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Introduction




Introduction

» Pour palier a l'utilisation de pesticides contreilesectes ravageurs des
cultures car :

- néfastes pour I'environnement

- apparition de résistances des ravageurs

=» Développer des méthodes d’action naturelles :

v Lutte biologique

v" Lutte par confusion des méales (mating disruption)




Introduction

» Lutte biologique : utilisation d’ennemis naturels des insectes nuasibl
pour prévenir ou reduire les dégats causes paraeux

=>» prédateurs, parasitoides
» Lutte par confusion des males diffusion dans l'air de grandes quantité

de phéromones dans le but de semer la confusiailetienales®
desorientation et moins de chance de localisefemelle « appelante »

(papillons)

=» systemes de diffusion de sémiochimiques




Les semiochimiques




Sémiochimigues

Définition : moléecules naturelles produites par des
organismes vivants et intervenant comme moyen c
communication intra- ou interspécifique

(du grecsimeorr signal

=» molécules trés diverses, volatiles ou non

=> Ici : étude des stimuli volatils émis par plantes €
Insectes




Sémiochimigues

Phéromones

- d’alarme - Allomones : + emetteur

- sexuelles - Kairomones : + récepteur

- d’agrégation - Synomones : + emetteur, + récepteu
- de piste

_ Une méme substance peut intervenir a la fois dans sle
\ interactions intra- et interspécifiques (ex: EB-farnésene)




Cas du puceron

Prédateur

Insecte phytophage
gt Parasitoide

s R e S O

Vicia fabae Megoura viciae

Aphidius ervi




volatiles

Molécules

1

Phéromones d’alarme;#=-
phéromones sexuelles -



Sémiochimigues

Les vegetaux réponses aux agressions

> toxines, réducteurs de
digestibilite...
> COMpPOSés organigues volatils
=>» attraction des predateurs et parasitoides des

Insectes herbivores




COV végetaux

>

monoterpenegifocimene), sesquiterpenes [(Harnesene),
moléecules aromatiques (indole)

>

alcools, aldéhydes et esters satures et insatn€é is-3-
hexenol, trans-2-hexénal, acétate d’hexenyle,...)

>




Terpenes
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Monoterpénes et iridoides

Sesquiterpenes

Diterpenes

Sesterterpénes

Triterpenes, steroides

Tétraterpenes, caroténoides

Les terpenes sont des dérive
de l'isoprene et ont pour
formule de base des multiple
de celle-c{C:Hy),

IPP = Isopentenyl pyrophosphate

DMAPP = dimethylallyl pyrophosphate
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Phéromones d’insectes ravageurs

>

- Pucerons :nepétalactone - népétalactol

-Papillons : bouquet pheromonal spécifique a

chague espece

Ex: { (E,E)-8,10-dodecadienol, Z-7-hexadecenal, ZetBdecenyl acetate,
codlémone...}




Phéromones d’insectes ravageurs

- Pucerons :E-p-farnésene

= (E)-7,11-Dimethyl-3-methylene-1,6,10-dodecatriene
> C15H24
=>» sesquiterpene

=> libéré par les pucerons en réeponse a un elémentipatdur

; declenche la dispersion des autres pucerons




Phéromones d’insectes ravageurs

- Coccinelle asiatigueHarmonia axyridis:
B-caryophyllene
> C15H24

=>» sesquiterpene




Sémiochimigues

Utilisation des connaissances naturelles »

!

Leures, diffuseurs a phéromones, pieges




Les diffuseurs de

sémiochimiques




Diffuseurs de sémiochimiques

« Rubber septum »  « NoMate » mating disruptant Evaporateur PHEROBANK
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Formulation a pulvériser :

s « Isomate-C » ' A phé .
Piege collant microcapsules a phéromon




Diffuseurs de sémiochimiques

Caractéristigues d’'un diffuseur ideal :

v Taux de relargage :
pour étre percu par les insectes
=» cinetique de relargage d’ « ordre zéero »

' plusieurs semaines pour couvrir la période deg
présence des insectes

v’ Sémiochimiques protégés de la dégradation par lesviet
I'oxygene (antioxydant : vitamine E =a-tocophérol)




L es formulations

Quelques exemples de formulations :
>

- polymere biodégradable : cellulose, polysaccharigemmes
chitosan, alginate...

- Huile de paraffine : solution a pulvériser
- Cire de paraffine : solide

= modeles mathématiques de diffusidtérholt et al., 1999




L es formulations

C.A. Atterholr ef al. | Jowrnal of Controlled Release 37 (1900) 233-247

60+ paraffin wax -+paraffin oil
+trigthanolamine stearate

50+
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e paraffin wax

paraffin wax + soy oil
paraffin wax + soy oil
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Fig. 1. The effect of formulation on OFM pheromonkease from paraffin (200 mg pheromone, 5 g
paraffin mixture, 0.5 | /min air flow, 27°C, 53.5 ésurface area)




L es formulations

Généralement : formulations contiennemilécules de synthese
>

- Colt important si molécules stereospecifigues

- Produits non naturels

- Nombreuses étapes de productdrendements limités

- Utilisation de reactifs toxiques

=>» Voie de developpement aeolecules naturellgsurifiées au

départ de sources vegetales (huiles essentielles)rsectes




Etude du relargage




Etude du relargage

But : détermination de cinétiques de relargac

= Choix d’'une formulation adaptee au cha




Etude du relargage

Techniques de mesure du taux de relargage au dipa
diffuseurs a pheromones

=» amelioration constante des techniques

Méthode gravimétrigue

Methode de piegeage des volatils sur adsorbant




|. Méthode gravimétrigue

Peser chaque semaine les diffuseurs mis au chamm@pterminer
la perte de poids moyenne

Résultats tres variables entre diffuseurs, maneyarécision
Parfois augmentation du poids car humidité, poussje.

=>» Pas une mesure fiablelu taux de relargage




|. Méthode gravimétrigue
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(Hofmeyr et al, 1994)

Polyethylene tubing

& 15 mm x 1,9 mm #25 mm x 1,9 mm 425 mm x 1 mm ® Temperature
T T T T T T

2 3 4 5 6 7 8
Week

FiG. 2. The influence of polyethylene tubing of different lengths and diameter on the
release rate of the controlled-release pheromone dispenser.




Il. Méthode de piegeage des volatils

A intervalles réguliers (tous les jours, tous lgelss,...), analyser la
guantitée de phéromone liberée par unité de tempepaliffuseurs

mis en champ® estimation duaux de relargagepour chague
diffuseur au cours du temps

- prélevement a débit d’air constant (ex: 0,5 L/miehgant
un temps determiné

-mesurede la T®

- mesure de I'humidité relative




Il. Méthode de piegeage des volatils

Filtre en charbon actif

Cartouche d’adsorbant

Cuve en Téflon avec
diffuseur de sémiochimique




Il. Méthode de piégeage des volatils

étape 1 piegeage des volatils sur adsorbant (Super

= Filtre de charbon
" —> { Pompe

(débit cst)

Cartouche

I d’adsorbant
Enceinte thermostatée c - :
. A uve avec diffuseur a

a 20°C ' phéromone




Il. Méthode de piegeage des volatils

. étape 2

Solvant I

GC Ultra Fast

Elution (desorption) de la cartouch
d’adsorbant avec un solvant pour
decrocher les moléecules volatiles
retenues. Ajout d’'un standard
Interne. Analyse de 'éluat et
guantification au GC Ultra Fast.




Etude du relargage

Importance deparametres physico-chimiquesur le taux de
relargage :

- Temperature

- Humidité relative
- Vent, débit d’air
- Coefficients de diffusion des composes

= developpement de modeles mathématiques complexes




(Teal et al., 1985)
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F1G. 4. Amount of the six-component aldehyde blend released from septa loaded with

sgoz,ug at various flow rates. R* = 0.96 for equation, y = 1.822 X 10~*x + 7.682 x
13 N

(Mottus et al., 2001)

Z11-16:Ald

rate

Evaporation

- - - - - 0
0o 05 10 15 20 25

Wind speed, m/sec

Figure 5. Influence of wind speed on rate
constants of 12:Ac and Z11-16:Ald. Feroflor
disnenser at 25 °C

=== Decyl acetate
——- Dodecyl acetate
— Tetradecyl acetate

Ovriginal evaporation rate

Temperature raise, "C
Figure & Dependence of evaporation rates of some
alkanols from temperature.
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Fig. 1. Emission of Z11-16:Al and Z11-16:Ac from Shin-Ftsu plastic rope samples (Lot 80101
Inset is a semilogarithmic plot of the natural logarithm of the same data to illostrate the linearity of
the regression and the fiducial limats.




Analyse

chromatographique




Chromatographie en phase
gazeuse (GLC)

Rappel : principe de fonctionnement

Injection du meélange a analyser en

détectewr DIF : PR .
amont de la colonne via l'injecteur.

injecteur 1

régulateur de débit 3

Séparation des composants dans la
colonne grace a leurs affinités
respectives pour la phase stationnaire.
Les composants sont poussés par le flu
colonne de la phase mobile.

exploitation

gaz vecteur des données

A la sortie de la colonne, les composan
sont détectés par un détecteur

gaz II|;:||Jur DIF . 7
. Le signal percu au detecteur est trans
a un systeme d’enregistrement et de
traitement des données




Chromatographie en phase
gazeuse (GLC)

Utilites Limites
Permet I'analyse de quantités minimgs Ne convient pas pour les produits :

(g, g, pY) qui se decomposent a chaud

Séparation de mélanges complexes (thermolabiles)

Analyse gqualitative et quantitative aisge qui sont peu volatils

Nombreux domaines d’application lonises




Nouvelle technologie : Ultra Fast GC

- Reduction du temps d’analyse(30x)
- Sensibilité accrue
= Amelioration de la recherche :
- plus grand nombre de repetitions
- résultats obtenus plus rapidement

- validation plus rapide de meéthodes




Nouvelle technologie : Ultra Fast GC

3 s DAY it Z

P
Colonne
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Ultra Fast GC GC classique




Nouvelle technologie : Ultra Fast GC

Ultra Fast GC GC classique
Montée en T°: 100 = Montée en T° : en général
- Colonne : 1 0.1 mm ID - Colonne : le plus courammeit
0.32 mm ID

- Systeme pneumatique a haute pression

- Détecteur rapidé : 300 Hz

(réponse a haute frequence)

- Injecteur automatique

= Temps d’analyse = Temps d’analyse




Nouvelle technologie : Ultra Fast GC

Elément chauffant et capteur T° directement
autour de la colonne

Colonne installée dans une « cage »

Facilité d’installation dans injecteur et détecteu
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Refroidissement de 350°C a 50°C en £ 1 min

Durée de vie prolongée (10000 cycles, 3x >)




Nouvelle technologie : Ultra Fast GC

Analyse d’'une huile essentie




Nouvelle technologie : Ultra Fast GC

Rapidité

Durée de vie de la colonne

Répétablilité des temps de rétention
- Sensibilite

- Applications : possibiliteé d’'injections de nanovolas




Nouvelle technologie : Ultra Fast GC

Meilleure sensibilité : effet de compression de pic

1.6E+05 -

nC20 (about 1ng) N :
area 15000 (uV.s) 300 °C/min

1.4E+05 - )
/ 0.1 mm id column

1.2E+05 - PW,,=0.10s

1.0E+05 -

8.0E+04 -

FID signal {uV)

6.0E+04 -

20 °C/min
4.0E+04 - 0.32 mm id column

PW,,=16s

2.0E+04 -

0.0E+00

Source : Interscience

time (s)




Nouvelle technologie : Ultra Fast GC

- Produits pétroliers
- VOCs

- ArOmes

- Huiles essentielles

- FAME (Fatty acid methyl esters)

11l Choix de la colonne en fonction du type de caspa analyser




Un cas concret : projet

SOLAPHID (subvention RW)




SOLAPHID

ODbjecitif
Développer des formulations a base de semiochimiqg
(E-B-farnésene}-caryophyllene, nepétalactone)
d’origine naturelle afin d’attirer des prédateurse des
parasitoides de pucerons sur cultures infestées




Huiles essentielles riches en EEAE
composés sémiochimiques UFGC
(Chromatographie liquide

Extraits enrichis en
sémiochimiques

Evaporation du solvant Recovery

Sémiochimiques UEGC
purifiés

Essais de terrain
Tests biologiques

+ Validation de la méthode analytique




Hulles essentielles

=» identification certaine des composes
(indices de Kovats)

=>» comparaison au profil GC-MS

=>» détermination du % des sémiochimiques




Hulles essentielles

Huille essentielle d®latricaria
chamomilla(camomille allemande)

Huile essentielle dBlepeta
cataria(catnip)

Huile essentielle dBlepeta
cataria




Matricaria chamomilla

Z
o

Composés | rétention
E-B-farnésene 1456
Germacrene D 1478

bicyclogermacrene 1494
(E,E)u-farnéséne 1506
a-bisabolol oxide B 1649
a-bisabolone oxide A | 1673
Chamazulene 1715
a-bisabolol oxide A 1735
Cis-ene-yne-dicycloethg 1802

Intensity

Ol | N~ |W[IN|F




Nepeta cataria

Intensity

Composés | rétention
(Z,E)-népétalactone 1353
(E,Z)-népétalactone 1377

B-caryophyllene 1411

Non identifié

B-caryophyllene oxide | 1579




Fractionnement

- mise sous pression 0,3 bar

- Si0, a 0% HO

- 10 ml d’huile essentielle en téte de colonne
- élution au n-pentane

Pureté en EBF, Germacréne D, Alpha-Farnéséene et

Chamazuléne en fonction du volume élué
100,00%

90,00%

80,00%

70,00%

60,00%

'S 50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

I

10,00%

i) ./ / -
o e
0,00% # o - . Y
0 200 400 800 1000

Volume élué (ml)

—e— Monoterpénes —%— EBF —e— Germacréne D —+— Alpha-Farnéséne Chamazuléne




Evaporation du solvant

=» compromis entre vitesse d’évaporation et limitaties
pertes

= déetermination du pourcentage de récupération (Brgckb)
apres evaporation du solvant

=>» pureté des composes apres évaporation
EBF : 83,8 % +0,3 %
B-caryophyllene : 97,7 % = 0,5 %




Formulation

Incorporation des semiochimiques purifies dans un
polymere biodegradable : alginate

+ huile de tournesol
+ vitamine E




Veérification de |'efficacité

observation du comportement des
predateurs et parasitoides en présence des foromslat
(attraction, oviposition, repulsion...)

depot des formulations sur cultures
Infestées de pucerons et déenombrement des préslate
et parasitoides pieges




Veérification de |'efficacité




Relargage des formulations

Filtre en charbon actif

Cartouche d’adsorbant

Cuve en Téflon avec
diffuseur de sémiochimique




Relargage des formulations

| Filtre de charbon —_{ Pompe

actif Cartouche (débit cst)

d’adsorbant

Enceinte thermostatée . - .
< o uve avec dirtuseur a
a 20°C ' phéromone




Relargage des formulations

Solvant I

GC Ultra Fast

Elution (désorption) de la cartouche
d’adsorbant avec un solvant pour
decrocher les moléecules volatiles
retenues. Ajout d'un standard
iInterne. Analyse de l'éluat et
guantification au GC Ultra Fast.




Relargage des formulations

Efficacité de I'adsorbant a retenir les molécules d’'intérét

Choix du solvant d’elution : en fonction de la polarite des
molécules retenues sur la cartouche d’adsorbant

Détermination du volume de solvanhecessaire pour decroc
|a totalité des molécules retenues sur la cartouche

Choix du standard interne méme famille chimique que les
molécules a analyser[Rroche mais pas de chevauchement




Relargage des formulations

Mesure du « recovery » déposer une quantité connue de
molécules sur la cartouche, eluer et mesurer lécdpére dans
I'éluat

Tester le « breakthrough » (volume de percee)vérifier que
les volatils ne traversent pas completement labaalte
d’adsorbant en raison d’'un debit d’air trop impatta

=» cartouche de securité mise a la suite de la premiere,
élution et analyse de I'éluat




Relargage des formulations

Cumulative quantity of E-beta-farnesene released by 100 mg of
alginate beads formulation in laboratory controled conditions
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Validation de méthodes analytiques




Validation analytique

2 méthodes de validation :

- validation classique(la plus courante jusqu’a
I'heure actuelle) :

=» Basée sur les normes VALIDANA (BPL — Beag
1ISO 5725 et AOAC 2006

- validation basée sur les profils d’exactitude

= démarche harmonisée et plus severe quant au
criteres valides




Matériel expérimental

produits a doser

(E-B-farnésenef}-caryophyllene, limonene;-pinene)

attention
au choix du Sl

=» de préférence, méme famille chimique que molécule a
doser, de facon a obtenir un facteur de reponsdéeroe 1

F=(5.Cq/5.CL)
=>» S| sesquiterpenes : longifolene
=» S| monoterpenes : n-butyl-benzene




Pureté

Analyse des solutions (~ 1ug/pl damBexane) au GC Ultra
Fast

3-10 repetitions

Compound | Meanpuri 00 [0 [msD(x)
utybenne | 1000|0000 oo
monene | w0m0] ooo| ooo
aprene | w0000 o000 oo




Optimisation de la méthode d’analyse
chromatographique

E-B-farnesene

__I_ungiﬁ:ﬂma




|. Validation classigue

Heuskin et al. (2009), J. of Chromatography A
Fast gas chromatography characterisation of purifiesgmiochemicals from essential oils of
Matricaria chamomilla L. (Asteraceae) and Nepetataaa L. (Lamiaceae).




Limites de détection et de quantification

définie selon le principe
gu’une concentration est détectable si elle est gfande
gue la dispersion du blanchauveheid, 2097
LOD =f*s,
Avec: -f=3

- S, I'ecart-type de répetabilité du blanc en conceiana
obtenu apres 8 répétitions

2*LOD
(Chauveheid, 2097




Droite d’étalonnage

* 5 concentrations + 1 blanco : [Sl] la méme powtéganalyte]

* 3 repétitions d’analyse




Droite d’etalonnage

Droites d’étalonnage construites par regression
linéaire au sens des moindres carrés

Droite d’étalonnage de I'EBF (de 0,080 a 1,000 pg/n )

a
-
S
Qo
=
Q
<2
T
(@)
M =
LS
8)
26
-
S
)
=
<

0,500 1,000 1,500

Concentration en EBF / Concentration en longifolene
y = 0,9558x + 0,0053
R? = 0,9999




Droite d’étalonnage

satisfaisante si
- R?> 0.996(Roland, 2002

- Test de Grubbrésidus réduits de variance constante < 2.7
en valeur absolue (17DL :(3*6pt)¢ls= 0.05)(Dagnelie, 2005

Résidus réduits de variance constante de la droite d'étalonnage de 'EBF
(de 0,080 a 1,000 pg/ul)

0,500 1,000 1,500
Concentration en EBF / Concentration en longifoléne




Droite d’étalonnage

définie comme le

biais (%) entre la pente mesurée de la droite (oaies
ultérieurement) et la pente theorique de la dnatalée.

Comprise entre 90 % et 110 ®Rgland, 2002

Justesse des pentes des droites d'étalonnage en fonction des

composés et de la gamme de concentrations

104,00%
103,00%
102,00%
101,00%
100,00%
99,00% -
98,00% -
97,00% -
95,00%

Justesse (%)

EBF g-Caryophyliéne Limonene a-pinéne
m Gamme de concentrations de 0,008 30,100 pg/ul  m Gamme de concentrations de 0,080 a 1,000 pg/pl




eEIE

est définie par la repéetabilité et la reproducti®itie
la méthode.

pour chague analyte et chague gamme de
concentration, 10 repéetitions d’analyse d’'un édllantde
concentration définie, le méme jour, par une spalsonne
(n=10). (Range 1 : 0.05 pg/ul ; Range 2 : 0.50 pg/pl)

pour chague analyte et chague gamme de
concentration, 10 repéetitions d’analyse d’'un édliantde
concentration deéfinie, pendant 5 jours différepts, une seule
personne (n=50jRange 1 : 0.05 pg/ul ; Range 2 : 0.50 pg/ul)




eEIE

acceptables des coefficients de variation ¢
repetabilité et de reproductibilité dependent deolacentration
des solutions analysées.

Selon la norme AOAC (2006) :
- Range 1 : Cl¥pstaniite 8%0 5 CMeproductibilits: 1670
- Range 2 : Cl¥pgtaniite ©%0 5 CMeproductibilits: 1270

I 7 e e




CV de répétabilité (%)

2,50%

2,00%

1,50%

1,00%

0,50%

0,00%

Répétabilité en fonction des composés et de la concentration

B

EBF B-Caryophyllene
@ Concentration de 0,050 pg/pl

Limonene a-pinene

B Concentration de 0,500 pg/ul

Reproductibilité en fonction des composés et de la concentration

—~  800%
=2
—  7.00%
v
= 600%
= 500%
=
T 4.00%
o
o 3.00%
®
o 200%
:E 1,00%
O 0.00%
EBF

| B

@ Concentration de 0,050 pg/ul

B-Caryophylléne Limonéne

a-pinégne

W Concentration de 0,500 pg/ul




Sélectivité

de la méthode est définie par le facteur de

sélectivité @) entre les pics chromatographiques les plus psoc
(longifolene e3-caryophyliene)

Pour que la méthode soit sélectigeloit étre supérieur a 1.

o = (t’Rﬂ-caryophyIIéne/ 1:’R Longifoléne)’
ou t'; = temps de rétention réduit

Concentration range : Concentration range :
0.008 — 0.100 pg/pul 0.080 — 1.000 pg/ul

n 1.016 1.016




ll. Validation par profil

d’exactitude




En pratigue

établissement d’'une fonction de réponse avec desatds
de calibration

- 5 concentrations

- 3 repetitions de preparation

- X 3 séries (série = jours difféerents et/ou opansta@ifférents)

préparation de standards de validation, traitéesheermes
échantillons inconnus

- 3 concentrations
- 3 repetitions
- X 3 séries

= Estimation de la fidélité et de la justesse a partis daleurs retrouvées
pour les standards de validation




Traltement des données

Pour chaque série, etablir [Esnctions de réponse (Y=f(xgvec les
standards de calibration.

Tester desnodeles mathématiquesle régression.

Calculer pour chacune des séries,descentrationssur base des
standards de validation et des fonctions de répamsespondantes +
linéaritede la methode

Calculer pour chaque niveau de concentratiojydeesseet la
fidélité.

Estimer ledimites de tolerance bilatérales de I'exactitudgour
chague niveau de concentration.

Tracer legrofils d’exactitude correspondant aux modeles de
regression sélectionnés.




La fonction de réeponse

La fonction de reponse traduit, a I'intérieur datérvalle
de dosage, la relation existant entre la repongealsdu detecteur,
aire de pic, ratio d’aires si Sl,...) et la concetntraen substance
examiner dans I'échantillon. Cette courbe de cafibn ne doit
pas obligatoirement étre une droite.

Fonction linéaire Fonction non-linéaire

- |-

Concentration Concentration




La linéarite

la linéarité d’une procédure
analytique est sa capacité, a I'interieur de I'médle de dosage, a
fournir des resultats directement proportionneks @incentration
(quantité) en substance présente dans I'échantillon

Concentration = quantité introduite
(quantité pesee) dans la solution de
reférence : « theoretical concentration »

Résultats

Résultats = quantité mesurée par la co
de calibration (fonction de reponse) :
Concentration « back-calculated concentration »




L'intervalle de dosage

I'intervalle de dosage d’une
procedure d’analyse est la région entre les niveapgrieurs et
inférieurs (ces valeurs incluses) pour lequelatadémontre que
la procedure est appropriée quant a sa fidélitpistasse, son
exactitude et sa linéarité, en utilisant la methdélerite.




Illustration : archers - cibles




Illustration : archers - cibles

Quelle décision prendre?




Illustration : archers - cibles

Quels risques?

Moyenne

Fidélité

Variabilité



Illustration : archers - cibles

En résumé

Non fidele
non juste

Non Fidele e’ . 4
Peut étre juste? ' L ] .
: el T

-'.“,".r':'._, /| i

Cible

Fidele
non juste

Fidele
juste



La fidélité

mesure la dispersion des résultats, le
écarts des résultats par rapport a la moyemeur aléatoire.

La fidélité exprime I'étroitesse de I'accord (degedispersion,
coefficient de variation) entre une série de mesprevenant de
multiples prises d’'un méme échantillon homogensultats
d’essai indépendants) dans des conditions prescrite

=>» 3 niveaux : - répétabilité
- fidélité intermediaire (intra-laboratoire)
- reproductibilité (inter-laboratoire)




La repétabllité

Conditions ou les résultats
d’essai independants sont obtenus par la méme detlsar des
iIndividus d’essal identigues, dans le méme labogtar le

méme opérateur, utilisant le méme équipement etggrun court
Intervalle de temps.




La fidélité intermeédiaire

Conditions ou les résultats d’essai independantsaaianus par
la méme méthode, sur des individus d’essai ideaigdans le
méme laboratoire, avec differents operateurs ksarit des
équipements differents et pendant un intervalleed®s donné
(pas obligatoirement des jours consecutifs).




La reproductibilité

Conditions ou les
resultats d’essai indépendants sont obtenus paélae methode,
sur des individus d’essai identigues, dans diffésréaboratoires,
avec differents opérateurs et utilisant des équamtsndifferents.




La justesse

est mesuree par le biais (ou le taux @
recouvrement = recovery) entre la valeur supposgeie » et la
moyenne des resultats. La methode est juste sy@mme des
résultats est proche de la valeur « vraiErseur systématique

Biais = Moyenne des résultats (M) — Valeur « vraie » (ju
Biais relatif (%) = ((M-p)/u)*100 = Recovery (%) -100
Recovery (%) = (M/n)*100




| ’exactitude

se mesure par I'écart des resultats

par rapport a la valeur « vraie ». Combinaison dédiifé et de la
justesseErreur totale.

Ce n’est pas parce qu’'on a une méthode fideleset gu’elle est
d’'office exacte. Il faut donc veérifier I'exactitudei final. Dans de

nombreuses normes, Il existe une confusion enaetgxde et
justesse.

Erreur totale = Bials + Ecart-type
Erreur totale = Erreur systématique + Erreur aléatoire

Exactitude = Justesse + Fidelité




| ’exactitude

L’exactitude d’'une procedure analytique exprimé&régesse
de I'accord entre la valeur de référence et lauwrdi®uvee

Xi = uT + Justesse + Fideélite

Xi - uT = Justesse + Fidélité

Xl - uT = Exactitude (1ISO)
Xl - nT = Erreur totale

| xi - uT| <A < Erreurtotale < A

A = limite d’acceptation (ex : = 5%)




| ’exactitude

Fidélité i ..
Justesse idélité intermédiaire Erreur totale

O _ o2 02
Biais =p; — x. Ow,j +0s,j

A
Erreur

Intervalle de tolérance
avec un risque connu

TL, = bx _Z_)i %S 100
Xi

) = Limites d’acceptation (5%, par
exemple)

Conc. (niveaux)




La limite de détection

la limite de détection d’une procédur
d’analyse est la plus petite quantité a examiner darechantillon
pouvant étre détectee, mais non quantifiee comne uabeur

exacte, dans les conditions expérimentales décrdes la
procédure.




La limite de guantification

La limite de quantification est |a
plus petite quantité de I'analyte dans un échantipouvant étre
dosée dans les conditions experimentales deécrives ane
exactitude (justesse + fidelité) definie. La limde quantification
N'a de sens que si son exactitude a eté démontrée

= LOQ + estimation de I'exactitude associee.




La limite de guantification

Intersection des limites d’acceptation et des limites de tolérance
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Conclusions




L’amélioration de la lutte biologique met en jeu
plusieurs domaines indissociables

<)

= En constante évolution




Compréhension des comportements des insectes :

- Connaissance des systemes tritrophiques et dessayel
reproduction

- Analyse des pheromones libérees : GCMS

- Observations et tests en laboratoire avec lescsdmmigues
(NOLDUS, EAG, olfacto,...)

- Expérimentations en champs avec les formulations




- Connaitre les besoins des agriculteurs

- Choix de la matrice polymeérigue (biodéegradablaon,
liquide, solide) : but recherché ?

- Influence des parametres physico-chimiques : diépen
aussi de la zone géographique visée

- Mise en ceuvre en laboratoire : mesure de cin&i(GBE)

- Tests et validation au champ




- Intérét de la spectrométrie de masse : identiboade
molécules libérées par plantes, insectes,...

- Performances de la Fast GC : rapidite, grand nerdit@&chantillons,

sensibilité, facilité d’utilisation® Originalite
- Determination de cinétigues de relargage

- Validation de méthode intégrée dans le cycle daditine procédure
d’analyse




Mercl de votre attention

Questions???




