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SPECTROMETRIE NIR : o
L’ANALYSE D’UN MIEL EN QUELQUES SECONDES

L’analyse des miels est plus que jamais a I'ordre du jour. Le prix du
miel étant plus élevé que celui d’autres produits sucrants comme les
sirops de sucres, I’'adultération du miel avec ces produits est de plus
en plus pratiquée. On constate que bon nombre de commergants et
conditionneurs demandent une analyse des miels avant de les
commercialiser. Cependant, les analyses prennent du temps et peuvent
étre chéres. Ne peut-on réver d’un petit appareil qui réalise I’analyse
des principaux éléments du miel (humidité, teneur en glucose, en fructose, en di- et
trisaccharides, résidus indésirables...) en quelques secondes ?

Les analyses réalisées par spectrométrie proche infrarouge ouvrent des portes trés
intéressantes dans ce domaine. Les premiers essais réalisés au labo du Professeur
Marc MEURENS situé au sein de I'Unité de Biochimie de la Nutrition a la Faculté des
Sciences agronomiques de I’'UCL semblent assez prometteurs.
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Prof. M. Meurens

ANALYSE CHIMIQUE DU MIEL PAR SPECTROMETRIE PROCHE INFRAROUGE

Depuis le début du siecle, on as-
siste a une évolution rapide des
méthodes utilisées pour détermi-
ner la composition et pour con-
troler la qualité des aliments.
Les premieres, des méthodes chi-
miques, impliquaient ’emploi de
réactifs le plus souvent dange-
reux ou toxiques. Dans les an-
nées cinquante, on a vu se mul-
tiplier les méthodes basées sur
une séparation des éléments a
analyser, suivie de leur détection
(par ex. la chromatographie).
Avant les années 70, il n’était
donc pas possible d’analyser les
aliments sans leur faire subir des
réactions chimiques ou des trai-
tements physiques. Aujourd’hui,
avec la spectrométrie proche in-
frarouge (en anglais Near
InfraRed ou NIR), on peut doser
de maniere rapide et non des-
tructive, avec peu ou pas de preé-
paration, les constituants des ali-
ments.

L'origine de cette technique re-
monte au début du 19e siecle
quand [’astronome William Hers-

CHEL observe pour la premiére
fois les radiations infrarouges.
Deés 1906, le scientifique CoBLENZ
etudie une centaine de consti-
tuants organiques et pose ainsi
les bases de la spectroscopie in-
frarouge : il constate que le
spectre infrarouge de chaque
composé est comme une em-
preinte unique qui pourrait ser-
vir'a"son identification. Malgré
ces découvertes et les énormes
possibilités de la spectroscopie
infrarouge (voir «Principe de
base»), cette technique n’appa-
rait qu’a ["aube des années 40
dans certains laboratoires de re-
cherche. Les premiers spectro-
photometres apparaissent sur le
marche vers 1950 et se limitent
a ['analyse qualitative.

Plus tard, au cours des an-
nées 70, Karl Norris met au point
’analyse quantitative sur des
produits solides et détermine en
quelques secondes les teneurs en
eau, en protéines et matieres
grasses de certains produits tels
que les farines de céréales. De-

puis lors, il est courant de réali-
ser [’analyse qualitative et quan-
titative de produits tant solides
que liquides ou pateux.

D’application limitée durant les
premiéres étapes de leurs déve-
loppements, les spectrometres
NIR sont maintenant largement
utilisés dans un grand nombre
d’industries agro-alimentaires,
chimiques et pharmaceutiques.
Dans les industries agro-alimen-
taires, la spectroscopie proche
infrarouge a été utilisée pour
[’analyse de la composition chi-
mique et des propriétés physi-
ques de nombreux produits
(grains, lait, jus de fruits,four-
rages, viandes, aliments compo-
sés...) et pour la détection de leur
adultération (MEurens, 1995,
BaeTen et al., 1997). Dans la lit-
térature, plusieurs auteurs (CHo,
1998 ; Koo, 1998 et Qu, 1999)
ont étudié la composition et la
qualité du miel par spectrosco-
pie proche infrarouge. Ils rap-
portent que la technique NIR of-
fre des possibilités pour le do-
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PRINCIPE DE BASE

Toutes les molécules (eau, protéines, graisses, sucres)
exposées a un rayonnement lumineux (visible mais
egalement infrarouge et ultraviolet) absorbent son
énergie sous la forme de photons. Un photon est un petit
paquet élémentaire d’énergie. Chaque photon est
caractérisé par une longueur d'onde ou fréquence
déterminée. Les spectres du visible et du proche
infrarouge correspondent aux ondes lumineuses dont la
longueur est comprise entre 400 et 700 nanométres pour
le visible et entre 700 et 2500 nanométres pour le proche
infrarouge. Pour la lumieére visible, [’énergie des photons
non absorbés (c’est-a-dire transmis ou réfléchis)
correspond a la couleur que nous voyons.

L’absorption de photons par une molécule a pour effet
d’exciter les mouvements de ses atomes et de les faire
passer vers des niveaux supérieurs d’énergie de vibration.
Il faut pour cela que la longueur d’onde du photon
(quantité d’énergie apportée) corresponde exactement a
[’énergie nécessaire pour faire passer les atomes a un
niveau supérieur de vibration. Plus grand sera le nombre
de molécules dont les atomes peuvent ainsi vibrer a des
niveaux d’énergie plus élevés (a des fréquences plus
grandes), plus forte sera [’absorption des photons dont
la fréquence et [’énergie correspondent a ces changements
de vibration. Si [’on expose un échantillon a un faisceau
lumineux, ’énergie absorbée par [’échantillon dépendra
donc de la fréquence ou de la longueur d’onde des photons
du faisceau et du type de molécules présentes dans

[’échantillon.
[18) : niveau excite 3
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V=1 (E1) : niveau excite 1
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Energie potentielle

Représentation des différents niveaux d’énergie.
VU= frégquence.

L’absorption aura lieu quand une fréequence Uf correspondra
a une différence d'energie entre deux niveaux (E1-EQ)

Les résultats de la mesure d’absorption lumineuse se
présentent sous la forme d’un graphe appelé «spectre»
dont [’ordonnée indique [’énergie lumineuse absorbée et

’abscisse indique les longueurs d’onde des photons.
Chaque substance pure est caractérisée par un spectre
particulier qui constitue en quelque sorte sa signature.
Le mélange de plusieurs substances produit un spectre
global qui est la somme des spectres de tous les
constituants du mélange. Ainsi, le spectre global d’un
aliment comme le miel présente qualitativement et
quantitativement la contribution des différents
constituants (voir figure 1).

Figure 1 : Spectre NIR représentatif d’un miel toutes fleurs.
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Cependant, si [’on peut reconnaitre dans un spectre les
bandes d’absorption des constituants majeurs (eau,
sucres), il n’est pas possible d’établir une relation directe
entre le spectre obtenu et la composition chimique du
produit. Cela vient des nombreuses interférences
spectrales entre les différents constituants et des effets
de diffusion de la lumiére dans la matrice des échantillons.
C’est pourquoi la spectrométrie proche infrarouge ou NIR
ne permet pas une lecture directe des résultats. Il faut
des lors calibrer les spectrometres NIR pour chacun des
constituants que [’on veut doser (par ex. pour le miel :
I’eau et les différents sucres). Le calibrage se fait sur
base des résultats d’une analyse dite de référence (par
exemple la détermination des sucres par chromatographie)
réalisée sur un grand nombre (de plusieurs dizaines a
plusieurs centaines) d’échantillons représentatifs. Il faut
donc établir des équations de conversion des données
spectrales en données analytiques (indices chimiques,
physiques ou méme biologiques). Une fois établies et
validées, ces équations sont utilisées en analyse de
routine. On comprend ainsi pourquoi le développement
de la spectrométrie NIR a profité du développement de
la mig?q-informatique. Sans cela, elle serait restée une
méthogde relativement académique sans grand intérét
pratique.
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sage de l'eau et des sucres ma-
jeurs (fructose et glucose).

La technique continue a se dé-
velopper et a évoluer. Les pro-
gres réalisés dans le domaine de
instrumentation permettent de
développer des spectrometres
sans cesse plus légers et plus
compacts (voir "Appareillage”).
Dans le cadre de ce travail, [’ac-
quisition des spectres proche in-
frarouge a été réalisée avec un
spectrométre de la marque
BOMEM (Canada, Québec), qui
permet d’acquérir un spectre
proche infrarouge allant de 1000
a 2500 nm.

Le spectre d’un miel

Avant ’analyse par spectrome-
trie infrarouge, un échantillon
de miel est immergé en pot
scellé dans un baind’eau a 60°C
jusqu’a ce que tous les cristaux
de sucres soient complétement
fondus. L’échantillon est en-
suite refroidi dans un second
bain-marie a 20°C pour le rame-
ner a la température ambiante.
Par apres, il est présenté dans
le faisceau de lumiere infra-
rouge. Le détecteur mesure la
lumiére non absorbée dans ce
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Figure 2 : Spectres NIR représentatifs de solutions de sucres purs (glucose, fructose et
saccharose) a 10 % de concentration en poids.
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Figure 3 : Détail (2200 a 2400 nm) des spectres NIR représentatifs de solutions de sucres
purs (glucose, fructose et saccharose) a 10 % de concentration en poids.
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cas par réflexion diffuse. On
obtient ainsi un spectre repré-
sentatif de I’échantillon de miel
analysé (voir fig. 1).

On peut remarquer la présence
des bandes d’absorption de l’eau
a 1450 nm et 1950 nm. Aux en-
virons de 2100 nm, on trouve la
bande caractéristique des su-
cres.

Pour confirmer [allure générale
des spectres des miels, nous
avons pris les spectres NIR des
sucres purs (fructose, glucose et
saccharose) préparés de la méme
maniére que l’échantillon de
miel. Le profil spectral des lon-
gueurs d’onde comprises entre
2200 et 2400 nm est différent
pour chacun de ces 3 sucres. Les
deux figures (fig. 2 et 3) présen-
tent respectivement le spectre
caractéristique de chaque sucre.
On constate que les variations
spectrales varient tres fortement
en fonction de la longueur
d’onde.

Avant d’aller plus loin dans
[’étude, nous avons analyseé a dix
reprises le méme échantillon de
miel pour vérifier la répétabilité
de l'analyse. Une trop grande
variabilité dans les résultats ris-
que de donner des informations
trop peu précises. Dans ce cas,
le coefficient de variation obtenu
est compris entre 5 et 6 % de la
valeur de |’absorbance pour cha-
que longueur d’onde. A ce stade,
ce résultat est juge acceptable
pour se lancer dans un essai de
calibrage.

Des miels au banc d’essais

L'eau et les sucres sont parmi les
constituants les plus importants
d’un miel. Comme ces consti-
tuants vont directement influen-
cer ’évolution d’un miel (con-
servation, cristallisation, stabi-
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APPAREILLAGE

Les spectrometres NIR fonctionnent d’apres le
principe de [’absorption moléculaire de la lumiere.
Comme la lumiére visible, la lumiére proche
infrarouge est émise par des lampes ordinaires a
filament de tungsténe. Une grande rapidité de
balayage du spectre est indispensable. Plusieurs
systemes de sélection des photons existent : filtres
a longueur d’onde unique ou variable, réseau de
diffraction fixe ou oscillant, interférométre de
Michelson. La lumiére est transmise par des fibres
optiques depuis la source jusqu’a [’échantillon a
analyser. Des détecteurs recoivent alors la lumiére
non absorbée et générent un signal digitalisé. Il est

possible d’adapter les spectrometres NIR pour qu’ils
mesurent la lumiére non absorbée soit en traversant
[’échantillon (transmission) soit en étant réfléchie
par diffusion a la surface de celui-ci (réflexion
diffuse). Les photons du proche infrarouge sont a
peu pres mille fois moins absorbés par la matiere
que ceux du moyen infrarouge. De ce fait, il est
possible de traverser des échantillons épais de
quelques millimétres a quelques centimeétres en
spectrométrie proche infrarouge, alors que
’épaisseur des échantillons ne peut dépasser
quelques dizaines de micrométres en spectrométrie
moyen infrarouge.

apparait a l'écran.

Le faisceau de la source lumineuse (cylindre rouge - A) est conduit vers le porte-échantillon
(boitier noir sur support bleu - B) au travers dune fibre optique. Ce faisceau [umineux
traverse ['échantillon de miel (C) et repart vers l'ordinateur par une autre fibre optique
(D). Alentrée de lordinateur se trouve le systéme de sélection des photons (E) gii est
dans ce cas un réseau de diffraction. Le signal est analysé et le spectre dabsofbdnce
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lité...), nous avons essayé de ca-
librer le spectromeétre pour leur
dosage dans le miel.

L’essai se base sur soixante miels
sélectionnés d’apreés leur origine
botanique. Chacun a fait [’ob-
jet d’une analyse chimique dite
de référence et d’une analyse
spectroscopique.

La teneur en eau a été mesurée
sur les 60 miels en utilisant un
réfractometre digital ATAGO
comme technique de référence.
Trente-cing de ces miels ont éga-
lement été analysés par chroma-
tographie en phase gazeuse pour
déterminer leur composition en
sucres.

Le tableau 1 présente les résul-
tats de la teneur en eau, en glu-
cose et en fructose des échan-
tillons de miel analysés.
Comme nous ’avons déja indi-
qué, les échantillons de miels
étaient préparés avant leur ana-
lyse spectrométrique de maniére
a ce que leur état physique soit
identique lors de 'analyse. Les
spectres de quarante échan-
tillons sont comparés aux valeurs
de la teneur en eau obtenue par
réfractométrie pour construire
un modéle mathématique qui
permettra de prédire une teneur
en eau sur base d’un spectre.
C’est ce que ’on appelle le cali-
brage. Pour le calibrage des
40 miels, la figure 4 présente les
valeurs d’humidité preédites par

NIR en fonction des | Figure 4 : Valeurs d’humidite prédites par NIR en fonction
des valeurs d’humidité observées par réfractométrie

valeurs d’humidité
observées par
réfracto-métrie. On »
constate que les
points ne sont pas
nécessairement sur
la droite, ce qui de- ™
vrait étre lecassila | £ .
relation établie par | £

le modeéle était par-
faite. Deux parame-
tres nous permet-
tent de juger de la .
performance du mo-
dele : Uerreur stan-

Calibrage

% 15 7 s 1 185
Valeurs de référence (%)

dard (SE), exprimée
dans ["unité de ce que [’on dose
et le coefficient de corrélation
(Rc) dont la valeur peut varier
entre 0 et 1. D’une part, le SE
nous indique la précision du mo-
dele et, d’autre part, Rc évalue
la qualité de la relation entre les
valeurs obtenues par les deux
méthodes. Dans le cas de la te-
neur en eau, l'erreur standard de
calibrage (SEC) est de 0.144 %,
c’est a dire que 95 % des valeurs
trouvées se trouvent a moins de
0,288 % de la valeur de réfe-
rence. Cela correspond au ni-
veau de précision d’un réfracto-
metre manuel. Le coéfficient de
corrélation (Rc) est de 0.977.

Lors de |’étape suivante, on pré-
sente de nouveaux miels a l’ana-
lyse (vingt pour la teneur en

Tableau 1 : Résultats des analyses de référence des miels étudiés
Cal. = Miels utilisés pour le calibrage. Val. = Miels utilisés pour la validation.

Nombre Moyenne

Minimum
Maximum

Ecart type

Teneur en eau | 40 (Cal.) 17.16

15.76 - 18.88 0.695

20 (Val.) 16.99

15.32 - 18.02 0.767

eau). Sur base du spectre de
["absorption de la lumiére infra-
rouge, le modele mathématique
obtenu lors du calibrage permet
de prédire des valeurs de teneur
en eau. Ces valeurs sont com-
parées aux valeurs obtenues par
la méthode de référence. C’est
ce que [’on appelle la validation.
Ici aussi, on reporte les résultats
sur un graphique (voir fig. 5). On
constate une plus grande disper-
sion des points par rapport a la
droite. Les résultats d’erreur
standard de prédiction (SEP) et
du coefficient de corrélation (Rc)
sont respectivement de 0.323 %
et de 0.916. Ces indicateurs sont
moins bons que les résultats ob-
tenus lors du calibrage. De tel-
les observations sont cependant
prévisibles.

Dans le cas des sucres, nous
avons réalisé un travail de cali-
brage au départ de 35 échan-
tillons de miel. Les teneurs en
fructose et en glucose ainsi que
le rapport fructose sur glucose
(F/G) et le rapport glucose sur
eau (G/E) ont été étudiés. Le

Fructose 35 39.68 35.34 - 43.74 1.83 tableau 2 résume les résultats
Glucose 35 29.08 21.08 - 39.15 4.17 obtenus pour le calibrage.
35 1.39 0.97 - 1.89 0.23 Ces résultats sont cohérents avec
les valeurs décrites dans la lit-
35 1.71 1.17 - 2.34 0.26 térature.
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Figure 5

Validation

Valeurs NIR (%)

Valeurs de référence (%)

influencant son con-
ditionnement et sa
stabilité. De plus,
des petits spectro-
photometres
(photocapteurs),
exploitant la zone
de longueurs d’onde
inférieure a 1 mi-
cron, apparaissent
sur le marché a des
prix de plus en plus
raisonnables. Ces
photocapteurs se
présentent comme
des outils extréme-

Tableau 2 : Erreurs standard et coefficients
de corrélation obtenus pour une calibration
des sucres simples et de ['eau réalisée au
départ de 35 miels

SEC Rc

Fructose 0.641 0.937

Glucose 0.848 0.979

F/G 0.045 0.981

G/E 0.047 0.983

Piste pour le futur

Le but de ce travail était de voir
dans quelle mesure [’analyse ra-
pide des miels est possible par
spectrométrie proche infra-
rouge.

Les essais de calibrage et de va-
lidation ont montré que les va-
leurs obtenues se situent pour la
plupart a + 0,3 % de la valeur de
référence pour la teneur en eau
eta+1,7 % pour les sucres sim-
ples. Cet essai étant limité, il
faudra confirmer ces résultats
encourageants par un échan-
tillonnage de référence plus
large. Aujourd’hui, nous pouvons
conclure que la spectrométrie
NIR est une technique qui per-
met de doser, de maniére accep-
table et donc exploitable, plu-
sieurs des constituants du miel

ment pratiques et
performants pour une utilisation
tant dans les petits laboratoires
que dans les entreprises artisa-
nales et de conditionnement. On
pourrait ainsi mettre en place
une politique d’assurance qualité
reposant sur un controle complet
et non destructif du miel tant au
niveau de sa production qu’au
niveau de son conditionnement.
Ce travail ouvre donc des pers-
pectives intéressantes pour
["analyse et le controle de qua-
lité des miels.

RESUME

DEPuIS DE NOMBREUSES ANNEES, LA
SPECTROMETRIE PROCHE INFRAROUGE A
FAIT SON APPARITION DANS LE CONTROLE
DE LA QUALITE DES ALIMENTS. VU QUE
LES METHODES UTILISEES ACTUELLEMENT
POUR CONTROLER LA QUALITE DU MIEL
SONT LONGUES ET FASTIDIEUSES, NOUS
PROFITONS DES AVANTAGES DE CETTE
TECHNIQUE POUR L’APPLIQUER AUX
MIELS. LE MIEL EST UNE SUBSTANCE
NATURELLE COMPLEXE. SA COMPOSITION
EST INFLUENCEE PAR DE NOMBREUX FAC-
TEURS ET CONSTITUE UN ELEMENT IM-
PORTANT TANT POUR LA TECHNOLOGIE
QUE POUR LA QUALITE DU PRODUIT.
NOUS AVONS DONC UTILISE LA TECHNI-
QUE NIR au seiN pe L’UNITE DE Bio-
CHIMIE DE LA NUTRITION A LA FACULTE
DES SCIENCES AGRONOMIQUES DE
L’UCL, POUR DETERMINER LES TENEURS
EN SUCRES SIMPLES (GLUCOSE ET FRUC-
TOSE) ET EAU. LES RESULTATS MON-
TRENT QUE CETTE TECHNIQUE PERMET-
TRA DE DOSER TRES RAPIDEMENT CES
ELEMENTS AVEC UNE PRECISION SUFFI-
SANTE POUR DES EXAMENS DE ROUTINE
OU UN CONTROLE EN LIGNE CHEZ LES
CONDITIONNEURS.

JEAN-YVES PierarD, IsaBeLLE CORNET,
€0 Emienne BRUNEAU, MaRC MEURENS
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