

chimiques (Naumann et al. 1991, Pistorius 1995, Piot et al. 2000)

e) Avantage et inconvénient de la spectroscopie Raman

La spectroscopie Raman présente de nombreux avantages en tant que méthode d’analyse par

rapport aux méthodes d’analyse chimique (Merad, 2010; Séjourné, 2012) :

Méthode non-destructrice et non intrusive.

Technique rapide

Peu colteuse

Elle est facile a mettre en ceuvre. Le temps de préparation est trés faible. Utilisation
gue d’une faible quantité de I’échantillon.

Elle peut s’appliquer sur de nombreux types d’échantillon (matériaux hétérogenes,
échantillons déformés).

Elle peut étre directement utilisé sur le terrain grace a des versions portables de

spectrométres Raman.

Mais la spectroscopie Raman présente aussi des inconvénients car elle est tres influencée par

certains phénomeénes qui peuvent dégrader la réponse Raman (Merad, 2010) :

La fluorescence. Ce phénomeéne peut étre limité par le changement de longueur
d’onde du laser mais lorsque celui survient, sa réponse est beaucoup plus intense que
I’effet Raman.

La dégradation de I’échantillon par échauffement si la puissance du laser est trop

élevée.
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e Difficulté a analyser des échantillons foncés car ceux-ci absorbent une grande fraction
de I'énergie du rayonnement incident.

f) Surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS)
Comme mentionné précédemment, la diffusion Raman est un processus de tres faible
probabilité d’interaction : seulement 1 photon diffusé sur 107 environ fait partie de la diffusion
Raman. Il nous faut donc absolument tirer profit de tous les mécanismes permettant
d’amplifier le signal Raman (Nguyen, 2008).

Le « Surface-enhanced Raman spectroscopy » (SERS) est une technique Raman avancée qui
améliore les supports de présentation de I’échantillon pour amplifier I'absorption de I'énergie
lumineuse par les molécules (Craig et al., 2013). L'effet SERS découvert en 1974 par
Fleischmann, a montré une amplification de 'ordre de 10° a 10° de la diffusion Raman sur des
molécules de pyridine adsorbées sur une surface d’argent rugueux. En 1977, Van Duyne et
Creighton ont démontré qu’une simple augmentation du nombre de centres de diffusion due
a la rugosité de la surface ne suffit pas pour expliquer une telle augmentation du signal et ont
supposé I'existence d’une exaltation intrinseque de la section d’efficace des molécules. La
recherche sur I'effet SERS s’est accélérée rapidement dans les années qui ont suivi. Vers 1985,
I'origine du phénoméne d’exaltation a été quasiment complétement identifiée avec les deux
mécanismes suivants : I'amplification électromagnétique et I'amplification chimique (Nguyen,
2008).

Des études qui utilisent le SERS exploite principalement le mécanisme électromagnétique
(EM) via la disposition de nanostructure métallique sur la surface du support pour augmenter
I’effet Raman. La mise en place de ces nanoparticules a pour objectif de créer des dipdles
artificiels par la résonance des électrons contenus dans les nanoparticules (Craig et al., 2013).
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3.Traitements des donnees spectrales

La spectroscopie vibrationnelle permet I'acquisition d’'un grand nombre de spectres. Les
spectres bruts peuvent communiquer des informations concernant la structure chimique pour
chaque échantillon analysé. Cependant, la comparaison d’un grand nombre de spectres bruts
différents, ol chacune de leur longueur d’onde représente une variable différente, n’est pas
une tache simple et nécessite des méthodes d’exploration de données multivariées. Les jeux
de données multivariés (ou multidimensionnels) sont des jeux de données contenant plus de
2 variables (généralement en colonnes) mesurées sur plus de deux unités statistiques
(individus, patients, sites...), généralement en lignes.

La chimiométrie est une disciple regroupant un ensemble d’outils mathématiques et
statistiques utilisée pour extraire des informations pertinentes et utiles de données chimiques
afin d’en tirer des résultats comme classer les échantillons et les variables en fonction de leurs
caractéristiques, pour comprendre les causes d'un phénomene, pour développer un modele
permettant de prédire des événements futurs (Giacomino et al., 2011; Otto, 2007; Wold,
1995). La chimiométrie est trés souvent associée a la spectroscopie vibrationnelle en raison
de la complexité des données spectrales (Mark & Workman, 2018).

3.1. Prétraitement

En général, I'analyse des données multivariées commence par la soumission de I'ensemble
des données spectrales brutes a des transformations mathématiques avant qu'elles ne soient
finalement traitées pour produire des modeles analytiques qualitatifs ou quantitatifs. Ces
transformations mathématiques comprennent I'application de différentes combinaisons de
prétraitements spectraux qui ont pour objectifs : la réduction du bruit, la correction de la ligne
de base de base, la normalisation et pour finir, I'amélioration de la résolution (Katsumoto et
al., 2001; Pasquini, 2018).

Dans ce mémoire, les prétraitements qui sont appliqués sur les données spectrales sont, dans
un premier temps, I'algorithme de Savitzky-Golay pour la réduction du bruit et I'amélioration
de la résolution et, dans un second temps, la « Standard Normal Variate » (SNV) pour la
normalisation des données.

3.1.1. Algorithme de Savtizky-Golay

Parmi les nombreuses approches de dérivation, I'algorithme de Savitzky-Golay permet le
lissage ainsi que les dérivées de premier et de second ordre des données spectrales, des
prétraitements couramment utilisés pour les données spectrales (Gallagher, s.d.). Cet
algorithme est appliqué aux données spectrales pour améliorer les caractéristiques spectrales,
éliminer le bruit et éliminer les effets de la ligne de base.
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Le principe du lissage par I'algorithme de Savitzky-Golay est représenté sur la figure 18 ou est
calculé un ajustement polynomial d'ordre o (courbe en rouge) qui est déplacé au fur et a
mesure dans chaque fenétre de filtre de largeur w (rectangle en pointillé rouge) pour un
spectre donné mesuré en N point (spectre bleu) (Gallagher, s. d.). L'utilisation de fenétres de
grande taille permet de réduire le bruit et les |égeres variations dans les données spectrales,
mais cela peut également supprimer de petits pics apportant des informations essentielles
pour permettre la discrimination de différents spectres.
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Figure 18 : Principe du lissage par l'algorithme de Savitzky-Golay (Gallagher, s. d.)

L'algorithme de Savitzky-Golay peut également estimer la dérivée d’ordre d dans chaque
fenétre de filtre. La figure 19 montre un exemple de signal Raman (en haut) et des estimations
de la dérivée premiére (en bas). La courbe bleue dans le graphique de la dérivée premiére ne
présente pas de bandes qui se distingue du bruit. L’application du lissage sur cette dérivée
premiere (courbe en rouge) a permis de visualiser plus clairement une bande mineure située
en 1008 cm™ (Gallagher, s. d.). La combinaison de la dérivée premiére et du lissage permet
donc d’éliminer de décalage de la ligne de base et de mettre en évidence des bandes enfouies
dans le bruit. L’application de la dérivée seconde sur le résultat de la combinaison de la dérivée
premiere et du lissage (courbe en rouge) permet de « repositionner » la bande du spectre a
son nombre d’onde initial.
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Figure 19 : Dérivée premiére et lissage par l'algorithme de Savitzky-Golay (Gallagher, s. d.)

3.1.2. Standard Normal Variate (SNV)

L’objectif de la SNV est de rendre tous les spectres comparables en termes d'intensités (ou de
niveau d'absorbance) en éliminant efficacement les effets de la variation globale de l'intensité.
Cette approche de normalisation consiste a considérer les valeurs qui s'écartent de la
moyenne de |'échantillon individuel plus fortement que les valeurs proches de la moyenne
(Eigenvector Research Documentation Wiki, s. d.).

La SNV effectue donc une normalisation des spectres en soustrayant la propre moyenne de
chaque spectre et a diviser ce résultat par son propre écart-type. Aprés SNV, chaque spectre
aura une moyenne de 0 et un écart-type de 1.

La SNV fonctionne selon la formule suivante :
_ Xorg — Qo
xCOT‘T‘ -
a;
Ou x,r4 est le spectre de I'échantillon original, x.,, est le spectre corrigé, a, est la moyenne

des intensités du spectre et a, est |I'écart-type des intensités du spectre.

3.2. Analyse multivariée : Analyse en composantes principales
(PCA)

L'Analyse en Composantes Principales (PCA) est une méthode utilisée pour simplifier la

visualisation et l'interprétation d'un grand ensemble de données, comprenant plusieurs

individus (n individus) mesurés par rapport a un grand nombre de variables. Cette méthode

génere de nouvelles variables non corrélées, appelées "composantes principales" (PC), qui
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regroupent plusieurs variables du jeu de données dans le but de résumer au mieux les
données. La premiére composante principale contient la majeure partie de l'information
expliquant le jeu de données, suivie par la deuxieme composante principale qui contient le
maximum d'informations restantes, et ainsi de suite (T. Jolliffe & Cadima, 2016).

Les composantes principales sont calculées en fonction d'une matrice de corrélations (figure
20) entre toutes les variables. Cette matrice permet de comprendre comment les variables de
I'ensemble des données varient les unes par rapport aux autres et de déterminer s'il existe
une relation entre elles. La matrice de covariance est une matrice symétrique de taille p x p
(ou p est le nombre de dimensions), dont les entrées représentent les covariances associées
a toutes les paires possibles de variables initiales (Jaadi, s. d.).

Cov(y,z) Cov(y,y) Couly,z)
I_ Cov(z,z) Cov(z,y) ("UU(:.:)J

[ Cov(xz,z) Cov(z,y) Couv(x, z) ]

Figure 20 : Matrice de corrélation a 3 dimensions (Jaadi, s. d.)

La matrice de corrélation est utilisée pour calculer les vecteurs propres et les valeurs propres
qui déterminent les PC. Les valeurs propres définissent I'importance de chaque PC dans la
représentation des variables. Elles sont exprimées en pourcentage, indiquant la proportion de
variance des variables expliquée par chaque PC par rapport a I'ensemble des variables. La
premiere PC aura la valeur propre la plus élevée car elle capture le plus grand nombre de
variables. Les vecteurs propres représentent les directions dans lesquelles les PC capturent le
maximum de variance dans les données, c'est-a-dire le plus d'informations possibles (Caron,
s. d.).

Les vecteurs propres avec les valeurs propres permettent de calculer les loadings, qui
représentent le lien entre chaque axe et les variables. En d'autres termes, les loadings
mesurent dans quelle mesure une variable est corrélée avec une PC. Par exemple, les variables
fortement associées a une certaine PC auront des loadings trés élevés avec cette PC, mais des
loadings beaucoup plus faibles avec les PC auxquelles elles sont moins associées (Caron, s. d.).

Enfin, la projection de la matrice du jeu de données sur les composantes principales est
possible aprés le calcul des scores. Les scores représentent les nouvelles coordonnées de
chaque individu du jeu de données sur chaque composante principale. La matrice des scores
(Y) est obtenue en multipliant la matrice du jeu de données normalisées (Z) par la matrice des
vecteurs propres de toutes les composantes principales (V) (CSBQ, s. d.) :

Y=2V
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3.3. Analyses statistiques
3.3.1. Statistiques sur la répétabilité

La répétabilité est la fidélité dans les conditions de mesures suivantes : « conditions qui
comprennent la méme procédure de mesure, les mémes opérateurs, le méme systéme de
mesure, les mémes conditions de fonctionnement et le méme lieu, ainsi que des mesurages
répétés sur le méme objet ou des objets similaires pendant une courte période » (Desquilbet,
2019).

Dans le cas de données spectrales, il est plus intéressant de calculer la moyenne quadratique
(RMS) que la moyenne arithmétique car cette moyenne quadratique permet de prendre en
compte les variations d’intensité du spectre. Le calcul de la moyenne quadratique va
permettre de refléter les variations d’intensité du spectre en une valeur unique qui va étre
utiliser pour comparer les différences entre les spectres d’'un méme échantillon. Cette
moyenne représente la racine carrée de la somme des carrée de chaque intensité spectrale

du spectre j a un nombre d’onde i (xiz) sur la gamme totale des nombres d’ondes (n).

2
in

n

Le coefficient de variation (CV) permet d’évaluer la répétabilité d’'une méthode d’analyse en
déterminant la dispersion des mesures répétés par rapport a la moyenne. Ce coefficient est le
rapport entre I'écart-type des mesures répétés (o) et la moyenne des mesures répétés (X),
multiplié par 100 pour obtenir une réponse exprimée en pourcentage.

o
CV ==.100
X

3.3.2. Statistiques sur la reproductibilité

La reproductibilité est la fidélité dans les conditions de mesures suivantes : « conditions qui
comprennent des lieux, des opérateurs et des systémes de mesure différents, ainsi que des
mesurages répétés sur le méme objet ou des objets similaires » (Desquilbet, 2019). Elle
permet de contréler la stabilité des mesures dans le temps, entre différents expérimentateurs,
a partir d’appareils différents, etc. Pour étudier la reproductibilité, nous utiliserons le test
statistique de I'analyse de la variance (ANOVA - Analysis Of Variance) car il permet de
comparer la répartition de plusieurs échantillons, selon un ou plusieurs facteurs qualitatifs,
parmi une population. Ce test permettra d’évaluer la reproductibilité en comparant les
données récoltées sur des échantillons préparés et mesurés a trois périodes distinctes.

Deux hypothéses sont nécessaires pour réaliser une ANOVA : I’hypothese de normalité — tous
les échantillons suivent une loi normale — et I'hypotheése d’indépendance — chaque échantillon
est indépendant des autres. ANOVA va permettre de tester une hypothése de départ,
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appelée HO, qui considere que tous les échantillons ont la méme moyenne. Cette hypothese
s’oppose a I'hypothese alternative, nommée H1, qui expose qu’au moins un échantillon
possede une moyenne différente des autres. La p-valeur, obtenue par le test ANOVA, est la
valeur de référence qui permet de conclure sur le rejet ou le non-rejet de I’hypothese HO. Pour
cela, elle est comparée a un seuil de rejet (ou seuil de risque) appelé a. Lorsque la p-valeur est
inférieure a a, I'hypothese de départ est rejetée ; tandis que lorsqu’elle est supérieure a a, HO
est considéré comme non rejetée et donc les groupes ont des moyennes semblables.
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Chapitre 2 : Présentation de |"étude

4.Description de I'étude

L'épinard est l'un des légumes les plus couramment plantés dans le monde. Les
consommateurs sont de plus en plus nombreux a préter attention aux bienfaits des épinards
en raison de leur haute valeur nutritionnelle. Il s'agit d'un légume important, riche en
vitamines, minéraux et fibres alimentaires (Abdulra’uf et al., 2012; Kim et al., 2012). Le
processus de sélection a long terme imposé pour améliorer la productivité et la qualité des
épinards a rendu les cultures d'épinards moins résistantes aux maladies, aux parasites et aux
conditions environnementales défavorables (Bonnechére et al., 2012; Shuying et al., 2015; Yu
et al., 2015). Pour maintenir un rendement élevé de la production d'épinards, I'utilisation de
pesticides est considérée comme une pratique agricole économique. Selon « Group
Environnemental Working », les épinards sont I'un des produits les plus contaminés par les
pesticides (Group Environmental Working, s. d.).

Ce mémoire constitue une étude de faisabilité visant a évaluer la capacité de détection de Ia
spectroscopie Raman de résidus de pesticides présent a la surface de feuilles d’épinard. Ce
mémoire tentera de répondre aux questions suivantes : la spectroscopie Raman permet-elle
d'identifier différents pesticides ? Permet-elle de détecter de faibles doses de pesticides ?
Comment prélever des pesticides appliqués sur des feuilles d'épinard ?

Durant I'expérience de ce travail, différentes concentrations de pesticides ainsi que des
pesticides pulvérisés et prélevés sur des feuilles d’épinard en laboratoire ont été analysé par
des spectromeétres Raman lors de I'expérience de ce mémoire. Deux spectromeétres Raman
ont été utilisés et comparés: le spectromeétre Raman portable (Rigaku Progeny) et le
microscope Raman Senterra |l de chez Bruker. Les spectres acquis ont été traités par des
méthodes chimiométriques afin de déterminer si les instruments spectroscopiques Raman
était capable, dans un premier temps, d’identifier des pesticides purs et, dans un second
temps, de détecter des pesticides présents a la surface de feuilles d’épinard.

5.Matériel

5.1. Echantillons de pesticides

L'Unité Produits de Protection, de Contréle et Résidus du CRA-W (U10) a fourni cinqg pesticides
liquides différents pour cette étude, comprenant trois fongicides et deux insecticides. Ci-
dessous, vous trouverez la liste de ces pesticides avec leurs substances actives
correspondantes. Chaque pesticide est identifié par son numéro CRA-W, qui est le nom
d'encodage utilisé dans la base de données du CRA-W. Ces désignations seront utilisées tout
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au long de I'étude pour référencer les différents pesticides. De plus, I'expression « échantillons
de pesticide » sera raccourci en « échantillons ».

Tableau 6 : Les cing pesticides du CRA-W

Type de Numérotation CRA- | Substance active Type de formulation
pesticides W
Fongicide 7844 62,5 g/| Fluxapyroxad Concentrations émulsionnables (EC)
45 g/l Metconazole
7749 400 g/l Propamocarb-HCl | Suspensions concentrées (SC)
50 g/I Cymoxanil
7851 450 g/l Propamocarb HCl | Solution liquide soluble (SL)
67,5 g/l Zoxamide
Insecticide 7130 100 g/l Lambda- Suspensions concentrées (SC)
cyhalothrine
7997 200 g/l Suspensions concentrées (SC)
Chlorantraniliprole
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: Les échantillons de pesticide

Les pesticides fournis sont utilisables sur une variété de cultures telles que le blé, I'orge, la
pomme de terre, les épinards, le chou, la salade, etc., comme indiqué sur "Phytoweb.be".
Deux pesticides parmi ceux utilisés dans cette étude s’appliquent spécifiquement aux feuilles

d’épinard : le produit 7130 et 7997.
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5.2. Présentation des spectrometres Raman
5.2.1. Spectrometre Raman portable (Rigaku Progeny)

Le spectrometre Raman portable (Rigaku Progeny) est équipé d'un laser d'excitation de 1064
nm et offre une plage de détection spectrale allant de 200 & 2500 cm™. Ce dispositif permet
des temps d'exposition de I'échantillon variant de 5 a 30 000 ms, avec une puissance réglable
allant de 10 a 490 mW. Il integre un systéme de traitement du bruit de fond et de correction
de la ligne de base, ce qui permet d'obtenir rapidement des spectres exploitables (Akpolat et
al., 2020).

Figure 22 : Spectrométre Raman portable (Rigaku Progeny)

Le parametre "moyenne" joue un rdle crucial dans l'atténuation du bruit de fond et
I'amplification des intensités des bandes. En moyennant les spectres de plusieurs analyses
réalisées sur la méme zone pointée par le laser, le bruit aléatoire est réduit, tandis que les
bandes caractéristiques sont renforcées. Cette moyenne est effectuée sur la zone analysée
par le laser, permettant ainsi d'obtenir un spectre avec un signal de bruit minimal et des
bandes distinctes et intenses.

La "focale" est un parametre qui détermine la profondeur d’analyse dans un échantillon placé
dans un contenant permettant au laser de le traverser. Cette profondeur est définie par la
distance entre le point focal du cone laser (figure 23) et la surface de I'échantillon. Une petite
focale signifie que le point focal du laser se trouve a faible profondeur dans I’échantillon. A
I'inverse, une valeur de focale élevée indique que le laser pénétre plus profondément dans

I’échantillon.

Lors de I'expérience décrite dans ce mémoire, certains échantillons ont été placés sur des
plagues en aluminium, des supports qui ne laissent pas passer le laser. Dans ce contexte, la
focale n’est plus utilisée pour modifier la profondeur d’analyse, mais plutot pour ajuster la
surface d’analyse sur la plaque d’aluminium. La figure 23 illustre que lorsque le point focal se
situe derriere la surface de I'échantillon, la zone d’analyse s’élargit. Une focale plus élevée
entraine une plus grande surface analysée. Cependant, une surface d’analyse plus large réduit
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I'intensité du laser, car I'énergie du laser est distribuée sur une surface plus grande, diminuant
ainsi le phénoméne Raman.
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Figure 23 : Schéma de la convergence du laser

La puissance du laser et le temps d’exposition sont des paramétres influencant le signal Raman
mesuré. Une puissance laser élevée accroit les probabilités d'occurrence des phénomenes
Raman, augmentant ainsi I'intensité du signal détecté. Le temps d’exposition correspond a la
durée pendant laquelle I'échantillon est exposé au laser. Plus ce temps d’exposition est long,
plus les phénomenes Raman ont I'occasion de se produire, ce qui renforce l'intensité du signal
mesuré. Cependant, une puissance du laser élevée peut entrainer la brilure de I’échantillon
et un trop long temps d’exposition peut engendrer une saturation du signal Raman mesuré.

5.2.2. Microscope Raman Senterra

Le microscope Raman Senterra Il est un spectrométre de type dispersif. Il est équipé d'un
systeme permettant I'émission de lasers générés par des diodes a des longueurs d'onde
différentes : 532 et 785 nm, avec des puissances variant de 0 a 100 mW. Le dispositif de
détection du signal Raman est géré par un systeme de transfert de charge (CCD) refroidi a -60
°C. De plus, un microscope BX53M Olympus est installé sur I'appareil, avec plusieurs objectifs
disponibles : x10, x40, x50 et x100. Le Senterra Il permet I'acquisition de spectres dans une
plage de nombre d’onde allant de 3650 a 50 cm™%, avec une résolution spectrale de 4 cm™ ou
de 1,5 cm™. L’acquisition et le traitement des spectres se font via le logiciel "OPUS 7.8" fourni
par Bruker, le fabricant de ce spectrometre (Bittel, 2017; Lieutaud, 2019).
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Figure 24 : Microscope Raman Senterra Il

Le traitement du bruit est effectué a l'aide d'un paramétre appelé "coaddition". Ce traitement
permet d’améliorer le rapport signal sur bruit. La coaddition consiste a additionner plusieurs
mesures successives du méme point mesuré de I'échantillon. Cette somme du bruit de
plusieurs spectres permet de réduire le bruit global, tandis que la somme des bandes renforce
leur intensité, de maniere similaire a 'atténuation du bruit par la moyenne du spectrométre
Raman portable précédemment présenté.

La puissance du laser et le temps d’intégration sont des parameétres influencant le signal
Raman mesuré pour les mémes raisons que celles citées pour le spectrometre Raman
portable. Une puissance de laser élevée augmente les probabilités de réalisation des
phénoménes Raman, augmentant ainsi l'intensité du signal mesuré. De méme, un temps
d’intégration plus long permet une plus grande occurrence du phénoméne Raman, améliorant
la mesure du signal.

5.2.3. Présentation des parametres d’analyse utilisés
Les parametres des spectrometres Raman ont été optimisés afin de produire des spectres
présentant des bandes d'intensité maximale tout en réduisant au minimum les interférences
dues a la fluorescence. Des paramétres d'analyse spécifiques ont ainsi été sélectionnés pour
chacun des deux spectrometres.

e Spectromeétre Raman portable (Rigaku Progeny)

Les parameétres pouvant étre optimisés sur le spectrométre Raman portable sont la puissance
du laser, le temps d'exposition, la focale et la moyenne. Pour les échantillons de pesticides
présentés sous forme liquide et seche, des parametres optimaux spécifiques ont été
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déterminés. La préparation des échantillons liquides et secs est expliquée dans la section
« 6.1.2 : Etape 2 ».

Trois sets de parametres ont ainsi été définis pour cet appareil :

o Pour I'analyse rapide d'échantillons liquides : Une puissance de 490 mW, un
temps d'exposition de 1000 ms, une focale de 1,5 et une moyenne de 5.

o Pour l'analyse rapide d'échantillons secs : une puissance de 200 mW, un temps
d'exposition de 1000 ms, une focale de 2 et une moyenne de 5.

o Pour I'analyse optimale d'échantillons liquides : une puissance de 490 mW, un
temps d'exposition de 20 000 ms, une focale de 1 et une moyenne de 5.

o Pour I'analyse optimale d'échantillons secs : une puissance de 200 mW, un
temps d'exposition de 20 000 ms, une focale de 2 et une moyenne de 5.

e Microscope Raman Senterra Il

Les échantillons soumis au microscope Raman Senterra Il sont des échantillons secs. Le
processus de séchage des échantillons secs est réalisé sous une hotte a température ambiante
durant 24 heures sur des plagues d'aluminium. Ce procédé de séchage facilite I'analyse des
particules de pesticide, celles-ci étant fixées a la plaque d’aluminium et moins susceptibles de
se déplacer par rapport a des échantillons liquides.

Les paramétres d'analyse des échantillons secs sont les suivants : une puissance de 100 mW,
un temps d'exposition de 10 000 ms, objectif 40x et 5 coaddition. Ces parameétres sont
maintenus constants pour toutes les analyses.

5.3. Présentation du support d’échantillonnage
Pendant cette étude, les échantillons de pesticides seront appliqués sur deux types de

supports distincts : un support standard et un support végétal.

5.3.1. Support standard
Les plaques en aluminium ont été sélectionnées comme supports standard les plus adaptés
pour l'analyse des substances liquides telles que les pesticides. Des tests réalisés par le CRA-
W ont démontré que les plaques d'aluminium offrent la meilleure réponse Raman pour les
pesticides analysés. Leur faible réponse Raman limite les interférences avec la réponse du
pesticide, ce qui en fait un choix optimal pour ces analyses.

5.3.2. Support végeéetal

Les feuilles d’épinard ont été choisi comme support végétal d’analyse car ce sont des éléments
pertinents a analyser pour détecter la présence de pesticides. Lorsqu'un pesticide est
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pulvérisé sur une culture, il se répand sur I'ensemble des éléments de la plante, en particulier
sur les feuilles qui représentent une surface importante et sont plus susceptibles de contenir
des résidus de pesticides. De plus, certains pesticides ciblent spécifiquement les pathogénes
qui affectent les feuilles des plantes, ce qui renforce l'intérét de les analyser. Ce sont
également des support pratique a analyser en raison de leur grande surface. Les feuilles
présentent aussi des nervures ou peuvent se loger de pesticides simplifiant la recherche pour
les détecter.

A) B)

Figure 25 : Support (A) standard et (B) végétal

6.Méthode

6.1. Mode opératoire de I'expérience
Le mode opératoire de I'expérience de cette étude se déroule en plusieurs étapes :

e Etape 1: Mesure de la réponse Raman du matériel expérimental
o Etape 2 : Détection de pesticides purs par spectroscopie Raman
o Etape 3 : Détection de pesticides dilués par spectroscopie Raman

o Etape 4 : Mise en place d’'une méthode de prélevement de pesticides sur des feuilles
d’épinard et analyse des pesticides prélevés

6.1.1. Etape 1:Réponse Raman du matériel expérimental

Cette premiere étape de I'expérience a consisté a analyser tout le matériel utilisé, indiqué
dans le tableau ci-dessous, afin d'obtenir leur réponse Raman. L'objectif était de déterminer
si les spectres obtenus lors des étapes suivantes présentaient la réponse Raman du pesticide
ou du matériau lui-méme.

L'ensemble du matériel utilisé lors des analyses est présenté dans le tableau suivant :

Tableau 7 : Matériel expérimental

Type de matériel Matériel
Solvant de dilution Eau distillée MilliQ
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Matériel de prélevement Coton-tige
Solution de prélevement composé de 20%
acétone et 80 % d’eau distillée

Support de présentation Plague en aluminium

Feuille d’épinard (Colruyt)

Les deux spectrometres ont été utilisés pour analyser le matériel nécessaire aux mesures
expérimentales :

e Spectrometre Raman portable

Le spectrometre Raman portable a été utilisé pour analyser le solvant ainsi que les deux types
de supports. Le solvant (eau distillée) et le mélange d’acétone-eau distillée a été placé dans
une fiole de 4 ml d’une hauteur de 3,5 cm et d’une circonférence de 1,2 cm. La fiole a été
insérée dans le dispositif a fiole du spectrometre Raman portable pour analyse. La plaque
d'aluminium, la feuille d'épinard et le coton ont été présentées directement au point de
sortie du laser du spectrometre Raman portable a l'aide d'un dispositif permettant la
présentation d’échantillons solides. Les parameétres d'analyse du spectrométre Raman
portable ont été réglés sur le set d'analyse optimal pour les échantillons liquides pour I'analyse
de l'eau distillée et du mélange d’acétone-eau distillée. Pour I'analyse de la plaque
d'aluminium, du coton et de la feuille d'épinard, les paramétres d'analyse le set d'analyse
optimal pour les échantillons secs.

A) B)

Figure 26 : (A) Dispositif pour fiole ; (B) Dispositif pour des échantillons solides

e Microscope Raman Senterra Il

Le microscope Raman Senterra Il a été utilisé pour analyser la plaque d'aluminium, le coton
et la feuille d'épinard. L'eau distillée n'a pas été analysée car les échantillons présentés au
microscope Raman Senterra Il étaient séchés, car il aurait été difficile d'analyser et cibler des
particules de pesticides dans un milieu liquide en raison du mouvement des particules qui
bougent dans la goutte d’eau distillée déposée. Les plaques d'aluminium, le coton et les
feuilles d'épinard ont été analysées avec les paramétres optimisés. Pour chaque matériel
analysé, des zones d'analyse ont été sélectionnées a l'aide du microscope associé. Pour la
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plaque d'aluminium et le coton, les zones d'analyse ont été réparties aléatoirement sur toute
sa surface. Pour la feuille d'épinard, les zones d'analyse ont été réparties aléatoirement le long
des nervures de la feuille.

A)

Figure 27 : Matériel au microscope : (A) Plaque d’aluminium, (B) coton-tige, (C) feuille
d’épinard

6.1.2. Etape 2: Détection de pesticides purs par spectroscopie
Raman

Pour répondre a cette question, les cing pesticides fournis par le CRA-W ont été analysé a des
concentrations pures par les deux spectrométres. Voici la préparation des échantillons
présentés pour chaque spectrométre :

e Spectrometre Raman portable (Rigaku Progeny)

Pour le spectrométre Raman portable, des échantillons de pesticides a concentration pure ont
été analysés sous forme liquide et séche afin d'évaluer I'impact du séchage sur la réponse
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Raman des pesticides. L'intérét d'analyser des échantillons secs lors de cette étape 2 réside
dans le fait que les échantillons analysés lors des étapes suivantes sont obligatoirement sous
forme séchée.

Des échantillons de pesticides purs liquides ont été préparés en prélevant un volume de 4 ml,
puis en les aliquotants dans une fiole en verre de méme volume. Ensuite, la fiole a été
présentée au spectrometre Raman portable en utilisant le dispositif spécifique pour les fioles.
Les parametres utilisés pour cette analyse correspondaient au réglage pour I'analyse rapide
d'échantillons liquides.

¥

-

@pbkfk’

ghte
Vs8e

22
%

Figure 28 : Echantillons liquides des cinq pesticides purs en fiole analysés par le
spectrometre Raman portable

Des échantillons de pesticides purs secs ont été préparé en étalant le produit sur une plaque
d'aluminium a l'aide d'un coton-tige, puis en les laissant sécher pendant 24 heures sous hotte
a température ambiante. Ensuite, la plaque a été présentée au spectrometre Raman portable
en utilisant le dispositif spécifique pour les échantillons solides. Les parametres utilisés pour
cette analyse correspondaient au réglage pour I'analyse rapide d'échantillons secs.

Figure 29 : Echantillons secs des cinq pesticides purs sec analysés par le spectrométre
Raman portable

e Microscope Raman Senterra Il

Pour le microscope Raman Senterra Il, des échantillons secs des pesticides a concentration
pure ont été préparés en étalant le produit sur une plaque d'aluminium a I'aide d'un coton-
tige, puis en les laissant sécher pendant 24 heures. Ces échantillons ont ensuite été présentés
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au microscope Raman Senterra I, ou plusieurs zones d'analyse ont été sélectionnées
aléatoirement a I'aide du microscope et analysées.

Exemples de
particules de
pesticide

Figure 30 : Echantillon sec de pesticide pur analysé par le microscope Raman Senterra Il

6.1.3. Etape 3: Détection de pesticides dilués par spectroscopie
Raman

L'étape 3 vise a analyser des solutions de pesticide a des concentrations de plus en plus faibles
pour déterminer le seuil de détection de pesticides pour chaque spectrométre. Tout d'abord,
nous détaillerons la préparation des solutions a différentes concentrations. Ensuite, nous
expliquerons la méthodologie d'analyse pour chaque spectrométre.

Pour la prochaine étape de |'expérience, nous avons sélectionné deux pesticides parmiles cing
proposés : le 7130 et le 7997. Cette sélection s'est basée sur le type de pesticides et les
substances actives qu'ils contiennent. Les deux pesticides choisis sont des insecticides
contenant une seule substance active, tandis que les trois autres pesticides sont des fongicides
comprenant un mélange de plusieurs substances actives. De plus, les résultats de I'étape 1 ont
montré que les spectres des trois autres pesticides (7749, 7844 et 7851) ne fournissent pas
beaucoup d'informations spectrales, contrairement aux deux pesticides (7130 et 7997).

a) Préparation des solutions
La préparation de six solutions a différentes concentrations de pesticide a été effectuée. Les
concentrations des solutions sont exprimées en pourcentage de pesticide contenu dans la
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solution. Ces concentrations en pourcentage sont les suivantes : 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 1 %

et 0.1 %.

Le tableau ci-dessous indique les concentrations des substances actives en grammes par litre

pour chaque pourcentage de la solution des pesticides 7130 et 7997 :

Tableau 8 : Concentration en substance active des solutions diluées

Pesticide 7130 7997
Substance active Lambda-cyhalothrin Chlorantraniliprole

" 100 % 100 g/| Lambda-cyhalothrin 200 g/l Chlorantraniliprole
-g s 50 % 50 g/l Lambda-cyhalothrin 100 g/I Chlorantraniliprole
'g g 25% 25 g/l Lambda-cyhalothrin 50 g/l Chlorantraniliprole
'g [ 10% 10 g/l Lambda-cyhalothrin 20 g/l Chlorantraniliprole

§ < 1% 1 g/l Lambda-cyhalothrin 2 g/l Chlorantraniliprole

© 0,1% 0,1 g/l Lambda-cyhalothrin 0,2 g/| Chlorantraniliprole

La préparation des solutions s'est déroulée par dilution. Les solutions concentrées a 100 %,
50 % et 25 % ont été préparées dans des récipients de 4 ml de volume. Pour la préparation
d'une solution a 50 %, par exemple, 2 ml du pesticide ont été versés dans le récipient, auxquels
ont été ajoutés 2 ml d'eau distillée pour obtenir la solution désirée. L'utilisation de récipients
de petit volume visait a limiter I'utilisation de grandes quantités de pesticides pour les
solutions les plus concentrées.

Les solutions de 10 %, 1 % et 0.1 % ont été préparées dans un ballon jaugé de 50 ml. Tout
d'abord, une solution a 10 % a été obtenue en versant 5 ml du pesticide dans le ballon jaugé,
puis en complétant avec de I'eau distillée jusqu'au trait, avant d’homogénéiser le mélange.
Ensuite, la solution a 1 % a été préparée en prélevant 5 ml de la solution a 10 % et en les
ajoutant au ballon jaugé, complété ensuite avec de I'eau distillée jusqu'au trait. Enfin, la
solution a 0.1 % a été préparée de la méme maniére a partir de la solution a 1 %.

b) Méthodologie d’analyse
La préparation d’échantillons secs de chaque solution de pesticide a été réalisé en étalant ces
solutions sur des plagues en aluminium a I'aide d’un coton-tige, puis laissée sécher pendant
24 heures sous hotte a température ambiante. Ces échantillons secs ont été ensuite analysés
par les deux spectrometres :

e Spectrometre Raman portable (Rigaku Progeny)

Les échantillons secs ont été présentée au spectromeéetre Raman portable a I'aide du dispositif
pour échantillons solides. Les paramétres utilisés pour cette analyse correspondaient au
réglage pour |'analyse optimale d'échantillons secs.
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e Microscope Raman Senterra

Les échantillons sont présentés au microscope Raman Senterra Il, ou différentes zones
d'analyse sur la surface de I’échantillon sont sélectionnées aléatoirement a l'aide du
microscope pour I'analyse de celui-ci.

Figure 31 : Echantillons secs de pesticide a différentes concentrations : (A) 100 % ; (B) 50 %
;(C)25%;(D)10%; (E) 1% ; (F) 0,1 %

6.1.4. Etape 4: Mise en place d’une méthode de prélevement de
pesticides sur des feuilles d’épinard

L'objectif de cette étape est de comparer différentes méthodes de prélévement de résidus de
pesticides et de déterminer la plus efficace. Pour ce faire, plusieurs méthodes ont été mises
en place pour prélever les pesticides pulvérisés sur un support végétal, a savoir des feuilles
d'épinard.

a) Préparation des solutions
Au total, quatre solutions de pesticides ont été préparées pour étre pulvérisées sur des feuilles
d'épinard : une solution a concentration élevée (10 %) pour chacun des deux pesticides (7130
et 7997) et une solution a concentration faible (0,1 %) pour chacun des deux pesticides.

La solution concentrée a 10 % a été sélectionnée comme solution a forte concentration pour
chaque pesticide. L'utilisation de cette solution concentrée vise a garantir une présence
suffisante de particules de pesticides sur les feuilles d'épinard. Cela permet de vérifier
I'efficacité des différentes méthodes de prélevement en s'assurant que des particules de
pesticides sont effectivement présentes sur les feuilles.

La solution concentrée a 0,1 % a été choisie comme solution a faible concentration pour
chaque pesticide. Cette faible concentration est proche des concentrations des solutions de
pesticides utilisées en champ.
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Figure 32 : (A) Solution du pesticide concentrée a 10 % ; (B) Solution de pesticide
concentrée a 0,1 %

b) Systéme de pulvérisation
Quatre plateaux ont été préparés, chacun contenant six feuilles d'épinard et une plaque en
aluminium (témoin). Sur chaque plateau, une solution de pesticide différente a été pulvérisée
avec un spray (figure 33) de maniére a recouvrir complétement les feuilles d'épinard et la
plaque d'aluminium (témoin). Ensuite, les plateaux ont été laissés a sécher pendant 24 heures.

Pulvérisation

Figure 33 : Pulvérisation des feuilles d'épinard avec une solution de pesticide

c) Méthode de prélevement
Trois méthodes de prélevement ont été appliquées sur les feuilles d’épinard de chaque
plateau :

e Méthode 1 : Grattage

Cette méthode a impliqué de gratter la surface de deux feuilles d'épinard a I'aide d'un coton-
tige préalablement trempé dans un mélange d'acétone et d'eau distillée (20 % acétone / 80 %
eau distillée). Etant donné que les deux pesticides sont solubles dans I'acétone (MacLachlan,
s. d.; Sieke, s. d.), I'utilisation de ce mélange a facilité la solubilisation des pesticides, ce qui a
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permis de récupérer plus efficacement les particules de pesticides présentes sur la surface des
feuilles d'épinard. Une étude préliminaire a été réalisée au CRA-W sur la détection de
pesticides a la surface des pommes, utilisant un mélange d'acétone et d'eau distillée (20 %
acétone / 80 % eau distillée). Cette étude a conduit a I'utilisation du méme ratio acétone-eau
distillée pour le mélange dans cette recherche.

Une fois le pesticide récupéré sur le coton-tige, celui-ci a été ensuite tamponné sur une plaque
en aluminium pour y déposer les particules de pesticides contenues dans le coton-tige.
Ensuite, la plaque a été laissée sous hotte a température ambiante pendant 24 heures pour
permettre le séchage.

e Meéthode 2 : Lavage

Un volume de 4 ml d'eau distillée a été versé dans un récipient contenant deux feuilles
d'épinard pulvérisées. Les feuilles ont été agitées pour détacher les particules de pesticides
présentes sur leur surface, puis laissées dans le récipient pendant 10 minutes. Ensuite, un
coton-tige sec a été plongé dans la solution et tamponné sur une plaque d'aluminium. Par la

suite, la plague d'aluminium a été laissée a sécher pendant 24 heures sous hotte a
température ambiante.

La solution de lavage a été récupérée dans une fiole de 4 ml qui ensuite a été laissé de coté
durant 24 heures afin qu’un dépot du pesticide se forme au fond de la fiole.

e Meéthode 3 : Analyse directe

Cette troisieme méthode ne nécessite aucune manipulation ; deux feuilles d'épinard ont été
directement présentées et analysées par les deux spectrometres Raman.

e Témoin

La plaque d'aluminium placée parmi les feuilles d'épinard lors de la pulvérisation sert de
témoin. Ce témoin permet de vérifier si les particules de pesticide ont effectivement été
projetées lors du processus de pulvérisation. La plaque d'aluminium pulvérisée n'a subi
aucune manipulation et a été directement analysée par les deux spectrométres.
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Figure 34 : (A) Méthode 1 : grattage ; (B) Méthode 2 : lavage ; (C) Méthode 3 : analyse
directe ; (D) Témoin

d) Analyse
Apres |'application des différentes méthodes de prélévement, une plaque a été obtenue pour
chaque méthode. Au total, quatre plaques ont été obtenues pour chaque solution de
pesticide, puis analysées par les deux spectrometres.

e Spectrometre Raman portable (Rigaku Progeny)

Pour l'analyse des particules de pesticides sur les plaques d'aluminium (méthodes 1, 2 et
témoin), les plaques ont été positionnées devant le laser du spectrométre Raman portable a
I'aide d'un dispositif d’échantillon sec. Afin d'obtenir un signal Raman précis du pesticide, les
plagues ont été orientées de maniére a présenter une partie du contour d'une tache formée
par les gouttelettes lors du tamponnage. Les particules de pesticides ont tendance a se
concentrer et a sécher sur le pourtour de la tache. Cette manipulation de positionnement des
échantillons a été réalisée manuellement et a nécessité une grande précision. Les parametres
utilisés pour ces analyses étaient ceux définis pour l'analyse optimale des échantillons secs.

Le dépot de la solution de lavage (méthode 2) a été analysé. Pour ce faire, le spectromeétre
Raman portable a été placé verticalement de sorte a pouvoir présenter de dépot de pesticide
au fond de la fiole. Le mélange d'eau distillée et d'acétone aurait pu étre utilisé comme
solvant, mais l'acétone présente une forte réponse Raman sous forme liquide, ce qui pourrait
masquer la réponse Raman des pesticides. Ainsi, I'eau distillée a été choisie comme solvant
en raison de sa faible réponse Raman.

Pour ce qui est de l'analyse directe des feuilles d'épinard (méthode 3), celles-ci ont été
présentées au spectrometre Raman portable de maniere a exposer les nervures de la feuille
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au laser. Aprés séchage des feuilles, il a été observé que les particules de pesticides ont
tendance a se déposer dans les creux des feuilles, d'ou le ciblage des nervures. Les analyses
ont également été effectuées avec les parametres optimaux pour les échantillons secs.

Figure 35 : (A) Analyse des échantillons secs de la méthode 1, 2 et témoin ; (B) Analyse du
dépot liquide de I'échantillon de la méthode 2 ; (C) Analyse directe de la feuille d’épinard
de la méthode 3 avec le spectromeétre Raman portable

e Microscope Raman Senterra

Les plagues issues des méthodes de grattage (méthode 1) et de lavage (méthode 2) ont été
analysées par le microscope Raman Senterra Il. Les zones analysées ont été ciblées sur les
bords formés par les taches de pesticide provenant du tamponnage des plaques.

Pour ce qui est de l'analyse des feuilles d'épinard (méthode 3), les zones analysées ont été
focalisées sur les nervures des feuilles, comme décrit précédemment pour I'analyse des
feuilles d'épinard réalisée avec le spectromeétre Raman portable. Le ciblage de ces zones a été
facilité grace au mécanisme du microscope intégré au microscope Raman Senterra Il.

Figure 36 : Analyse directe de la feuille d’épinard de la méthode 3 avec le microscope
Raman Senterra Il
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6.2. Reproductibilité et répétabilité de la méthode d’analyse
Les analyses des échantillons ont été répétées un certain nombre de fois afin de vérifier si les
réponses Raman obtenu sont constantes et ne sont pas issues d’'une impureté ou d’une
contamination. L'annexe 3 présente un récapitulatif du nombre de spectres obtenu pour
chaque étape.

6.2.1. Répétabilité

Pour I'étude de répétabilité, chaque échantillon a été mesuré plusieurs fois pour chacun des
spectrometres :

e Spectrometre Raman portable (Rigaku Progeny)

Pour le spectromeétre Raman portable, quatre zones distinctes de I'échantillon ont été
mesurées afin de vérifier la répétabilité de la technique de mesure. Ainsi, un total de quatre
spectres a été obtenu par échantillon.

e Microscope Raman Senterra Il

Pour chaque analyse d’un échantillon réalisée avec le microscope Raman Senterra Il, deux
endroits différents de I’échantillon ont été mesurés successivement. Chaque endroit est
mesuré par une grille de point de mesure 4x4 qui recouvre la surface observée par le
microscope. Ainsi, 32 spectres sont obtenus par échantillon.

6.2.2. Reproductibilité

Pour I’étude de reproductibilité, chaque étape a été reproduite trois fois au total pour chaque
spectrometre Raman avec au moins 24 heures de décalage entre chaque reproduction.

7.Résultats et discussions

Avant de débuter la présentation des résultats, il est important de préciser que les tous
spectres ont été coupés de 500 a 2000 cm™ car I'essentiel de I'information Raman des
pesticides se situe dans cette région que I'on nomme la « fingerprint ». De plus, les spectres
affichés sur les graphiques présentés dans cette partie ont été volontairement agencés les uns
au-dessus des autres afin de faciliter leur comparaison. Cette démarche était nécessaire car
les graphes des spectres originaux étaient peu clairs en raison de la superposition de spectres
avec des intensités Raman relativement différentes (figure 37).
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Figure 37 : Spectres Raman des cinq pesticides de 0 3 3700 cm™ obtenu avec le microscope
Raman Senterra ll

Il est également important de mentionner que l'interprétation des spectres présentés dans
les résultats se repose sur la 3®™¢ édition du livre de référence "Infrared and Raman
Characteristic Group Frequencies" de George Socrates (Socrates, 2001), ainsi que sur des
études antérieures en spectroscopie Raman.

7.1. Reépétabilité et reproductibilité de la méthode d’analyse
Afin de valider la méthode d’analyse des échantillons, une étude de répétabilité et de
reproductibilité a été réalisée sur les spectres bruts des pesticides purs obtenus a I'étape 2

avec les deux spectrometres.

Pour rappel, les mesures effectuées avec le spectrométre Raman portable incluent quatre
spectres par échantillon pour évaluer la répétabilité. Cette série de quatre spectres a été
reproduite trois fois pour évaluer la reproductibilité. Les mesures réalisées avec le microscope
Raman Senterra Il comprennent 32 spectres par échantillon pour la répétabilité. La série de
32 spectres a également été reproduite trois fois pour évaluer la reproductibilité.

7.1.1. Répétabilité

L'évaluation de la répétabilité de la méthode d'analyse a été réalisée en mesurant la variation
entre les quatre spectres successivement obtenus pour un méme pesticide. Pour résumer les
informations spectrales contenues dans chaque spectre en une seule variable, la moyenne
quadratique (RMS) a été calculée pour chacun d'eux. Ensuite, la variation entre ces moyennes
guadratiques a été déterminée en calculant le coefficient de variation, qui indique dans quelle
mesure les spectres mesurés successivement d'un méme échantillon varient.
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La figure 38 présente les coefficients de variation des trois reproductions des mesures
effectuées avec le spectromeétre Raman portable. Chaque coefficient a été calculé a partir des
moyennes quadratiques des quatre spectres mesurés pour chaque échantillon liquide de
pesticide. Le coefficient de variation de I'eau a également été inclus et choisi comme valeur
de référence pour évaluer la répétabilité de la technique, car les spectres de |'eau présentent
une stabilité satisfaisante en spectroscopie Raman. On remarque que dans la troisieme
reproduction des quatre spectres mesurés successivement pour I'échantillon liquide de
pesticide 7844, le coefficient de variation est de 23 %, ce qui indique une grande variation
entre les quatre spectres mesurés. Cette variation importante est principalement due a de
grandes différences d'intensité entre les spectres mesurés. Les autres coefficients des autres
échantillons présentent des valeurs assez faibles et presque similaires a celui de I'eau, ce qui
suggere que la répétabilité de la méthode d'analyse est correcte pour la majorité des analyses
d'échantillons liquides.
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Figure 38 : Coefficient de variation des RMS des échantillons liquides mesurés avec le
spectromeétre Raman portable

La figure 39 présente les coefficients de variation pour les trois reproductions des mesures
effectuées avec le spectrométre Raman portable pour les échantillons secs de chaque
pesticide. Il est difficile de déterminer si la répétabilité de la méthode d'analyse pour les
échantillons secs est satisfaisante, car la plupart des coefficients de variation sont plus élevés
qgue ceux de l'eau. Cette grande variation des spectres pour les échantillons secs peut étre
attribuée au séchage hétérogeéne du pesticide étalé sur la plaque d'aluminium, ce qui influence
I'intensité de la réponse Raman du pesticide détecté en fonction de la zone analysée.
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Figure 39 : Coefficient de variation des RMS des échantillons secs mesurés avec le
spectromeétre Raman portable

Ces résultats soulignent que l'analyse d'échantillons liquides avec le spectrométre Raman
portable est plus robuste, offrant une meilleure répétabilité et reproductibilité. Cependant, la
méthode d'analyse des échantillons secs présente un avantage significatif, a savoir la fixation
des particules de pesticide sur la plaque d'aluminium. Cette méthode se réveéle efficace pour
analyser de plus faibles quantités de pesticide, car la fixation des particules facilite leur ciblage
par le spectrometre Raman portable. C'est pourquoi la méthode d'analyse des échantillons
secs a été choisie pour étre utilisée avec le spectrométre Raman portable.

Pour I'étude de la répétabilité du microscope Raman Senterra ll, 32 spectres ont été mesurés
pour chaque échantillon sec de pesticide pur. Il faut savoir que parmi tous les spectres
mesurés (lot entier) avec le microscope Raman Senterra I, différents types de spectres sont
observés : ceux qui présentent une réponse Raman, indiquant que le laser du spectrométre a
touché une particule de pesticide et a produit un signal Raman, ceux qui sont saturés en signal
Raman en raison de la fluorescence, et enfin ceux qui ne contiennent aucune information car
le laser n'a pas atteint de particule de pesticide.

Un triage des spectres a donc été réalisé pour ne conserver que les spectres contenant de
I'information Raman du pesticide et éliminer les spectres sans information ou saturé pour
obtenir un lot trié de spectres. Le critere de triage des spectres repose sur I'amplitude des
bandes caractéristiques de chaque pesticide. Si un spectre présente au moins une bande
d’amplitude suffisante pour se distinguer du bruit a un nombre d’onde caractéristique du
pesticide, il est conservé. Sinon, il est éliminé du lot entier de spectres. Il est a noter que le
triage des spectres n’a été réalisé que pour le microscope Raman Senterra Il car celui-ci
présentait beaucoup de spectres saturés ou sans information. De plus, tous les spectres
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moyens présentés dans cette étude, obtenus avec le microscope Raman Senterra I,
proviennent d’un lot trié de spectres sauf s’il est spécifié qu’ils proviennent d’un lot entier.

La figure 40 présente les coefficients de variation pour les trois reproductions des mesures
effectuées avec le microscope Raman Senterra ll sur les échantillons secs de chaque pesticide.
Dans cette analyse, le coefficient de variation de la plaque d'aluminium a été sélectionné
comme référence en raison de sa bonne stabilité. Les spectres de la premiére reproduction
des mesures pour I'échantillon du pesticide 7844 et de la troisieme reproduction des mesures
pour I'échantillon du pesticide 7997 ne sont pas représentés sur le graphique, car ils étaient
tous saturés en raison de la fluorescence de I'échantillon et ont été exclus du lot entier de
spectres par triage. Les coefficients de variation des échantillons affichent des valeurs
relativement faibles par rapport a ceux de la plague d'aluminium, ce qui suggere que la
répétabilité de la méthode d'analyse des échantillons secs avec le microscope Raman Senterra
Il semble étre satisfaisante.
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Figure 40 : Coefficient de variation des RMS des échantillons secs mesurés avec le
microscope Raman Senterra |l

7.1.2. Reproductibilité

L'étude de la reproductibilité de la méthode repose sur une analyse statistique de type ANOVA
a un facteur, permettant de vérifier la similitude des moyennes des valeurs quadratiques
moyennes (RMS) de chaque spectre entre les trois reproductions. L'ANOVA est appliqué aux
RMS de chaque spectre pour chaque répétition. Pour une meilleure visualisation des
moyennes quadratiques calculées, I'annexe 4 présente des graphiques de type "boite a
moustaches" des moyennes quadratiques de chaque spectre pour chaque répétition.

L'analyse ANOVA (tableau 9) appliquée aux RMS des spectres mesurés avec le spectrometre
Raman portable affiche des p-values supérieures a 5 % (seuil d'acceptabilité) pour I'ensemble
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des RMS des échantillons liquides. Cette observation conduit a ne pas rejeter I'hypothese
nulle, suggérant ainsi que les moyennes des RMS des trois reproductions de mesures peuvent
étre similaires. En ce qui concerne les échantillons secs, seule la p-value du pesticide 7844 est
inférieure a 5 %. Ces résultats suggerent une reproductibilité adéquate de la méthode
d'analyse avec ce spectrometre. Cependant, il convient de considérer ces résultats avec
prudence car la quantité de données utilisées pour I'ANOVA est trop limitée pour garantir des
conclusions robustes.

Tableau 9 : p-value des RMS des échantillons liquides et secs mesurés avec le spectromeétre
Raman portable

Pesticide pur | p-value (RMS échantillon liquide) | p-value (RMS échantillon sec)
7130 0,386 0,29
7749 0,189 0,008
7844 0,423 0,858
7851 0,582 0,183
7997 0,844 0,056

L'application de I'ANOVA aux RMS des spectres des échantillons secs mesurés avec le
microscope Raman Senterra Il révele des p-values inférieures a 5 % (tableau 10). Ce résultat
suggere une reproductibilité non-satisfaisante de la méthode d'analyse avec le microscope
Raman Senterra Il, car le rejet de I'hypothese nulle indique que les moyennes des RMS des
spectres des trois reproductions d'un méme pesticide ne sont pas similaires.

Tableau 10 : p-value des RMS des échantillons secs mesurés avec le microscope Raman

Senterra Il
Pesticide purs p-value (RMS échantillon sec)
7130 0,0016
7749 7,56*10°%
7844 0,0359
7851 5,58%10°0¢
7997 1,064*10%¢

En résumé, les résultats de I'étude de répétabilité et de reproductibilité mettent en lumiere
certaines lacunes de la méthode d'analyse, notamment en ce qui concerne la répétabilité des
échantillons secs avec le spectromeétre Raman portable et la reproductibilité des échantillons
secs mesurés avec le microscope Raman Senterra Il. Ces lacunes sont principalement
attribuables aux variations d'intensité Raman entre les spectres, résultant de I'hétérogénéité
des échantillons analysés.

Il est donc justifié d'envisager I'utilisation de prétraitements des données spectrales afin de
résoudre ces problémes de répétabilité et de reproductibilité en réduisant significativement
les différences d'intensité entre les spectres des échantillons analysés.

57



7.2. Résultats de I'étape 1 : Réponse Raman du matériel

expérimental
L'objectif de I'étape 1 était de mesurer la réponse Raman du matériel pouvant
potentiellement interférer avec les réponses Raman des pesticides analysés. Pour ce faire,
différents solvants, supports et ustensiles ont été analysés a I'aide des deux spectromeétres
Raman.

Les spectres moyens du matériel utilisé lors des analyses des échantillons sont illustrés dans
la figure 41. Ces mesures ont été effectuées pour obtenir la réponse Raman du matériel et
confirmer que les spectres contiennent des informations spectrales du pesticide plutot que
du matériel. La figure 41A montre cinq spectres du matériel utilisé avec le spectrométre
Raman portable : mélange acétone-eau distillée, coton, eau, épinard et plaque d'aluminium.
La figure 41B présente trois spectres du matériel utilisé avec le microscope Raman Senterra
Il : coton, épinard et plaque d'aluminium.

L'acétone présente une réponse Raman trés intense, caractérisée par des bandes bien
marquées a différents nombres d’ondes. Parmi elles, on note des bandes fortes 3 789 cm™
(étirement symétrique C-C), 1225 cm™ (étirement asymétrique C-C) et 1691 cm™ (bande
d'étirement C=0). La signature Raman la plus significative se situe a 789 cm™ (Dellepiane &
Overend, 1966; L. Ramirez-Cede, 2011). Cependant, il est peu probable de détecter ces
réponses dans les échantillons prélevés avec le mélange acétone-eau distillée, car les analyses
utilisant de I'acétone ont été effectuées sur des échantillons secs ou le mélange s'est évaporé.

Le coton est principalement composé de cellulose, une longue chaine de molécules de D-
glucose. Les caractéristiques de la cellulose sont identifiables dans les spectres Raman,
notamment a des nombres d’ondes spécifiques : a 1478 cm™ pour les vibrations de
déformation des liaisons H-C-H et H-O-C, a 1337 cm™® pour les vibrations de déformation des
liaisons H-C-C, H-C-O, et H-O-C, 3 1096 cm™ pour les vibrations d'étirement C-C et C-O, et a
910 cm™ pour les vibrations de déformation symétrique C-O-C (Cho, 2007).

Le spectre de la feuille d'épinard révéle trois bandes distinctes a 1002, 1157 et 1525 cm,
correspondant respectivement a la vibration de bascule dans le plan CH3 & 1002 cm’, la
vibration d'étirement C-C a 1157 cm™ et la vibration d'étirement C=C a 1525 cm™. Ces bandes
sont caractéristiques des pigments photosynthétiques (Zeng et al., 2021).

’eau présente une bande relativement faible dans la région 2000-200 cm?, a proximité de
1640 cm™L. Le spectre de I'eau présente une bande en 1655 cm™ qui peut étre associé au mode
de vibration d’étirement O-H des molécules d’eau et qui contribuent toujours de maniere
significative aux spectres Raman des échantillons de solutions aqueuses diluées.

Le spectre de la plaque d’aluminium ne présente pas de bandes significatives.
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Figure 41 : Spectres moyens du matériel utilisé obtenus avec (A) le spectrométre Raman
portable ou (B) le microscope Raman Senterra Il

7.3. Reésultats de I'étape 2 : Détection de pesticides purs par
spectroscopie Raman

7.3.1. Les spectres des cing pesticides analysés

L’étape 2 a permis d’obtenir les spectres pour les cing pesticides a des concentration pure

pour les deux spectrometres Raman.

On peut remarquer que les spectres obtenus avec les deux spectrometres (figure 42 et 43)
affichent des réponses Raman globalement similaires.

La figure 42 présente les spectres moyens des cing pesticides a concentration pure sous forme
liquide (A) ou séche (B), obtenus avec le spectrométre Raman portable. Dans la figure 42A,
les pesticides 7130, 7844 et 7997 présentent des bandes beaucoup plus intenses que les
pesticides 7749 et 7851. En ce qui concerne les spectres des pesticides sous forme séche
(figure 42B), I'intensité des bandes spectrales semble avoir été conservée pour les pesticides
7130 et 7997 par rapport a la forme liquide des pesticides. Le processus de séchage des

échantillons a eu un impact sur le produit 7844, qui ne présente plus de bandes aussi intenses
gue dans sa forme liquide.
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Figure 42 : Spectres moyens des échantillons des cing pesticides obtenus le spectrométre
Raman portable sous forme (A) liquide et (B) sec

Dans la figure 43, les spectres des échantillons secs des cing pesticides obtenus avec le

microscope Raman Senterra Il sont présentés. Dans I'ensemble, tous les pesticides montrent

des bandes relativement intenses. Les pesticides 7749 et 7851 fournissent plus d'informations

Raman par rapport aux spectres obtenus avec le spectrométre Raman portable. En revanche,

les pesticides 7130, 7844 et 7997 présentent des bandes a des nombres d'onde similaires a

celles des spectres de ces produits obtenus avec le spectrométre Raman portable.
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7.3.2. Interprétation des spectres des différents pesticides

Le pesticide 7130 est composé de lambda-cyhalothrin (figure 44) appartenant a la famille des

pyréthrinoides.

Le spectre du pesticide 7130 (figure 42 et 43) révéle des bandes intenses a 726, 820, 1002,
1210, 1275, 1614 et 1655 cm™L. Les bandes a 726, 820 et 1275 cm™ peuvent étre associées aux
vibrations de déformation dans le plan du groupement cyclopropyle, tandis que celle a 1414
cm! est attribué aux vibrations de cisaillement C-H du méme groupement (Atanasov et al.,
2021; W. Li et al.,, 2010). La bande a 1002 cm™ est généralement attribuée au mode
vibrationnel du « breathing » du benzéne, considéré comme une vibration normale
intrinséque a un cycle benzénique (Atanasov et al., 2021; W. Li et al., 2010; Pham et al., 2019;
Sakamoto & Tasumi, 2021). Quant a la bande a 1210 cm’, elle peut étre associée aux
vibrations d'étirement de la liaison C-O (Atanasov et al., 2021; W. Li et al., 2010). Les bandes
a 1614 et 1655 cm™ correspondent aux vibrations d'étirement des liaisons C=C du cycle
benzénique, généralement observées dans la région de 1462 a 1643 cm™ (Graily Moradi et al.,
2019; W. Li et al., 2010). Par ailleurs, les bandes Raman en dessous de 600 cm™! peuvent étre
attribuées aux vibrations contenant des atomes d'halogéne dans la molécule de lambda-
cyhalothrine, tandis que certaines des bandes dans la plage entre 600 et 1600 cm™ peuvent
étre caractéristiques des hydrocarbures (Atanasov et al., 2021).

F

Cl

Figure 44 : Molécule de lambda-cyhalothrine

Le pesticide 7749 est un mélange de deux molécules actives : le probamocarbe hydrochloride

(figure 45A) appartenant a la famille des carbamates (figure 45B) et le cymoxanil (figure 46)
appartenant a la famille des cyanoacétamide-oximes (acétamides).

Le spectre du pesticide 7749 (figure 42 et 43) révéle principalement de faibles bandes
localisées en 832, 1453, 1570 et 1682 cm™. La bande a 832 cm™ peut étre associée au
cymoxanil, induisant des vibrations d'étirement des liaisons C-C (Abdelmoulahi et al., 2015).
Quant a la bande a 1453 cm?, elle peut provenir a la fois du probamocarbe hydrochloride,
engendrant des vibrations de déformation des liaisons CH3, CH2, CH et O-CH2 (Quintas et al.,
2008; Yang et al., 2013), et du cymoxanil, avec des vibrations de déformation des liaisons CH3
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et CH ainsi que des vibrations d'étirement des liaisons C-C (Abdelmoulahi et al., 2015). Les
bandes a 1570 et 1682 cm™ sont principalement attribuées au cymoxanil. Celle & 1570 cm™,
située dans la plage entre 1500 et 1600 cm™, peut étre associée aux groupements amides du
cymoxanil, entrainant des vibrations d'étirement de la liaison C=N, N-H et C-N. La bande a
1682 cm™ peut également provenir des groupements amides, par les vibrations d'étirement
de la liaison C=0, exprimées dans la plage entre 1650 et 1804 cm™ (Abdelmoulahi et al., 2015;
Mi et al., 2021).
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Figure 45 : (A) Molécule de propamocarbe hydrochloride ; (B) Structure de carbamate
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Figure 46 : Molécule de cymoxanil

Le pesticide 7844 est un composé contenant deux molécules actives : le fluxapyroxad (figure

47A), appartenant a la famille chimique des pyrazole-carboxamides, et le metconazole (figure
48A), faisant partie de la famille chimique des triazoles (figure 48B). Le fluxapyroxad se
caractérise par deux structures chimiques : la structure pyrazole substituée en 4 (figure 47C)
et la structure amide secondaire (figure 47B) (Liu et al., 2024). Quant au metconazole, il est
défini par un composé organique cyclique comportant 5 atomes, dont 3 atomes d’azote.

Le spectre du pesticide 7844 (figure 42 et 43) présente des bandes intenses en 671, 871, 1004,
1304, 1453 et 1604 cm™. Les bandes en 671 et 1453 cm™ peuvent étre associées
respectivement au metconazole, avec des vibrations de torsion et des vibrations d'étirement
de la structure du triazole (Muniz-Miranda et al., 2014; Thomas et al., 2005). Les bandes en
871 et 1004 cm™ peuvent étre attribuées aux vibrations du mode « breathing » des cycles
benzéniques composant le fluoxapyroxad et le metconazole (Abdelmoulahi et al., 2015;
Atanasov et al., 2021; Mary et al., 2017; Sakamoto & Tasumi, 2021; Yang et al., 2013). La bande
en 1304 cm™ peut provenir de la structure pyrazole du fluoxapyroxad, entrainant des
vibrations de déformation N-H et C-H, ainsi que des vibrations d'étirement C-N (Krishnakumar
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et al., 2011). Enfin, la bande en 1604 cm™ peut étre associée a |'amide secondaire composant
le fluoxapyroxad, induisant des vibrations de déformation N-H et d'étirement C-N dans la
plage entre 1500 et 1600 cm™2.

Figure 47 : (A) Molécule de fluoxapyroxad ; (B) Structure amide ; (C) Pyrazole
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Figure 48 : (A) Molécule de metconazole ; (B) Structure triazole

Le pesticide 7851 est un mélange de molécules actives : le probamocarbe hydrochloride

(figure 45A) appartenant a la famille des carbamates et le zoxamide (figure 49A) appartenant
a la famille chimique des benzamides (figure 49B).

Le spectre du pesticide 7851 (figure 42 et 43) révéele des bandes a 672, 778, 831, 1000, 1069,
1322,1451, 1600 et 1633 cm. La bande en 672 cm™ est attribuée a la présence de la molécule
de probamocarbe hydrochloride, avec des vibrations de déformation moyennes du groupe
carbonyle (Yang et al., 2013). La bande en 778 cm™ correspondent aux vibrations de bascule
du groupe amine NH2 de la structure benzamide du zoxamide, tandis que celles en 831 cm™
sont associées aux déformations dans le plan de la liaison C=N de cette méme structure. La
bande en 1000 cm™ est liée aux déformations des liaisons C-C du cycle phényl de la structure
benzamide du zoxamide, tandis que celui en 1069 cm™, résultant des vibrations de
déformation C-H, peut étre expliquée par la présence de cette structure (Arjunan et al., 2011;
Brittain, 2009). Les vibrations en 1322 cm™ sont attribuées aux déformations de la liaison C-
N-H de la structure carbamate du probamocarbe hydrochloride (Yang et al., 2013), tandis que
les bandes en 1451 et 1600 cm™, correspondant aux vibrations d'étirement C-C du cycle
phényl de la structure benzamide du zoxamide, sont également observées (Arjunan et al.,
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2011; Brittain, 2009). Enfin, la bande en 1633 cm™ est associée aux vibrations de déformation
dans le plan du groupement NH2 de la structure carbamate du probamocarbe hydrochloride
(Yang et al., 2013).

A

) B)
Cl 0
Cl NH,
H 0
Cl N
O
Figure 49 : (A) Molécule de zoxamide ; (B) Structure de benzamide

La molécule active du pesticide 7997 est le chlorantraniliprole (figure 50), appartenant a la
famille des diamides anthraniliques.

Le spectre du pesticide 7997 (figure 42 et 43) révele des bandes a 930, 959, 1284, 1347, 1543,
1580 et 1647 cmL. Les bandes en 930 et 959 cm™ sont associées aux vibrations d'étirement
du cycle pyridine présent dans le chlorantraniliprole. Les bandes en 1284 et 1347 cm™
correspondent aux vibrations d'étirement C-N des groupes amides composant également le
chlorantraniliprole. Quant aux bandes en 1543, 1580 et 1647 cm, elles sont attribuées aux
vibrations de déformation N-H des groupes amides constitutifs du chlorantraniliprole (Du et
al., 2018).

——
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Figure 50 : Molécule de chlorantraniliprole

Le tableau 11 récapitule I'ensemble des nombres d'onde associés aux vibrations moléculaires
des différents pesticides étudiés :

Tableau 11 : Récapitulatif des nombres d'onde associés a leur vibration moléculaire
correspondante
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671

672

726

778
820

831

832
871

930

959

1000

1002

1004

1069
1210
1275

1284
1304

1322

1347

1414

1451

1453

1453

Torsion du triazole

Déformation du
carbonyle
Déformation du
cyclopropyle
w(NH2)
Déformation du
cyclopropyle
y¥(C=N)
u(C-C)
Benzene
« breathing »

Benzene
« breathing »
Etirement du cycle
pyridine
Etirement du cycle
pyridine
Y(C-C)phenyl
Benzéne

« breathing »

Benzéne

« breathing »

Benzene
« breathing »
Y(C-H)
u(C-0)
Déformation du
cyclopropyle
U(C-N)
¥(N-H), Y(C-H) et
U(C-N)
¥(C-N-H)

U(C-N)
6(C-H)cyclopropyle
U(C-C)phényl
Etirement du
triazole
y(CH3), y(CH2),
Y(CH) et y(O-CH2)

Metconazole

Probamocarbe
hydrochloride
Lambda-cyhalothrin

Zoxamide

Lambda-cyhalothrin

Zoxamide
Cymoxanil

Fluoxapyroxad

Metconazole

Chlorantraniliprole

Chlorantraniliprole

Zoxamide

Lambda-cyhalothrin

Fluoxapyroxad

Metconazole

Zoxamide
Lambda-cyhalothrin
Lambda-cyhalothrin

Chlorantraniliprole

Fluoxapyroxad

Probamocarbe
hydrochloride
Chlorantraniliprole
Lambda-cyhalothrin
Zoxamide

Metconazole

Probamocarbe
hydrochloride

(Muniz-Miranda et al., 2014; Thomas et al.,
2005)
(Yang et al., 2013)

(Atanasov et al., 2021; W. Li et al., 2010)

(Arjunan et al., 2011)
(Atanasov et al., 2021; W. Li et al., 2010)

(Arjunan et al., 2011)
(Abdelmoulahi et al., 2015)
(Abdelmoulahi et al., 2015; Atanasov et al.,
2021; Sakamoto & Tasumi, 2021; Yang et
al., 2013)

(Mary et al., 2017)

(Du et al., 2018)

(Du et al., 2018)

(Arjunan et al., 2011; Brittain, 2009)
(Atanasov et al., 2021; W. Li et al., 2010;
Pham et al., 2019; Sakamoto & Tasumi,

2021)

(Abdelmoulahi et al., 2015; Atanasov et al.,
2021; Sakamoto & Tasumi, 2021; Yang et
al., 2013)

(Mary et al., 2017)

(Arjunan et al., 2011; Brittain, 2009)
(W. Lietal., 2010)
(Atanasov et al., 2021; W. Li et al., 2010)

(Du et al., 2018)
(Krishnakumar et al., 2011)

(Yang et al., 2013)

(Du et al., 2018)

(Atanasov et al., 2021; W. Li et al., 2010)
(Brittain, 2009)
(Muniz-Miranda et al., 2014; Thomas et al.,
2005)

(Quintas et al., 2008; Yang et al., 2013)
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1543
1570

1580

1600

1604

1614

1633

1647
1655

1682

Y(CH3), y(CH) et
u(C-C)
¥(N-H)

U(C=N), u(N-H) et
u(C-N)
¥(N-H)

U(C-C)phényl

Y(N-H) et u(C-N)

U(C=C)benzene

Y(NH2)

¥(N-H)
U(C=C)benzéne

u(C=0)

Cymoxanil

Chlorantraniliprole

Cymoxanil

Chlorantraniliprole
Zoxamide
Fluoxapyroxad
Lambda-cyhalothrin

Probamocarbe
hydrochloride
Chlorantraniliprole
Lambda-cyhalothrin

Cymoxanil

w : wagging, u : stretching, y : bending, & : scissoring

7.3.3.

(Abdelmoulahi et al., 2015)

(Du et al., 2018)
(Abdelmoulahi et al., 2015)

(Du et al., 2018)
(Brittain, 2009)
George Socrates
(Graily Moradi et al., 2019; W. Li et al.,
2010)
(Yang et al., 2013)

(Du et al., 2018)
(Graily Moradi et al., 2019; W. Li et al.,
2010)
(Abdelmoulahi et al., 2015)

Analyse exploratoire des spectres des différents pesticides

Des analyses en composantes principales (PCA) ont été effectuées pour visualiser I'ensemble

des spectres et identifier les variables pouvant expliquer les différences entre les différents

pesticides. Avant de procéder a la PCA, des prétraitements ont été appliqués aux données

spectrales brutes. Les prétraitements utilisés sur les données spectrales pour faire les PCA

sont une dérivée seconde de Savitzky-Golay avec un parametre w = 7 et o0 = 2, suivie d'une

normalisation par la variance standard (SNV).

La figure 51 présente une PCA pour tous les spectres des cing pesticides provenant des

échantillons liquides mesurés avec le spectrométre Raman portable. Quatre groupes distincts

ont été identifiés : les spectres du produit 7130, les spectres du produit 7844, les spectres du

produit 7997, et les spectres des produits 7749 et 7851 réunis.
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Figure 51 : Graphique des scores de la PCA (PC1 vs PC3) appliqué sur les spectres des
échantillons liquides des cinq pesticides avec le spectrométre Raman portable

Les figures 52A et 52B affichent les loadings des PC1 et PC3 de la PCA. La PC1 a permis
d'expliquer les différences entre les spectres des pesticides 7997, 7749 et 7844. Le graphique
des loadings pour la PC1 révele que le pesticide 7997 se distingue des deux autres produits
par I'expression de réponses Raman a des nombres d'onde caractéristiques, notamment a
526, 930, 959, 1043, 1284 et 1580 cm™, qui correspondent aux vibrations spécifiques du
chlorantraniliprole, la molécule active du pesticide 7997. Les bandes en 930 et 959 cm™ sont
associées aux vibrations d'étirement du cycle pyridine, tandis que celles en 1284 et 1580 cm~
! sont liées respectivement aux vibrations de déformation de la liaison C-N et de la liaison N-
H de I'amide de la molécule. Les pesticides 7749 et 7844 sont regroupés car ils partagent des
nombres d'onde communs correspondant a leur molécule partagée, le probamocarbe
hydrochloride, notamment en 1453 et 1633 cm™. La bande en 1453 cm™ est associée aux
vibrations de déformation des liaisons CH3, CH2, CH et O-CH2, tandis que celle en 1633 cm'?
est attribuée aux vibrations de déformation du NH2 de cette molécule.

La PC3 a été utilisée pour expliquer les différences entre les spectres des pesticides 7130 et
7844. Les bandes qui ont permis de distinguer ces deux pesticides se situent respectivement
en 671 cm pour le pesticide 7844, exprimant les vibrations de torsion du triazole constituant
le metconazole (la molécule active), et en 1002 cm™ pour le pesticide 7130, associée au mode
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de vibration "breathing" du benzene constituant le lambda-cyhalothrin, la molécule active du

pesticide 7130.
A)

0.1 1453

1043

1284
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Figure 52 : (A) Loadings de la PC1 ; (B) Loadings de la PC3 des résultats de la PCA (PC1 et
PC3) appliqué sur les spectres des échantillons liquides des cinq pesticides avec le
spectrometre Raman portable

La figure 53 représente une PCA pour tous les spectres des cing pesticides provenant des

échantillons mesurés avec le microscope Raman Senterra Il. Cing groupes ont pu étre

détecter correspondant aux cing pesticides. Une distinction est clairement visible entre le

pesticide 7749 et 7851 qui n’était pas aussi bien marqué sur la PCA avec les spectres obtenus

avec le spectrométre Raman portable. Cela est peut-étre di a l'acquisition de plus

d’informations spectrales par le microscope Raman Senterra |l pour ces deux pesticides

permettant de les différencier plus précisément.
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Figure 53 : Graphique des scores de la PCA (PC1 vs PC2) appliqué sur les spectres des
échantillons secs des cinq pesticides avec le microscope Raman Senterra Il

Les figures 54A et 54B présentent les loadings des PC1 et PC2 de la PCA. La PC1 met en
évidence les différences entre les spectres des pesticides 7997 et 7851. Pour le pesticide 7997,
la PC1 se base sur les nombres d'onde en 526, 930, 959, 1284, 1347, 1543, 1570 et 1647 cm™!
pour le différencier. Ces nombres d’ondes correspondent ou se rapprochent fortement des
bandes caractéristiques du chlorantraniliprole, la molécule active du pesticide 7997. Pour le
pesticide 7851, la PC1 montre que celui-ci se distingue des autres pesticides par les bandes
observées a 778, 831, 1000, 1069, 1322, 1453, 1600 et 1633 cm™. La différenciation du
pesticide 7851 est principalement due a I'une de ses molécules actives, la zoxamide, qui est
responsable des bandes en 778, 831, 1000, 1069, 1453 et 1600 cm™. Les bandes en 1322 et
1633 cm™ sont attribuées a la seconde molécule active du pesticide, le probamocarbe

hydrochloride.

La PC2 de la PCA révele les différences entre les spectres des cing pesticides étudiés. Le
pesticide 7844 se distingue des autres par les nombres d'ondes en 671, 1002, 1304 et 1604
cm’?, associés aux molécules le composant, soit le metconazole exprimé en 671 et 1002 cm™,
et le fluxapyroxad exprimé en 1304 et 1604 cm™. Le pesticide 7130 montre une similarité avec
le pesticide 7844, partageant la méme vibration de "breathing" du benzéne exprimée en 1002
cm, due a la présence de la molécule active le composant, le lambda-cyhalothrin. Les
pesticides 7749 et 7851 présentent des nombres d'onde communs en 1322 et 1633 cm’?,
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associés a leur molécule commune, le probamocarbe hydrochloride. En plus de ces fréquences
communes, les pesticides 7749 et 7851 expriment également des nombres d'onde propres a
leurs molécules actives respectives, soit en 1570, 831 et 1682 cm™ pour le cymoxanil du
pesticide 7749, et en 778, 831, 1069 et 1600 cm™ pour la zoxamide du pesticide 7851.
Finalement, le pesticide 7997 présente une faible similarité avec les pesticides 7749 et 7851,
exprimant des nombres d'onde spécifiques a sa molécule active, le chlorantraniliprole, en 930
et 959 cm™.
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Figure 54 : (A) Loadings de la PC1 ; (B) Loadings de la PC2 des résultats de la PCA (PC1 et PC2)
appliqué sur les spectres des échantillons secs des cinqg pesticides avec le spectrométre Raman
Senterra ll

Apreés avoir examiné les PCA et les spectres des pesticides purs, il est clair que les pesticides
appartenant a une méme famille, qu'ils soient classés comme fongicides (7749, 7844 et 7851)
ou insecticides (7130 et 7997), présentent des différences significatives dans leurs
caractéristiques spectrales. Chaque pesticide exprime des bandes propres a la structure
chimique de leurs molécules les composant. Des similitudes spectrales peuvent apparaitre
lorsque deux pesticides partagent la méme molécule, comme c'est le cas pour les pesticides
7749 et 7851, mais aussi lorsque des structures chimiques communes sont présentes au sein
de différentes molécules actives, induisant ainsi des modes de vibration similaires, comme
observé pour le cycle benzéne retrouvé dans les pesticides 7130 et 7844.

7.4. Reésultats de I'étape 3 : Détection de pesticides dilués par

spectroscopie Raman
L'étape 3 a permis d'obtenir les spectres des pesticides 7130 et 7997 dans des solutions a
différentes concentrations, allant d'une concentration pure (100 %) a une concentration
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applicable en champ (0,1 %). Cette étape a pour objectif de déterminer le seuil de détection
pour les deux spectrometres Raman.

Dans la figure 55, les spectres des solutions du pesticide 7130 a différentes concentrations
sont présentés, mesurés avec le spectromeétre Raman portable. Les bandes caractéristiques
du pesticide 7130 sont clairement identifiables jusqu'a une concentration de 10 %. Cependant,
il devient difficile de distinguer le bruit par rapport aux bandes caractéristiques du pesticide
7130 pour des solutions concentrées a 1 %, a I'exception d’une bande située a 1002 cm™. En
dessous d'une concentration de 1 %, il est impossible de détecter des informations Raman
concernant le pesticide 7130, et il est difficile de différencier le spectre du pesticide a une
concentration de 0,1 % par rapport au spectre de la plaque d'aluminium. Ainsi, le seuil de
détection du pesticide 7130 par le spectrométre Raman portable peut étre fixé a une
concentration de 1 %.

1614
1275 | 1655

A 7
\-—‘\\’7 —— plaque aluminium

Raman intensity (a.u.)

F 4

\
t
\
{
}
{

1

Wavenumber (cm-1)

Figure 55 : Spectres obtenus avec le spectrométre Raman portable du produit 7130 dilué a
différentes concentrations

La figure 56 présente les spectres moyens des solutions du pesticide 7130 a différentes
concentrations, mesurées avec le microscope Raman Senterra Il. On peut déterminer que le
microscope Raman Senterra Il est capable de détecter des solutions concentrées a 0,1 % en
pesticide 7130, car le spectre obtenu a cette concentration montre des bandes aussi intenses
gue ceux du produit pur. Cependant, le seuil de détection de cet appareil n'a pas été atteint
lors de cette expérience.
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Figure 56 : Spectres moyens des lot triés de spectres obtenus avec le microscope Raman
Senterra Il du produit 7130 dilué a différentes concentrations.

La figure 57 montre les spectres des solutions du pesticide 7997 a différentes concentrations,

mesurées avec le spectromeétre Raman portable. Les bandes caractéristiques du pesticide

7997 sont identifiables jusqu'a une concentration de 25 %. Pour les concentrations en-dessous

de 25 %, il devient compliqué de distinguer le spectre de la plaque d’aluminium des spectres

a ces concentrations. Cette observation fixe le seuil de détection du spectrométre Raman

portable pour ce pesticide a une concentration de 25 %.
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Figure 57 : Spectres obtenus avec le spectromeétre Raman portable du produit 7997 dilué a

différentes concentrations
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La figure 58 présente les spectres moyens des solutions du pesticide 7997 a différentes
concentrations, mesurées avec le microscope Raman Senterra Il et indique qu'il est possible
de détecter le pesticide 7997 a une concentration de 0,1 %.
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Figure 58 : Spectres moyens des lot triés de spectres obtenus avec le microscope Raman
Senterra Il du produit 7997 dilué a différentes concentrations.

7.5. Résultats de I'étape 4 : Mise en place d’'une méthode de

prélevement de pesticides sur des feuilles d’épinard
L'étape 4 a été consacrée a l'acquisition de spectres des pesticides 7130 et 7997, mesurés avec
les deux spectrométres Raman, et obtenus de différentes maniéres (grattage, lavage et
analyse directe de I'épinard) a partir de feuilles d'épinard préalablement pulvérisées avec des
solutions diluées du pesticide (10 % ou 0,1 %).

La figure 59 montre les spectres obtenus avec le spectrométre Raman portable du pesticide
7130 prélevé sur des feuilles d'épinard préalablement pulvérisées par des solutions diluées.
Les spectres d'une pulvérisation d'une solution concentrée a 10 % du pesticide 7130 (figure
59A) révelent que certains des bandes caractéristiques du pesticide 7130 sont identifiables
(1002, 1614 et 1655 cm™) dans les spectres de chaque méthode de prélévement (grattage,
lavage et analyse directe de |'épinard). Cette observation suggére que les méthodes de
prélevement utilisées sont efficaces pour une solution concentrée a 10 % et sont capables de
récupérer les résidus de pesticides a la surface des feuilles d'épinard. En revanche, la figure
59B montre les spectres issus d'une pulvérisation d'une solution concentrée a 0,1 % en
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pesticide. Aucune bande caractéristique n'est identifiable, permet de conclure que les
méthodes de prélevement de pesticide ne fonctionnent pas pour une solution concentrée a
0,1 % en ce qui concerne les analyses avec le spectrométre Raman portable.
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Figure 59 : Spectres obtenus avec le spectrométre Raman portable du pesticide 7130
prélevé sur des feuilles d’épinard préalablement pulvérisé par des solutions dilués a (A) 10
% ou (B) 0,1 %.

La figure 60 montre les spectres obtenus avec le microscope Raman Senterra Il du pesticide
7130 prélevé sur des feuilles d'épinard préalablement pulvérisées par des solutions diluées a
10 % (figure 60A) ou 0,1 % (figure 60B).

Dans la figure 60A, les bandes caractéristiques du pesticide sont identifiables sur tous les
spectres des méthodes de prélevement, indiquant que les méthodes ont permis la
récupération efficace de particules de pesticide.

Dans la figure 60B, les bandes caractéristiques du pesticide 7130 sont identifiables 8 726 cm™
pour les trois méthodes, ainsi qu'a 1002, 1614 et 1655 cm™ pour les méthodes de grattage et
d'analyse directe. Des bandes d'origine inconnue apparaissent a 1087 cm™ pour le spectre du
pesticide prélevé par grattage et a 1053 cm™ pour le spectre de I'analyse directe de la feuille
d'épinard. Ces bandes ne correspondent ni a des bandes caractéristiques du pesticide ni a des
bandes caractéristiques du matériel (coton, épinard et plaque). Il est possible que ces
réponses Raman proviennent d'une impureté déposée et séchée sur les plagues pendant la
période de séchage.
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Figure 60 : Spectres obtenus avec le microscope Raman Senterra Il du pesticide 7130
prélevé sur des feuilles d’épinard préalablement pulvérisé par des solutions dilués a (A) 10
% ou (B) 0,1 %.

La figure 61 présente les spectres obtenus avec le spectrométre Raman portable du pesticide
7997 prélevé sur des feuilles d'épinard préalablement pulvérisées par des solutions diluées.
La figure 61A, concernant les spectres des feuilles d'épinard pulvérisées par une solution
concentrée a 10 % en pesticide, montre la présence des bandes caractéristiques du pesticide
7997 en 959, 1284, 1347, 1543 et 1580 cm™ sur les spectres pour toutes les méthodes a
I'exception du spectre de la plaque obtenu par méthode de lavage. Pour la figure 61B, la
conclusion est similaire a celle de la figure 61B : aucun des spectres de chaque méthode ne
présente de réponse Raman du pesticide 7997.
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Figure 61 : Spectres obtenus avec le spectrométre Raman portable du pesticide 7997
prélevé sur des feuilles d’épinard préalablement pulvérisé par des solutions dilués a (A) 10
% ou (B) 0,1 %.

La figure 62 montre les spectres obtenus avec le microscope Raman Senterra Il du pesticide
7997 prélevé sur des feuilles d'épinard préalablement pulvérisées par des solutions diluées a
10 % (figure 62A) ou 0,1 % (figure 62B).

Dans la figure 62A, les spectres des trois méthodes de prélevement révelent des bandes
caractéristiques du pesticide 7997.

Cependant, dans la figure 62B, seul le spectre de la méthode de grattage présentent des
bandes spécifiques au pesticide 7997 parmi toutes les méthodes examinées. Des bandes
inconnues apparaissent également a 730 et 1054 cm™ dans le spectre du pesticide prélevé par
lavage et a 730 et 1089 cm™ dans le spectre de I'analyse directe de la feuille d’épinard. Ces

bandes peuvent étre le résultat d’'une impureté déposée lors du séchage des plaques.

76



A) —— 7997 10 % grattage

—— 7997 10 % témoin

Raman intensity (a.u.)

526

930

1 959

7997 10 % lavage
— épinard

7997 10 % analyse directe
— plaque aluminium

1543

1580
1647

1 % grattage
7997 0,1 % témoin

7997 0,1 % lavage 7897 0
— épinard

— plaque aluminium

0
959 1543

Raman intensity (a.u.)

1 % analyse directe

600

800

1000

1200 1400

Wavenumber (cm-1)

1600 1800

2000 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Wavenumber (cm-1)

Figure 62 : Spectres obtenus avec le microscope Raman Senterra Il du pesticide 7997
prélevé sur des feuilles d’épinard préalablement pulvérisé par des solutions dilués a (A) 10
% ou (B) 0,1 %.

Le processus de tri des spectres effectué sur I'ensemble des données recueillies avec le

microscope Raman Senterra Il lors de cette quatrieme étape a conduit a I'élimination d'un

grand nombre de spectres correspondant a de faibles concentrations. Le tableau 12 récapitule

le nombre de spectres conservés par rapport au nombre total de spectres pour chaque

méthode utilisant le microscope Raman Senterra Il :

Tableau 12 : Nombre de spectres conservés dans le lot trié de spectres en fonction de la
méthode de prélevement pour plusieurs solutions a concentration différentes en
pesticides 7130 et 7997

Pesticide | Concentration (%) | Méthode Nombre de spectres conservés / Nombre total de spectre
7130 10% Grattage 65 /96
Lavage 47 /96
Analyse directe | 56 /96
Témoin 73 /96
0,1% Grattage 22 /96
Lavage 5/96
Analyse directe | 2 /96
Témoin 22 /96
7997 10% Grattage 63 /96
Lavage 49 /96
Analyse directe | 88 /96
Témoin 96 /96
0,1% Grattage 4/96
Lavage 9/96
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Analyse directe | 1/96
Témoin 66 /96

Les résultats de I'étape 4 révelent que les trois méthodes de prélevement des pesticide
(grattage, lavage et analyse directe) sur des feuilles d'épinards fonctionnent bien pour des
solutions pulvérisées avec une forte concentration de pesticides (10 %) pour les deux
spectrometres Raman. Cependant, I'application de ces trois méthodes de prélevement sur des
feuilles d'épinard pulvérisées avec une solution a faible concentration de pesticide (0,1 %) ne
semble pas prélever suffisamment de particules de pesticide pour que le spectrométre Raman
portable fournisse une réponse Raman du pesticide. Cela était en partie prévisible, comme le
démontrent les résultats de |'étape 3, qui ont montré que le spectrométre Raman portable ne
pouvait pas détecter les pesticides présents dans une solution a une concentration de 0,1 %.
Ainsi, le spectrometre Raman portable démontre une bonne capacité a identifier les pesticides
a condition qu'ils soient suffisamment concentrés, atteignant ainsi ses limites de détection
pour les pesticides présents a de faibles concentrations.

En ce qui concerne le microscope Raman Senterra Il, celui-ci a montré des résultats pour la
détection des deux pesticides (7130 et 7997) pulvérisés a de faible concentration et prélevés
avec la méthode de grattage (méthode 1), et uniquement pour la détection du pesticide 7130,
avec la méthode d'analyse directe de la feuille (méthode 3). Il convient de noter que le lot trié
de spectres des pesticides obtenus avec la méthode de grattage (figures 60B et 62B) compte
22 spectres sur les 96 spectres obtenus pour le pesticide 7130 et 4 spectres sur les 96 spectres
obtenus pour le pesticide 7997. Pour la méthode de I'analyse directe de la feuille d'épinard,

seuls 2 des 96 spectres mesurés contiennent des informations Raman pour le pesticide 7130.

On remarque qu'il y a une part de "aléatoire" dans |'analyse de pesticides présents en faible
guantité. La principale difficulté dans la détection de pesticides avec le microscope Raman
Senterra ll réside dans la recherche et le ciblage de particules de pesticide présentes en faible
nombre et réparties sur une surface relativement grande par rapport a la taille des particules.
La méthode d'analyse utilisée dans ce mémoire pour augmenter les chances de détection a
consisté a se concentrer les bords des gouttelettes, ou les particules de pesticides ont
tendance a se déposer, ce qui a donné des résultats encourageants pour la méthode de
grattage.
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8.Conclusion et perspectives

Dans ce travail, nous avons testé le potentiel de deux spectrometres Raman : le spectromeétre
Raman portable (Rigaku Progeny) et le microscope Raman Senterra Il pour I'identification et
la détection de pesticides appliqués sur des épinards. Nous avons également mis en place une
méthode de prélevement afin de déterminer la technique la plus efficace pour récupérer les
pesticides pulvérisés sur les feuilles d’épinard.

Pour I'identification des pesticides, il s’est avéré que le microscope Raman Senterra Il a été le
spectrometre le plus efficace pour obtenir des spectres riches en informations Raman pour
les cinq pesticides analysés, tandis que le spectrométre Raman portable (Rigaku Progeny) a
rencontré des difficultés pour fournir des spectres contenant suffisamment d'informations
Raman pour les pesticides contenant du propamocarb-HCl, du zoxamide et du cymoxanil.
Malgré cela, les profils spectraux de chaque pesticide ont pu étre interpréter en fonction de
leur structure chimique correspondante. De plus, les analyses exploratoires des données
spectrales ont montré qu'il était possible de distinguer différents pesticides a des
concentrations pures grace aux bandes spectrales caractéristiques obtenues avec les deux
spectrometres Raman.

Concernant les performances de détection, le microscope Raman Senterra Il a affiché des
performances supérieures pour détecter des concentrations tres faibles (0,1 %) de pesticides
par rapport au spectrometre Raman portable dont le seuil de détection a été fixé a une
concentration de 1 % car celui-ci a tout de méme réussi a détecter un faible réponse Raman
du pesticide composé de lambda-cyhalothrine a cette concentration. Il convient de noter que
le microscope Raman Senterra |l est équipé d'un microscope permettant de cibler
précisément les particules de pesticides. En revanche, il est extrémement difficile de cibler les
particules de pesticide sur une plague d'aluminium avec le spectrometre Raman portable
(Rigaku Progeny) car celles-ci qui sont trés peu visible a I'ceil nu. Ainsi, une optimisation de la
présentation de I’échantillon en faible concentration de pesticide pour ce spectrometre est
nécessaire pour améliorer le signal Raman de ces particules de pesticides.

La méthode de prélévement de pesticides sur des feuilles d’épinard qui a donné les meilleurs
résultats a été le « grattage ». Cependant, ces résultats n’ont pu étre observés qu’avec le
microscope Raman Senterra Il. En effet, aucune réponse Raman n’a été obtenue avec le
spectrometre Raman portable (Rigaku Progeny) lorsque cette méthode a été utilisée pour la
pulvérisation d’une faible concentration (0,1 %) de pesticides sur les feuilles d’épinard.

Les perspectives d’amélioration pour ce travail de détection des pesticides peuvent étre
abordées sous trois angles : la présentation des échantillons, les instruments de mesure
utilisés, et I'application de la spectroscopie Raman pour la détection de pesticides sur le
terrain.
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La présentation des échantillons a été un obstacle majeur pour I'analyse de pesticides a faible
concentration. Pour optimiser |'analyse des échantillons secs, il serait bénéfique de réduire la
surface d'analyse en concentrant la gouttelette en un seul point. Cela éviterait I'étalement des
particules de pesticide et réduirait ainsi la variabilité dans la détection. L'utilisation d'un
support hydrophobe est envisagée pour minimiser le contact de la solution avec le support,
permettant a la goutte de se concentrer en un seul point et facilitant I'analyse des particules.

Ce travail s’est concentré sur des instruments basés sur la spectroscopie Raman. La
modification de certains paramétres, comme ['utilisation de lasers moins énergétiques pour
limiter la fluorescence ou I’emploi d’un objectif de microscope plus puissant pour mieux cibler
les particules de pesticides, peut améliorer la détection du signal Raman. D’autres techniques
de spectroscopie vibrationnelle, comme la spectroscopie infrarouge, pourraient également
offrir des résultats intéressants pour la détection de pesticides.

La spectroscopie Raman pourrait étre utilisée comme méthode préliminaire de contréle pour
identifier les pesticides pulvérisés dans le cadre de la lutte contre la fraude ou pour détecter
la présence de résidus de pesticides. Les deux spectrometres utilisés montrent un potentiel
pour I'analyse qualitative et quantitative des pesticides. Un approfondissement de la relation
entre la concentration des solutions en pesticides et I'intensité de certaines bandes spectrales
pourrait conduire a des analyses quantitatives.

Enfin, 'analyse de solutions de pesticides a des concentrations encore plus faibles constitue
une autre voie d’amélioration. La concentration la plus faible étudiée dans cette expérience
correspond a la dose appliquée sur les cultures, ce qui ne refléte pas les résidus présents en
guantités encore plus faibles. Pour mieux représenter ces résidus, il serait utile de pulvériser
une véritable plante d’épinard, de la laisser a I'extérieur pour qu'elle subisse un lavage
mécanique par le vent et la pluie, puis de collecter les particules de pesticides restantes.
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Rigaku Plaque aluminium 4 spectres 4 spectres 4 spectres
Eau distillé 4 spectres 4 spectres 4 spectres
Feuille d’épinard 4 spectres 4 spectres 4 spectres
Senterra |l Plaque aluminium 32 spectres 32 spectres 32 spectres
Feuille d’épinard 32 spectres 32 spectres 32 spectres
9.3.2. Etape?2
Spectrometre | Echantillon | Concentration (%) 1% réplication | 2°™e réplication | 3°™¢ réplication
Rigaku 7844 (liq) 100 % 4 spectres 4 spectres 4 spectres
7749 (liq) 100 % 4 spectres 4 spectres 4 spectres
7851 (liq) 100 % 4 spectres 4 spectres 4 spectres
7130 (liq) 100 % 4 spectres 4 spectres 4 spectres
7997 (liq) 100 % 4 spectres 4 spectres 4 spectres
Senterra ll 7844 (sec) 100 % 32 spectres 32 spectres 32 spectres
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7749 (sec) 100 % 32 spectres 32 spectres 32 spectres
7851 (sec) 100 % 32 spectres 32 spectres 32 spectres
7130 (sec) 100 % 32 spectres 32 spectres 32 spectres
7997 (sec) 100 % 32 spectres 32 spectres 32 spectres
9.3.3. Etape3
Spectrometre | Echantillon | Concentration (%) 1% réplication | 2°™e réplication | 3°™ réplication
Rigaku 7130 (sec) 100 % 4 spectres 4 spectres 4 spectres
50 % 4 spectres 4 spectres 4 spectres
25% 4 spectres 4 spectres 4 spectres
10 % 4 spectres 4 spectres 4 spectres
1% 4 spectres 4 spectres 4 spectres
0,1% 4 spectres 4 spectres 4 spectres
7997 (sec) 100 % 4 spectres 4 spectres 4 spectres
50 % 4 spectres 4 spectres 4 spectres
25% 4 spectres 4 spectres 4 spectres
10% 4 spectres 4 spectres 4 spectres
1% 4 spectres 4 spectres 4 spectres
0,1% 4 spectres 4 spectres 4 spectres
Senterra Il 7130 (sec) 100 % 32 spectres 32 spectres 32 spectres
50 % 32 spectres 32 spectres 32 spectres
25% 32 spectres 32 spectres 32 spectres
10 % 32 spectres 32 spectres 32 spectres
1% 32 spectres 32 spectres 32 spectres
0,1% 32 spectres 32 spectres 32 spectres
7997 (sec) 100 % 32 spectres 32 spectres 32 spectres
50 % 32 spectres 32 spectres 32 spectres
25% 32 spectres 32 spectres 32 spectres
10% 32 spectres 32 spectres 32 spectres
1% 32 spectres 32 spectres 32 spectres
0,1% 32 spectres 32 spectres 32 spectres
9.3.4. Etaped
Spectrométre | Echantillon | Concentration Prélevement | 1% 28me 3éme
(%) réplication réplication réplication
Rigaku 7130 10% Grattage 4 spectres 4 spectres 4 spectres
10% Lavage 4 spectres 4 spectres 4 spectres
10% Analyse 4 spectres 4 spectres 4 spectres
directe
10% Témoin 4 spectres 4 spectres 4 spectres
7130 0,1% Grattage 4 spectres 4 spectres 4 spectres
0,1% Lavage 4 spectres 4 spectres 4 spectres
0,1% Analyse 4 spectres 4 spectres 4 spectres
directe
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0,1% Témoin 4 spectres 4 spectres 4 spectres
7997 10 % Grattage 4 spectres 4 spectres 4 spectres
10 % Lavage 4 spectres 4 spectres 4 spectres
10 % Analyse 4 spectres 4 spectres 4 spectres
directe
10% Témoin 4 spectres 4 spectres 4 spectres
7997 0,1% Grattage 4 spectres 4 spectres 4 spectres
0,1% Lavage 4 spectres 4 spectres 4 spectres
0,1% Analyse 4 spectres 4 spectres 4 spectres
directe
0,1% Témoin 4 spectres 4 spectres 4 spectres
Senterra Il 7130 10 % Grattage 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
10 % Lavage 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
10 % Analyse 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
directe
10% Témoin 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
7130 0,1% Grattage 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
0,1% Lavage 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
0,1% Analyse 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
directe
0,1% Témoin 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
7997 10 % Grattage 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
10 % Lavage 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
10 % Analyse 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
directe
10% Témoin 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
7997 0,1% Grattage 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
0,1% Lavage 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
0,1% Analyse 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
directe
0,1% Témoin 32 spectres | 32 spectres 32 spectres
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9.4. Annexe 4 : Boxplot répétabilité et reproductibilité
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Figure 63 : Boxplot des RMS des échantillons liquides et secs des pesticides purs mesurés
avec le spectrométre Raman portable
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Figure 64 : Boxplot des RMS des échantillons secs des pesticides purs mesurés avec le
microscope Raman Senterra Il

9.5. Annexe 5 : Impact de la dilution sur les spectres mesurés

avec le microscope Raman Senterra Il a I'étape 3
L'impact de la dilution sur I'intensité des bandes des spectres obtenus avec le microscope

Raman Senterra n’est pas visible a cause du triage des spectres qui a éliminé tous les spectres
sans information. La part de spectre contenant de I'information Raman est présenté dans le
tableau 10 pour les deux pesticides. On peut observer une diminution du nombre de spectre
conservés en fonction de la concentration. Cette observation est peut-étre expliquée par le
fait gu’a mesure que la solution est diluée, le nombre de particules de pesticides diminue,
réduisant ainsi les chances que le laser interagisse avec celles-ci afin obtenir une réponse
Raman du pesticide.
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Tableau 13 : Nombres de spectres conservés dans le lot trié de spectres en fonction de la
concentration de la solution

Pesticide Concentration (%) Nombre de spectres conservés / nombre total de spectres

7130 100 % 80/96
50 % 77 /96
25% 79 /96
10% 80/96
1% 58 /96
0,1% 45 /96

7997 100 % 84 /96
50 % 93/96
25% 74 /96
10% 68 /96
1% 60 /96
0,1% 6/96

La figure 65 présente les spectres moyens des lots entiers de spectres issus des solutions des
pesticides 7130 (gauche) et 7997 (droite) a différentes concentrations, mesurées avec le
spectromeétre Raman Senterra Il. L'impact de la dilution est clairement visible sur les spectres
des solutions diluées a 1 % et 0,1 % pour les deux pesticides qui présentent des bandes
clairement moins intenses que ceux provenant des lots triés.
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7997 C50

7997 C25

7997 C10
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7997 Co1

plaque aluminium

Raman intensity (a.u.)
Raman intensity (a.u.)
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Figure 65 : Spectres moyens des lot entiers de spectres obtenus avec le microscope Raman
Senterra Il du produit (A) 7130 et (B) 7997 dilué a différentes concentrations.
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Figure 66 : Modeéles de régression linéaire simple de la concentration des solutions en
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pesticide 7130 en fonction de I'intensité Raman en 726, 1002, 1614 et 1655 cm-1
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Figure 67 : Modeles de régression linéaire simple de la concentration des solutions en

pesticide 7997 en fonction de I'intensité Raman en 959, 1284, 1347 et 1543 cm-1
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Détection de pesticides par spectroscopie Raman et mise en place

d’'une méthode de prélevement de pesticides pulvérisés sur des

feuilles d’épinard

L'utilisation des pesticides entraine de nombreux probléemes environnementaux, tels que la
dégradation des écosystemes et la baisse de la fertilité des terres agricoles. De plus, des
résidus de pesticides peuvent se retrouver sur les denrées alimentaires sur le marché,
entrainant des effets néfastes a long terme sur la santé, tels que des cancers, des troubles du
développement du systéme nerveux et reproductif, ainsi que des maladies comme Alzheimer
et Parkinson. La quantité de résidus de pesticides sur les aliments est controlée par des
méthodes de détection chimique précises, mais celles-ci présentent des inconvénients,
notamment des délais d'analyse prolongés, une préparation complexe des échantillons et des
colits élevés.

De nouvelles technologies de détection sont en développement pour offrir des alternatives
ou étre complémentaires aux méthodes de détection conventionnelle. Parmi celles-ci, la
spectroscopie vibrationnelle apparait comme une méthode prometteuse pour I'analyse des
pesticides. Cette technique englobe un ensemble de méthodes exploitant les interactions
entre la lumiére et la matiere pour analyser et identifier la structure des molécules d'intérét.

L’objectif de ce mémoire est d’évaluer la capacité de la spectroscopie Raman, une technologie
vibrationnelle qui se repose sur le phénomene de diffusion Raman, a identifier différents
pesticides, a détecter des pesticides a faible concentration et a détecter des pesticides
prélevés sur des feuilles d’épinard pulvérisés en laboratoire.

Les deux spectrométres Raman, a savoir le spectrométre Raman portable (Rigaku Progeny) et
le microscope Raman Senterra Il, ont permis l'identification des profils spectraux des cinq
pesticides étudiés. Le microscope Raman Senterra Il s'est avéré étre |'appareil le plus efficace
pour détecter des pesticides issus de solutions faiblement concentrées. Il s'est également
montré performant pour détecter des particules de pesticides prélevées sur des feuilles
d'épinard. Ces résultats soutiennent I'utilisation de la spectroscopie Raman pour les analyses
futures d'échantillons de pesticides.
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