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La mise en place d’une méthode d’analyse est généralement percue comme un processus
dynamique qui passe par plusieurs étapes successives. Une méthode d’analyse nait, évolue et,
apres un certain temps, peut étre modifiée ou finit tout simplement par étre abandonnée [1].
Bien souvent, une grande importance est accordée a 1’étape de validation. Mais, il ne faut pas
pour autant, oublier les autres étapes qui ont également toutes leur importance dans la qualité
de la méthode d’analyse qui sera proposée. L’étape de développement d’une méthode est
située avant celle de la validation et peut impacter de fagon importante le reste du cycle de vie
de celle-ci. Dans le cas de la préparation des échantillons, par exemple, certaines études
utilisent des méthodes précédemment optimisées pour réaliser leurs analyses mais, ils ne
tiennent pas toujours compte du type de matrice ni, des composés ciblés. Avec le risque, de ne
pas étre certains d’extraire la totalité des composés ciblés ou de détériorer ceux-ci durant la
préparation des échantillons. D’autres optimisent leur méthode en faisant varier une seule
variable a la fois. Avec comme inconvénients, de ne pas observer les éventuelles interactions
entre les variables étudiées et se retrouver avec un nombre d’essais important a réaliser. Cette
approche implique une consommation importante de réactifs et matériaux et est, également,
souvent longue a mettre en ceuvre, ce qui se répercute sur le colt de ’analyse [2]. Afin
d’éviter ces inconvénients, I’optimisation des procédures analytiques se réalise de plus en plus
souvent a I’aide de la méthodologie des surfaces de réponse [2, 3].

Cette approche chimiométrique a pu étre utilisée avec succés durant le développement d’une
méthode d’analyse quantitative constituée d’une étape d’extraction a I’aide d’un bain a
ultrasons, suivi d’une hydrolyse enzymatique et d’une analyse par UPLC®-MS/MS, destinée &
doser quatre phyto-cestrogénes dans les fourrages. Deux plans d’expérience de type Box-
Behnken, avec 3 facteurs et comportant 16 essais chacun, ont été appliqués aux étapes
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d’extraction et d’hydrolyse. Pour I’extraction, les 3 variables retenues étaient : la température,
la durée et la concentration du solvant. Dans le cas de I’hydrolyse, c’est la durée, la
température et le pH de la solution enzymatique qui ont été prises en compte.

L’impact de la concentration du solvant a clairement pu étre mis en évidence lors de
I’extraction des divers composés, alors que pour I’étape d’hydrolyse, c’est plutot la
température qui s’est montrée étre la variable ayant le plus d’impact sur le processus. Outre
I’observation des différents effets de ces variables, I’ensemble des données générées a
également permis de définir des conditions optimales d’extraction et d’hydrolyse pour chacun
des composés. Ces conditions n’étant pas identiques pour chacun d’entre eux, un compromis
a du étre trouvé afin de pouvoir analyser I’ensemble des composés simultanément. La
méthode ainsi développée a ensuite été validée selon les recommandations de ’EMA [4] pour
confirmer sa fiabilité et sa robustesse, et utilisée avec succés lors du suivi de 1’évolution des
phyto-cestrogenes lors de la conservation de fourrages dans des ensilages.

Cette étude a permis d’illustrer concrétement I’intérét d’utiliser la méthodologie des surfaces
de réponses lors du développement de protocoles d’analyse, principalement, lorsque les
informations méthodologiques sur la thématique sont nombreuses et divergentes.
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