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Résumé

Les travaux présentés dans ce mémoire s’inscrivent dans 1’optique d’adopter une stratégie de
valorisation d’une plante aromatique et médicinale (PAM) Pistacia lentiscus, ainsi que de
donner une valeur ajoutée aux produits naturels extraites a partir de cette plante, en utilisant la
méthodologie des plans d’expériences (MPE).

Nous avons effectué une étude de screening (détermination des facteurs influents) sur le
rendement en huile essentielle extraite par hydrodistillation en se servant des plans de
Plackett-Burman. Cette étude nous a permis de cerner les facteurs qui ont une influence
significative sur la variation du rendement.

Suite a I’étude de criblage, une étude de I’effet de I’individualité, di aux conditions
climatiques et géographiques, sur le rendement en HE a été réalisée. L’utilisation des outils
statistiques nous a permis de conclure que 1’exposition au soleil a un effet positif sur le
rendement en HE.

Dans I’objectif d’améliorer le rendement en huile essentielle de la plante étudiée, nous avons
réalisé une étude de I’effet de la période de récolte et du séchage a I’air libre sur le rendement
en huile essentielle. Les meilleurs rendements ont été obtenus en mois de mai et la durée de
séchage optimale est de six a sept jours.

Apres la détermination des facteurs influents, une étude d’optimisation de ces facteurs a eté
réalisée par la méthode de surface de réponses (MSR).

Enfin, une évaluation de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de Pistacia lentiscus
seule et en combinaisons binaires et tertiaires avec d’autres huiles essentielles contre quatre
souches pathogenes a été réalisée. L’utilisation de la méthode des plans de mélanges nous a
permis d’élaborer des formulations a activités antibactériennes intéressantes et d’augmenter la
sensibilité des souches bactériennes étudiées envers les mélanges des huiles essentielles

Proposés.

Mots clés: Pistacia lentiscus, hydrodistilation, huile essentielle, plans d’expériences,

criblage, surface de réponses, formulation, activité antibactérienne.



Abstract

This research cover a view of adopting a development strategy of an aromatic and medicinal
plant, Pistacia lentiscus, as well as giving an added value of natural product extracted from
this plant, using the design of experiences (DOE).

We have performed a preliminary study with screening approach (identifying influential
factors) on the essential oil (EO) yield extracted using the Plackett-Burman design. This study
allowed us to identify factors that have a significant influence on the yield variation.

From the results of the screening study, we turned to the study of the individuality effect on
EO yield. The use of statistical tools has enabled us to conclude that sun exposure has a
positive effect in EO yield.

With the objective of improving the EO yield, we have focused on the harvesting period and
the drying time influence on EO yield. The result of this study showed that the highest yields
are obtained in May and the optimum drying time is six to seven days.

After the appointment of influential factors, we have chained by optimizing the studied
factors via response surface method (RSM).

Finally, an evaluation of the antibacterial activity of Pistacia lentiscus EO single and with
binary and ternary combinations with other EOs against four pathogenic strains was
performed. The use of the mixtures design method allowed us to develop the interesting
formulations of antibacterial activities and to increase the bacterial strains sensitivity.

Keywords: Pistacia lentiscus, Hydrodistillation, essential oil, design of experiments,

screening, response surface, formulation, antibacterial activity.
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- Introduction générale -

L’intérét pour les plantes aromatiques et médicinales (PAM) peut étre retracé des milliers
d'années pour leur utilité pour I'numanité et cela continue jusqu'a nos jours [1]. Le principe de
I’utilisation des PAM a vu le jour par des expériences individuelles. Au fil des générations, ce
domaine a évolué¢ de I’état des connaissances discrétionnaires a une science avec des bases
fondamentales grace a la contribution des savants arabo-persans de 1’dge médiévale tels que :
Ibn Al Baitar, Avicenne, Al Ghassani... [2].

Il est vrai que I’apparition de la médecine moderne dans les deux derniers siécles, avec le
grand succes de l'utilisation d'antibiotiques de synthése contre les infections bactériennes,
fongiques, a causee le déclin des traitements par les plantes [3]. Ce qui a découragé les
chercheurs et l'industrie pharmaceutique a faire de sérieux efforts pour développer des
médicaments contenant des composés naturels simples. Toutefois, cela peut maintenant étre
en train de changer, avec le probléme croissant de souches bactériennes et virales résistantes
aux médicaments, en partie causée par la sur-utilisation des médicaments de synthese. Le
développement de nouveaux médicaments n'a pas dans tous les cas tenu avec I'émergence de
nouvelles souches d'agents pathogénes résistantes, de telles souches qui ont causées des
milliers de déceés par an [2]. En outre, la plupart des médicaments synthétiques ont plus ou
moins de graves effets secondaires. La préoccupation des effets secondaires de la médecine
moderne a encouragé les gens a rechercher de nouvelles formes de traitement plus efficaces
par le retour a la nature avec 1’apparition de différentes méthodes de traitement par des
produits naturelles issues de PAM ou ce qui est devenue la médecine alternative.

Le terme «produits naturels» dérives des PAM couvre une gamme extrémement vaste et
diversifié de composés chimiques dérivés et isolés a partir de sources végétales. Les vertus de
ces produits sont multiples. Actuellement, ce secteur trouve sa place dans différentes filiéres
des industries agro-alimentaires, pharmaceutiques, cosmétiques...du monde entier [3]. La
capacité d'accéder a des produits naturels, de comprendre leur utilité et d'en tirer des
applications est devenue une force motrice majeure dans le domaine commercial, ce qui a
entrainé une concurrence acharnée entre les fournisseurs de la matiere vegétale dans un
marché de plus en plus mondialisé. Par conséquent, certaines actions doivent étre engagées
pour valoriser les ressources en PAM et leurs donner une valeur ajoutée afin d’assurer la
protection des ressources naturelles végetales qui constituent une partie importante de la
biodiversité [4].

La valorisation de la filiere de PAM est ainsi devenue indispensable dans un pays regorgeant
d’une richesse trés importante en biodiversité végétale comme le Maroc mais qui dispose

encore de ressources en flore mal exploitées [5].
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- Introduction générale -

Une valorisation qui ne peut se faire qu’a travers la modernisation du secteur afin de passer
d’un secteur quasi-totalement traditionnel & un véritable secteur industriel. Ainsi, la grande
majorité de 1’exportation du Maroc en PAM est d’une faible valeur ajoutée, sous formes de
plantes séchées ou sous forme d’extraits aromatiques : huiles essentielles (HE), concretes et
ou absolues... Dans le méme sens, les unités de transformation des PAM disposent en général
de techniques simples et traditionnelles qui nécessitent d’importantes adaptations afin
d’obtenir des résultats équivalents a ceux des techniques les plus récentes et cotiteuses [3].

L’une des techniques de transformation des PAM dite « conventionnelle ou classique », la
plus utilisée est I’hydrodistillation des HE. C’est une pratique ancienne et peu colteuse qui a
toujours sa place dans le secteur industriel marocain [2-3]. Des stratégies permettant
I’optimisation de ce procédé d’extraction seront d’un grand intérét et constitueront un premier
pas vers la valorisation et I’intégration dans un développement durable des ressources en

PAM mal exploitées de notre pays.

Dans cette optique, nous avons appliqué dans ces travaux la formalisation conférée par la
méthodologie des plans d’expériences (MPE) a I’extraction par hydrodistillation de 1’huile
essentielle (HE) des feuilles de Pistacia lentiscus. Cette HE qui est un exemple éloquent de
produits naturels dérivés de PAM qui a des vertus trés importantes mais qui reste encore mal
exploitée au Maroc, du fait de faible rendement en cette HE obtenue par hydrodistillation.

Les bases algébro-statistiques permettent a la MPE de connaitre les évolutions des variables
caractéristiques du procédé d’hydrodistillation de cette HE, leurs interactions et leurs
influences sur les grandeurs étudiées.

Ce travail se situe dans le cadre d’une thése de doctorat réalisée au sein du laboratoire
d’écologie fonctionnelle et environnement de la Faculté des Sciences et Techniques de Fés et
le laboratoire des plantes aromatiques, médicinales et substances naturelles a 1’Institut

National des Plantes Médicinales et Aromatiques.

Les travaux de cette theése s’inscrivent dans ce double contexte d’étude :

- Utilisation de la méthode des plans d’expériences pour modéliser le processus d’extraction
par hydrodistillation de 1’huile essentielle de P. lentiscus afin de déceler les facteurs influents
dans un premier temps et d’optimiser le rendement en HE de P. lentiscus par la suite.

- Utilisation de la méthode des plans de mélanges pour élaborer des formulations a base des

HE en vue d’augmenter la sensibilité de certains micro-organismes pathogenes.

Nous tentons d’apporter des réponses a cette problématique dans cette thése qui comprend six

chapitres :

19



- Introduction générale -

Une étude bibliographique est donnée dans la premiere partie. La deuxiéme partie constitue
une premiere application de la MPE par un plan de criblage des facteurs susceptibles d’étre
influents sur le processus d’extraction par hydrodistillation de I’HE de P. lentiscus. Le plan
proposé a pour but d’isoler les facteurs influents et d’examiner les effets principaux de ces
facteurs. Le contenu de cette partie servira de base aux développements exposés dans les trois
parties suivantes, ou sont présentées différentes stratégies d’optimisation des facteurs jugés
influents sur le rendement en HE de P. lentiscus.

A partir de I’étude de criblage, nous nous sommes orientés vers la troisieme partie, qui
constitue une étude de l’effet de I’individualité, dii aux conditions climatiques, d’une
population de P. lentiscus sur le rendement en HE par ACP.

Toujours dans 1’objectif d’améliorer le rendement en HE de P. lentiscus, une étude de I’effet
du stade végétatif avant récolte et du séchage a I’air libre des feuilles de P. lentiscus
extraction sur le rendement a eu lieu dans la quatriéme partie.

Dans la cinquiéme partie, la méthode des surfaces de réponse est mise en ceuvre pour élaborer
un modele descriptif et prévisionnel du processus étudié. Tout en tenant compte des
informations ressorties dans les chapitres précédents, ’utilisation d’un plan composite nous a
permis de faire une étude plus quantitative des facteurs étudiés (¢tude d’optimisation).

Enfin, une évaluation de 1’activité antibactérienne de I’HE de P. lentiscus contre quatre
souches bactériennes pathogeénes a été présentée dans le sixiéme chapitre ainsi que 1’effet des
combinassions binaires de I’HE de P. lentiscus avec d’autres HE sur cette activité, dans le but
d’augmenter la sensibilit¢é de ces bactéries en profitant des combinaisons des HE qui

présentent des effets synergiques.

Cette étude nous a servie de base pour I’élaboration des formulations a activité
antibactérienne intéressante, a partir des mélanges de trois HE, par la méthodologie des plans
d’expériences (plans de mélange). L’intérét de I'utilisation de ces plans réside dans le fait
qu’il nous permet de mettre au point des formulations permettant d’estimer les interactions

des composés des mélanges ainsi que d’effectuer des  optimisations.
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A. Etude bibliographique

A. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
I. PLANTES AROMATIQUES ET MEDICINALES
I.1. Historique

Depuis la nuit des temps, la premiére préoccupation de I’Homme fut de satisfaire ses besoins
en nourriture. Tres vite, il dut lutter contre la maladie, face a laquelle il a cherché dans son
environnement les plantes, les animaux ou les minéraux qui pouvaient le soulager [1]. Ceux
qui découvrirent les premiéres plantes efficaces contre la douleur furent considérés comme les
premiers guérisseurs [1]. Toutes les grandes civilisations anciennes (chinoise, grecque,
romains, arabo-persane...) ont eu recours aux plantes pour leurs propriétés médicales et
parfumantes ainsi que des utilisations rituelles [2]. La connaissance des plantes médicinales se
transmet de génération en génération depuis plus de deux milles ans, par un apprentissage
dans des sociétés de tradition orale. C’est alors que dans chaque région du monde que s’est
échafaudé un systeme cohérent de croyances et de conception de la physiologie et de la
pathologie du corps et de I’esprit ou seront décrites les principes thérapeutiques pour rétablir
la santé [1]. Au fur et a mesure du développement des civilisations, 1’écriture véhicule ces
savoirs thérapeutiques et ce n’est qu’en 1753 que le botaniste Suédois Carl VVon Linné a établi
un systeme international de nomenclature et de classification des plantes, accepté et reconnu
par tous, par son ouvrage Les espéces des plantes (Species Plantarum) qui a donné la
description et les noms de 5900 espéces [6] et qui a été considéré comme le point de départ

de la nomenclature moderne.
1.2. Plantes aromatiques et médicinales au Maroc

Le Maroc, par sa diversité biogéographique avec 41 écosystéemes [3], constitue un cadre
naturel tout a fait original offrant une gamme compléte de bioclimats méditerranéens
favorisant une flore riche et variee avec un endémisme trés marqué [2]. Sur plus de 7000
especes végétales existantes dont 4500 espéces de la flore vasculaires [4], plus de 800 espéces
et sous especes sont endémiques du pays. C’est ainsi que le Maroc s’individualise comme le
pays le plus riche sur le plan globale de la biodiversité dans la portion occidentale de la zone
méditerranéenne [5].

Cependant, sur les 800 espéces de PAM potentiellement exploitables, seule une dizaine 1’est
effectivement (romarin, thym, origan, capre, pyrethre...) [2]. Alors qu’un grand nombre de

ces PAM dont certains offrent d’importantes potentialités pouvant étre exploitées.
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Il s’agit, par exemple, des espéces suivantes: Erica arborea, Ammi visnaga, Myrtus
communis, Pistacia lentiscus... [5].

Ainsi, la valorisation de ce patrimoine souffre d’'un manque de connaissances précises aussi
bien sur les potentialités en biomasses de ces especes végétales, sur la nature chimique et les
caractéristiques biologiques de leurs extraits que sur la période optimale de la collecte de la

matiere premiere destinée spécialement a 1’extraction des huiles essentielles [2].
1.3. Description de la plante étudiée - Pistacia lentiscus L.

1.3.1. Systématique

Tableau 1: Classification botanique de P. lentiscus L.

Regne Plantae
Embranchement Tracheobionta
Classe Magnoliopsida
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia
Espéce Pistacia lentiscus L.

1.3.2. Caracteres botaniques et écologiques

Pistacia lentiscus L. appartient a la famille des Anacardiaceae, appelé aussi pistachier
lentisque ou arbre a mastic. En arabe il est appelé : Derou, Tadis ou Meska et en berbere :
Tru, Imeket ou Tiket [7].

C’est un arbrisseau sclérophylle a feuillage persistant, a odeur de résine fortement acre et a
croissance tres lente. Dioique, trés ramifie, il peut atteindre jusqu’a 3 m, ou arbre jusqu’a 6 m,
écorce grisatre, branches les plus jeunes rougeatres. Feuilles alternées, a rachis largement ailé,
pennées impaires, composées de 2 a 3 paires de folioles coriaces, verts sombres qui sont
largement lancéolées et de taille allant de 1,5 & 3 cm. Fleurs unisexuées. Le fruit est une drupe
petite de 3 a 4 mm, rouge a noire (elle est de couleur rouge au début puis devient noiratre a
maturité a la fin de la saison hivernale) [8]. Si I'on incise le tronc de ce végétal, il s'en écoule
un suc résineux nommeé mastic qui, une fois distillé, fournit une essence employée en
parfumerie. De part son houppier composé de branches denses, le lentisque assure la
protection du sol et crée des conditions favorables pour I’humidification de la maticre
organique et I’enrichissement de ses propriétés biologiques. 1l est classé parmi les plantes qui

offrent d’importantes potentialités pouvant étre exploitées dans I’immédiat comme plantes
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aromatiques et/ ou médicinales sans qu’il y ait nécessité¢ d’avoir recours a un programme de
développement (les prélévements raisonnées peuvent ne pas poser de probléme de survie) [6].
Au Maroc, pays ou le lentisque pousse de facon sauvage, il est exploité surtout sous forme de

plantes séchées et d’huiles essentielles [9].

Figure 1 : Plante de Pistacia lentiscus L. (Haloui, 2013).

1.3.3. Habitat et aire de répartition géographique au Maroc

Originaire du bassin méditerranéen, le lentisque pousse a I'état sauvage dans des foréts et
maquis de la plaine et des basses montagnes [7]. L’air du lentisque embrasse tout le bassin
méditerranéen. Il croit sur tous les types de sols [8]. On le rencontre dans tout le Maroc non
aride, de Tanger a 1’Anti-Atlas et de la cote atlantique a I’ Algérie, dans les bioclimats semi-
aride, subhumide, humide et per-humide: chaud a frais au niveau des étages infra
méditerranéen et thermo méditerranéen [7]. Le lentisque est 1'un des arbres les plus

caractéristiques de la région méditerranéenne. C’est une espece autochtone du Maroc [10].

1.3.4. Propriétés thérapeutiques et pharmacologiques

Les qualités thérapeutiques de cette espéce sont connues depuis 1’antiquité, ou les égyptiens
ont utilisé le mastic du pistachier lentisque pour I’embaumement [11].

Le lentisque est la principale espeéce productrice d’oléorésine qui est d'une immense
importance économique et pharmaceutique [12]. Cette résine a des effets anti-inflammatoires

et antimicrobiens et peut étre bénéfique dans le traitement d’ulcére gastrique et duodénal [13].
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L'huile essentielle de lentisque a révélé avoir des effets antibactériennes [14; 15],
antifongiques [16], antioxydants [17] et insecticides [18]. Elle est également utilisée en

cosmétique, parfumerie et comme ardme dans des préparations alimentaires [19].
Il. HUILES ESSENTIELLES
11.1. Définition

Les huiles essentielles (HE) sont des produits de composition généralement complexe
renfermant des principes volatils contenus dans les végétaux et qui sont plus au moins
modifiés au cours de la préparation [20]. Elles ne contiennent pas de corps gras comme les
huiles végétales obtenues avec des pressoirs (huile de tournesol, de mais, d'amande douce...).

Selon 1’ Association frangaise de normalisation (AFNOR), les huiles essentielles sont définies
comme étant : «des produits obtenus a partir d’une matiére premiere végétale, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par procédés mécaniques et qui sont séparées de la phase

aqueuse par des procédés physiques, soit par distillation séche.» [21].
11.2. Tissus sécréteurs

La synthése et I’accumulation des huiles essentielles, classées parmi les métabolites
secondaires, se font généralement au niveau des structures histologiques spécialisées, des
glandes sécrétrices, souvent localisées sur la surface de la plante [22-23]. Ainsi, les huiles
essentielles sont synthétisées et stockées au niveau des cytoplasmes dest cellules sécrétrices
qui sont, soit éparpillées dans la plante soit organisées en éléments sécréteurs tels des poils,
des poches ou des canaux sécréteurs [20]. Divers organes peuvent en renfermer des HE, a
savoir : Fleurs (Lavandes), feuilles (citronnelle, eucalyptus), écorces (cannelles), bois (bois de
rose, santal), racines (vétiver), fruits (Poivres) ou graines (Muscade) [24]. Certaines familles
du regne vegétal sont particulierement riches en huiles essentielles : Coniferes, Rutacées,

Myrtacées, Ombelliferes, Composées, Labiées [2].
11.3. Techniques d’extraction

Les huiles essentielles sont obtenues a partir de matiere premiere végétale par plusieurs
méthodes d'extraction. Ces meéthodes peuvent étre classées en deux catégories : méthodes

conventionnelles / classiques et methodes avancées / innovantes [25-26-27].
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11.3.1. Méthodes conventionnelles et classiques

11.3.1.1. Distillation

Le mécanisme de distillation consiste a un entrainement des constituants volatils du matériel
végétal par la vapeur d’eau [28]. La seule différence entre les différents modes de ce
mécanisme réside dans le degré de contact direct entre 1’eau et le matériel végétal [2]. Ainsi,
plusieurs procédés de distillation sont employés pour extraire les huiles essentielles :

- Hydrodistillation ou distillation par ’eau :

L’hydrodistillation est la méthode la plus couramment employée pour 1’extraction d’une HE
[29]. Le matériel végétal a distiller se trouve en contact direct avec I’eau bouillante, a pression
atmosphérique (fig. 2). L’extraction des huiles essentielles a partir des plantes aromatiques, se
ferait donc en deux étapes. Dans un premier temps, les huiles essentielles sont diffusées de
I’intérieur des tissus vers la surface du matériel végétal. Les principes volatils sont ensuite
entrainés, et, aprés condensation du distillat, ils sont séparés par simple décantation.

Les composés volatiles constituants les huiles essentielles sont retenues par des fractions
lipidiques de la plante et en particulier par les hydrocarbures ce qui ralentit leur entrainement

par la vapeur d’cau. C’est cette étape qui détermine la durée de la distillation [20].

Systeme d'eau Cindinisoar

pour refroidissement / /

% Huile
y \ \ essentielle
W /I % Eau
Matiére vegetale
+ Eau
Chauffe ballon

Figure 2 : Montage d’hydro-distillation des huiles essentielles.

- Vapo-hydrodistillation :

L'extraction est réalisée au sein d’un alambic avec un systéeme de plaque perforée ou une
grille qui maintient la plante suspendue au-dessus de la base de I'eau, pour éviter le contact
direct de la plante avec I’eau. L'extraction se fait par injection de vapeur d'eau qui traverse la
matiére végétale de bas en haut et transporte les matiéres volatiles. Le temps d'extraction est

réduit ainsi que la perte de molécules polaires (Figure 3a) [30].
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- Vapodistillation ou distillation a la vapeur :

Cette méthode présente le méme principe que la vapohydrodistillation, mais la génération de
vapeurs se produit en dehors de I’alambic [31]. La vapeur d'eau peut alors étre saturée ou
surchauffée; a la pression atmosphérique un peu plus haut, la vapeur est introduite dans la

partie inférieure de I'extracteur et traverse la charge de la matiére premiere (Figure 3b) [32]

(a) (b)

Eau

Essence
Hydrolat [E L

Figure 3 : Schéma de vapohydrodistillation des huiles essentielles (a) ; Schéma de vapo-

distillation des huiles essentielles (b).

- Distillation a hydrodiffusion :
Ceci est un cas particulier de la vapodistillation ou le flux de vapeur d’eau traverse la matiére

végétale de bas en haut [30].

11.3.1.2. Extraction par expression

Le pressage a froid ou I'expression est le processus le plus ancien pour obtenir une huile
essentielle [29]. 1l est principalement utilis¢ pour 1’isolement des huiles de zeste d'agrumes.
Ces huiles sont enlevees mécaniquement par pressage a froid qui donne une émulsion

aqueuse. L'huile est ensuite récupérée par centrifugation [33].

11.3.1.3. Extraction par solvant
Le matériel végétal est macéré dans un solvant organique. Le caractére hydrophobe et non
polaire des huiles essentielles permet leur extraction par des solvants organiques [34].

L’extrait obtenu est concentré par la suite par elimination du solvant sous pression réduite.
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11.3.2. Techniques innovantes d'extraction des huiles essentielles

Le développement de la notion d'extraction vert et la nécessité d'économie d'énergie ont
conduit dans les dernieres décennies a I'émergence de nouveaux procédés d'extraction
innovantes et plus efficaces (réduction du temps de l'extraction et de la consommation

d'énergie ; augmentation du rendement d'extraction ; amélioration de la qualité des HE).

11.3.2.1. Extraction assistée par Ultrason

L’utilisation de la technique d’ultrason avec des ondes ultrasoniques qui ont une fréquence de
20 kHz- 1MH, permet l'intensification de I'extraction des huiles essentielles en accelérant leur
libération de la matiere végétale lorsqu'il est utilisé en couplage avec d'autres techniques
d’extraction (hydrodistillation ou extraction par solvant) [30]. Cette opération consiste a
immerger la matiere végétale dans I'eau ou un solvant, en méme temps qu'elle est soumise a
I'action d'ultrasons. Cette technique a été utilisée pour I'extraction de nombreuses huiles
essentielles particulieres a partir de graines [35]. Cependant, elle a été développée

spécialement pour I'extraction de certaines molécules d'intérét thérapeutique [36].

11.3.2.2. Extraction assistée par micro-onde

L’extraction assistée par micro-ondes (Figure 4) est un procédé récent. Cette technique utilise
un rayonnement de micro-ondes comme source de chauffage pour le mélange solvant-
échantillon [37]. Le chauffage est complétement inversé par rapport au chauffage
conventionnel (basé sur un transfert de chaleur classique qui se transmet de I'extérieur vers
I’intérieur du récipient). Le chauffage aux micro-ondes est instantané et se produit a l'intérieur
de I'échantillon, conduisant a des extractions trés rapides. Ainsi, les composés volatils sont

entrainés uniquement par la vapeur d'eau formée a partir de I'eau propre a la plante [38-39].

Réfrigérant a
air

Huile essentielle

Phase acqueuse

Décoction —

Micro-Ondes —

Figure 4 : Montage d’une distillation assistée par micro-onde des huiles essentielles.
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11.3.2.3. Extraction par fluide supercritique

Cette méthode est basée sur l'utilisation de solvants a I'état supercritique, ce qui signifie qu'ils
sont soumis a des températures et des pressions supérieures a leurs points critiques. Les
fluides supercritiques ont des propriétés uniques, combinaison entre celles des gaz et des
liquides, qui dépendent de la pression, de la température et de la composition du liquide
(Figure 5). Ces fluides sont lourds comme un liquide, mais avec un pouvoir de pénétration
d'un gaz, qualité qui les rend comme solvants efficaces et sélectifs [40]. CO, supercritique est
le gaz de choix pour augmenter le rendement dans le cas de plantes peu riches en huiles
essentielles. D’une part, le fait qu’il s’évapore complétement, ne laissait aucune trace toxique
dans I’HE, d’autre part, il permet un fonctionnement a des pressions relativement faibles et

proches de la température ambiante [20-28].

CO,
5
1= Liquide
.g T3BJ ----rrremrrssrcrsccnderccrcnsscnrccssnsnns 2
§= Solide é
5% Ferccconcccconns - §
15 | Bt - z Gaz 2
-7‘8:5 -56.4 311
Température (<C)

Figure 5 : Diagramme de phase de CO..

11.3.2.4. Extraction par la détente instantanée contré6lée

Cette technique se caractérise principalement par une forte chute de pression, a la suite d’un
traitement thermique (haute température et haute pression a court terme). Le phénoméne
d’auto-vaporisation brusque qui accompagne la détente implique la séparation liquide-solide
et permet donc I'évaporation d'une plus grande quantité de molécules volatiles comparée a
I’auto-vaporisation progressive (Figure 6) [20], ainsi que l'atteinte rapide d’un niveau
inférieur de température [41]. Cette opération se caractérise par une consommation

énergétique particulierement faible et un trés bon impact environnemental.
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E.
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Temps de n‘aitemelil
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Figure 6 : Evolution des profils pression-temps durant le prétraitement des PAM
(a): Echantillon a pression atmosphérique ; (b): Vide initial. (c): Injection de vapeur d’eau
saturante ; (d): Temps de prétraitement a pression fixée ; (e): Détente rapide vers le vide ; (f):
Pression atmosphérique et récupération du produit.

I1.4. Détermination du rendement

Le rendement des plantes en HE est faible, de I’ordre de 1 a 3% a I’exception du clou de
girofle (14 a 19%), du macis (10 a 13%), de la noix de muscade (8 a 9%) et de la cardamone
(4 a 10 %) [2-20]. Le rendement en huiles essentielles est exprimé en ml de distillat pour
100g de matiere séche comme suit (éqg.1):

M )
Rdt = —2£ x100 éq. 1
Mg

Avec : Rdt: rendement en huiles essentielles en (%) ; Mpe: masse d’huile essentielle

recueillie en (g) et Ms : masse de la matiere vegétale séche en (g).
11.5. Méthodes d’analyses

L’analyse des huiles essentielles est une opération délicate qui nécessite la mise en ceuvre de
plusieurs techniques. La premiere approche, qui est la plus couramment employée, est
I’utilisation du couplage d’une technique chromatographique avec une technique

spectrométrique.
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11.5.1. Chromatographie en Phase Gazeuse

C’est une technique d’analyse par séparation qui s'applique a des echantillons gazeux ou
susceptibles d'étre vaporisés sans décomposition dans I'injecteur [42].

La chromatographie en phase gazeuse repose, comme toute méthode chromatographique, sur
la rétention des analytes sur une phase stationnaire qui s’oppose a I’entrainement de ces
derniers par une phase mobile.

La phase mobile est alors un gaz (hélium, azote ou hydrogéne), appelé gaz vecteur, qui balaie
en permanence la colonne. Cette derniére, placée dans un four thermostat, est un tube de
faible section enroulé sur lui-méme et contenant la phase stationnaire (Figure 7). Le large
choix d’injecteurs, de colonnes et de détecteurs la rend flexible et bien adaptable au probléme

analytique en question [42-43].

Détecteur
DIF
Régulateur de déhit._

| , \ I L)

2 Colonne ,I
Exploitation
~ des données
Gaz vecteur

/

\

Gaz pour DIF

Figure 7: Schéma d’un appareil d'analyse par chromatographie en phase gazeuse (CPG).

11.5.2. Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (SM) utilise le mouvement des ions dans les champs électrique et
magnétique afin de les classer en fonction de leur rapport masse/charge.

Ainsi, la SM est une technique analytique par laquelle les substances chimiques sont
identifiées par classement des ions gazeux dans les champs électrique et magnétique. La SM
fournit des informations qualitative et quantitative sur la composition atomique et moléculaire

des matériaux inorganique et organique [20-42].

11.5.3. Couplage Chromatographie en Phase Gazeuse / Spectrométrie de Masse
Le couplage entre ces deux techniques permet d’associer systématiquement les données

spectrales obtenues a I’utilisation des indices de rétention, qui sont calculés a partir des temps
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de rétention d’une gamme étalon d’alcanes [20]. La simplicité du couplage entre ces deux
techniques, les progrés accomplis dans le traitement en temps réel du signal, la constitution de
banques de données de spectres de masse et le développement des algorithmes de
comparaison entre le spectre d’un composé inconnu avec ceux répertoriés dans la banque sont
a ’origine de la généralisation de I'usage de la CPG/SM dans les laboratoires d’analyse des
composés aromatiques. La CPG sur colonne capillaire constitue une excellente méthode
d’introduction de I’échantillon dans le spectrométre de masse. Ainsi, la colonne capillaire est
directement couplée a la source d’ions permettant I’ionisation des constituants. Il existe deux
modes d’ionisation : 1’ionisation chimique (IC) et I’ionisation par impact électronique (IE).
Ce dernier mode est le plus utilisé dans le domaine des huiles essentielles. 1l permet de
connaitre, dans la grande majorité des cas, la masse moléculaire d’un composé¢ et d’obtenir
des informations structurales relatives a une molécule a partir de sa fragmentation. Le
principe de la CPG/SM (IE) réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules chargées
(ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z) (Figure 8). L’ordinateur enregistre les
données provenant du spectrométre de masse et les convertit en valeurs de masses et

d’intensités de pics et en courant ionique total [44-45].

Chromatographie Introduction

> Interface CG/SM
en phase gazeuse

du compose

Transfert du compose

Source d’ions

!

Séparation en mi~z ————— Analyseur
Détecteur
| MNum érisation du signal
Ordinateur |< I Interface |

Traitement des donnees

Figure 8 : Schéma du fonctionnement d’un appareil d'analyse par chromatographie en phase

gazeuse couplée a la spectrométrie de masse CPG/ SM.

Les spectres de masse ainsi obtenus sont ensuite comparés avec ceux de produits de
références contenus dans les bibliothéques informatisées disponibles (NIST/ EPA/ NIH Mass
Spectral Library [46], Wiley Registry of Mass Spectral Data [47], Adams [48]).
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11.6. Techniques d’encapsulation

Durant les dernieres décennies, les exigences des consommateurs de l'industrie de production
alimentaire ont remarquablement augmenté. Les gens ne voient plus la nourriture seulement
pour apaiser la faim, mais comme une source pour obtenir les nutriments nécessaires qui sont
censés aider contre les maladies. Cette tendance a forcé les chercheurs alimentaires et les
producteurs a se concentrer davantage sur la production d'aliments qui répond aux exigences
de I'Homme pour une vie plus saine. Les nouvelles technologies sont adoptées en particulier
pour surmonter le probleme de la détérioration de la substance active. Ces techniques
relativement plus avancées sont basées sur I'idée d'enrober le composé actif désiré. Certaines
des techniques de piégeage sont des micro-encapsulations ou le revétement est avec des films
comestibles ou imprégnés sous vide.

L’encapsulation est définie comme étant le processus de piéger une substance en une autre
substance dans le but de produire des particules a I'échelle nanométrique (nano-
encapsulation), micrométrique (micro-encapsulation) ou a I’échelle millimétrique [49].

En raison de la forte volatilité et sensibilité des huiles essentielles contre les effets
environnementaux, ces produits ont besoin de nouvelles mesures de protection, en particulier
pour augmenter leur absorption et biodisponibilité. Ainsi, 'encapsulation est 1’une des
techniques les plus efficaces pour les préserver.

L’encapsulation des HE consiste a enfermer ces substances dans des capsules, dont I'objectif
est soit de protéger les HE contre des interactions avec le milieu extérieur (la protection des
HE de la dégradation résultant des températures élevées et a l'oxydation qui pourraient
compromettre l'activité biologique des HE fragiles par volatilisation ou la dégradation des
ingrédients actifs) ou bien de transporter la substance jusqu'a I'endroit ou elle sera libérée
pour agir. Selon la taille des capsules, on parle de micro-encapsulation (dimension de I'ordre
du micrometre) ou de nano-encapsulation (dimension de I'ordre du nanométre).

Plusieurs techniques d’encapsulation peuvent étre utilisées : Atomisation, coacervation,

émulsification, extrusion, encapsulation dans des liposomes... [50; 51; 52; 53; 54; 55].
I1.7. Propriétés fondamentales

Depuis des millénaires, les huiles essentielles sont employées pour guérir des maladies. A
mesure que les études et les expériences s’accumulent, les principales propriétés de la plupart

des huiles essentielles se sont connues [56 ; 57] :
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= Antiseptiques, antimicrobiennes, antifongiques et antivirales : les huiles essentielles ont une
double action contre les microorganismes, elles peuvent les tuer (effets
bactéricides/fongicides) ou bien les inhiber (effet bactériostatique/fongistatique). Les virus
sont aussi trés sensibles aux molécules aromatiques contenues dans les huiles essentielles, ce
qui confere a ces derniers des capacités contre certaines pathologies d’origine virales.
Certains huiles essentielles arrétent le développement des virus et facilitent I'élimination du
mucus tout en stimulant le systeme immunitaire [58].

= Anti-inflammatoires : les aldehydes contenus dans un grand nombre d'huiles essentielles ont
la propriété de calmer les inflammations [59].

= Antitoxiques et antivenimeuses : certaines huiles essentielles sont dotées d’un pouvoir
d’inactivation des produits toxiques en se liant aux toxines et les désactivant, aussi elles
contribuent a neutraliser le venin (par exemple la lavande ou le géranium) [58].

= Cicatrisantes : certaines huiles essentielles présentent des propriétés cicatrisantes reconnues
depuis l'antiquité et utilisées pour soigner les blessés. Leur pouvoir antiseptique leur permet
de désinfecter en méme temps les plaies, en protégeant l'organisme des processus de
décomposition, des microbes et de leurs éventuels déchets nocifs [59].

= Régulation métabolique : certaines huiles essentielles ont la capacité de réguler I'action des
glandes [59].

= Antispasmodiques : les huiles essentielles de marjolaine, de lavande ou de mélisse peuvent
arréter les spasmes. C'est-a-dire les contractions qui se manifestent de facon involontaire dans
le corps [59].

= Pouvoir bioélectrique : ce pouvoir a été mis en évidence par Louis-Claude Vincent [60],
avec ses 3 mesures fondamentales (qui sont recherchées a partir des liquides physiologiques :

salive, sang et urine) :

- Le pH qui, pour les huiles essentielles, est presque toujours acide,

- L’oxydo-réduction, ce parametre indique la concentration en électrons dans une
solution, c'est-a-dire le potentiel oxydant ou réducteur d'une solution. Or, les HE sont
presque toujours des solutions réductrices s’opposant a I’oxydation,

- La résistance ionique, ce paramétre exprime la résistance qu'un systéeme offre au
passage d'un courant électrique. Plus une solution aqueuse contient d'ions en solution,
mieux elle conduit le courant, donc plus sa conductivité est élevée. Les HE redonnant
ainsi la vitalité aux organismes.

= Toxicité : Les HE contiennent des milliers de composants, elles sont tres efficaces mais

aussi dangereuses. Certains composants aromatiques peuvent étre nocifs, allergisants,
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tératogenes ou cancerigenes. La toxicité des HE et les propriétés mutagenes ou cancerigenes
de leurs composeés restent encore mal connues. En effet, la toxicité des PAM dépend de la

nature des composés qu’elles renferment et aussi de la dose administrée [20].

Une huile essentielle peut avoir a la fois plusieurs actions : antiseptique, diurétique, tonique,
antispasmodique, antirhumatismale, antitussive, apéritive... et ceci du fait de ses élements
chimiques variés. Cependant, elle posséde une indication majeure due a l'importance

éminente d'un principe actif [20].
11.8. Domaines d’utilisation

11.8.1. Aromathérapie

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les HE pour traiter un certain
nombre de maladies. Les HE sont largement utilisées pour traiter certaines maladies internes
et externes (infections d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux) [61;
62]. Beaucoup d’ouvrages décrivent des préparations a base d’HE diverses prescrites pour le
traitement de plusieurs maladies [59; 63]. Cependant, ces prescriptions ne possedent pas
toujours de bases scientifiques rigoureuses, car elles sont souvent tirées de pratiques
empiriques [64].

11.8.2. Industrie alimentaire

En industrie alimentaire, on cherche toujours a avoir une conservation saine et de longue
durée pour les produits consommés ainsi qu’une qualité organoleptique meilleure. Une
nouvelle technique pour réduire la prolifération des micro-organismes réside dans 1’utilisation
des HE [65; 66]. Ainsi, les HE sont utilisées dans la conservation des denrées alimentaires,
elles y sont rajoutées pour rehausser le godt et pour empécher le développement des

contaminants alimentaires.

11.8.3. Parfumerie et cosmétologie

Un grand nombre d’HE et de leurs constituants est utilisé dans 1’¢laboration de la majorité des
parfums et produits de toilette. Ces essences servent a préserver ces cosmétiques grace a leur
activité antiseptique tout en leur assurant leur odeur agreable [2; 20]. Un grand nombre d’HE
est utilis¢é dans 1’élaboration de la majorité des parfums et produits de toilette. AusSi,
I’utilisation des HE dans les cremes et les gels permet de préserver ces cosmétiques grace a
leurs activités antiseptique et antioxydante, tout en leur assurant leur odeur agréable [67; 68;
69; 70].
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11.8.4. Désinfection des locaux

L’utilisation des HE dans la désinfection des locaux est assez courante. Elles sont douées d’un
pouvoir bactéricide et fongistatique sans aucune toxicité pour I’Homme quant aux doses
utilisées [71]. Ainsi, on peut envisager leur utilisation en tant qu’agents de préservation afin
d’aseptiser ’atmosphére avec des ionisateurs d’huiles essentielles dans les systemes de
climatisation, notamment dans le milieu hospitalier. Créant de 1’oxygéne naissant ionique,

fortement bactéricide, tout en contribuant a dépolluer 1’atmosphere [72].
11.9. Aspect économique

11.9.1. Marché international

Les plantes médicinales restent le seul moyen de traitement médical pour 80 % de la
population mondiale [2]. La valorisation économique des PAM connait un développement
important sur le plan international, surtout avec la mondialisation et les libres échanges. A
I’échelle internationale, le secteur des PAM est marqué par un mouvement
d’internationalisation et de regroupement des petites unités industrielles en firmes
multinationales. Plus de 50% du marché mondial, estimé a 9,5 milliards de dollars, est
actuellement entre les mains de six entreprises multinationales représentant 5 pays : USA, la
Suisse, la France, I’ Allemagne et le Japon [73]. La production mondiale des HE est de 45 000
tonnes. Les principaux marchés de consommation sont les pays développés (Europe, Japon et

Amérique du Nord) qui représentent 80% des débouchés mondiaux.

Tableau 2 : Marché mondial des huiles essentielles [73].

Marché Marché mondial Part des Part des

Lieu (En milliards d’euros) Importations Exportations
Europe de I’Ouest 35 49% 65%
Etats-Unis 35 - 15%

& Canada

Japon 14 - 5%
Europe de I’Est 5 8% 2%
Méditerranée 2 3% 1%

11.9.2. Marché Marocain
Le marché des produits tirés de ces plantes a connu au Maroc une croissance en quantité mise

en vente sur le marché. Le marché local pour les HE est loin d’étre négligeable.
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Cependant, presque toute la production dans ce domaine est destinée a 1’exportation et
presque touts les produits consommeés localement sont importés.

Le marche local, et particulierement au niveau des zones de production, connait de multiples
difficultés dues notamment a la prédominance du secteur informel et manque d’organisation
des circuits de production, de distribution et de commercialisation.

Les activités de transformation et de valorisation des PAM permettent une exportation de pres
de 1000 tonnes d'HE avec 165 millions de Dhs. Vu son potentiel, le Maroc peut facilement
doubler sa production [73]. Les exportations en valeurs des huiles essentielles des PAM
spontanées sont en progression. Elles sont passées de 56 millions de Dhs en 2000 a 112,4
millions Dhs en 2003 [74]. Sur le plan socio-économique, la collecte des PAM constitue un
moyen pour diversifier la production agricole et demeure une activité génératrice de revenus
pour les populations rurales locales. Cette activité procure a la population locale environ
500 000 journées de travail pour un revenu de 25 millions de Dhs et génére des recettes
d'appoint pour les communes rurales [75].

Parmi les plantes couramment utilisées dans la production des huiles essentielles et extraits
aromatiques au Maroc on trouve : Le romarin, I'armoise, le cédre de I'Atlas, le myrte, thym a
thymol, le thym doux du Maroc - thym a Bornéol, le laurier sauce, I'origan du Maroc, la
mousse de chéne, la mousse de cédre, la camomille sauvage du Maroc, la menthe pouliot, etc.
Des produits nouveaux ont été récemment introduits sur le marché tel que la "camomille
bleue du Maroc” ou "tanaisie bleue du Maroc”, L'Ammi visnaga est un autre produit nouveau
qui cherche encore une place slre dans le marché international des huiles essentielles. Sur
I’ensemble des huiles essentielles le romarin occupe la premiére place avec une moyenne

annuelle de 58 tonnes [74].
I11. ACTIVITE ANTIBACTERIENNE
111.1. Mécanisme et sites d’action antibactérienne des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des produits de composition généralement complexe, renfermant
des métabolites secondaires représentes par des principes volatils contenus dans les végétaux
et plus ou moins modifiés au cours de leur extraction. Les huiles essentielles (HE) sont bio-
synthétisées par les végétaux supérieurs en réponse a des conditions de stress et surtout pour
combattre les agents infectieux ou parasitaires [76].

Les vertus antimicrobiennes des HE sont connues et utilisées depuis longtemps, mais cette
utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles et des applications sans bases

scientifiques précises [77].
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De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et rationnelles. De nombreux
travaux de recherche se portent sur les propriétés antimicrobiennes des HE [78, 79].

Durant les dernieres années, un intérét accru s’est focalisé sur les substances biologiquement
actives isolées des plantes, notamment en vue de 1’élimination des micro-organismes
pathogenes en raison de la résistance de ces derniers vis-a-vis des antibiotiques. De plus, elles
ont un champ d’action trés large [80].

Bien que les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles et de leurs composants aient
été largement étudiées par le passé, le mécanisme d’action n’a pas été élucidé entiérement
[81]. Compte tenu du nombre de différents groupes de composés chimiques présents dans les
HE, il est probable que leurs activités antibactériennes ne soient pas attribuées a un
mécanisme spécifique mais qu’il y ait plusieurs cibles dans la cellule [82]. Ainsi, la structure
chimique des constituants des HE conditionne leur mode précis d’action antibactérienne [83].
Une caractéristique importante des huiles essentielles et de leurs constituants est leur caractere
hydrophobe, ce qui leur permet de s’insérer dans les couches lipidiques de la membrane
cellulaire bactérienne et des mitochondries, perturbant les structures et les rendant plus
perméables (Figure 9). La fuite des ions et autres constituants de la cellule peut alors se
produire [81].

Bien qu’une certaine proportion de fuite de cellules bactériennes puisse étre tolérée sans perte
de viabilité, une perte importante du contenu de la cellule ou la sortie de molécules

essentielles et d’ions peut amener la mort bactérienne [84].

Lipopolysaccharide
Phospholipide

Proteine

Membrane
externe

:l Peptidoglycane

Membrane
plasmique

Lipoproteine

Figure 9 : Paroi bactérienne (bactérie Gram négative).

Les principaux mécanismes et sites d’action des différents constituants des huiles essentielles
sont (Fig.10) [81, 85, 86, 87, 88]:
— Altération de la paroi cellulaire;

— Dégradation de la membrane cytoplasmique;
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— Altération des protéines membranaires;

— Fuite du contenu cellulaire;

— Coagulation du cytoplasme;

— Epuisement de la force de mouvement des protons.

La figure (10) indique les principales localisations des sites d’action des constituants des
huiles essentielles.

Coagulation Force de
/ mouvement des protons

r
Vi HT

Fuite du
contenu
cellulaire :

metabolites Cytoplasme
et ions

Membrane
cytoplasmique

Paroi cellulaire

Proteines
membranaires

Figure 10 : Principales localisations des sites d’action des constituants des huiles essentielles.

I11.2. Action de différentes classes de constituants des huiles essentielles

L’activité antimicrobienne des HE est principalement due & leur composition chimique et en
particulier a la nature de leur composé majoritaire, dans la plupart des cas, cette activité est
due a la présence de constituants actifs représentés principalement par des monoterpenes, des
sesquiterpénes, des alcools et autres hydrocarbures et phénols [89].

En effet, il est admis que 1’activité antimicrobienne des HE se classe dans 1’ordre décroissant
suivant la nature de leur composés majoritaires : Phénol > alcool > aldéhyde > cétone>
hydrocarbures. L’effet des composés quantitativement minoritaires n’est parfois pas

négligeable [90].

111.2.1. Action des phénols

Les composes de structures phenoliques, tels que le carvacrol, 1’eugénol et le thymol, sont trés
actifs contre les micro-organismes testés. Les membres de cette classe sont connus pour étre
des agents bactériostatiques ou bactéricides, en fonction de la concentration utilisée.

Ces composeés sont fortement actifs malgré leur capacité relativement faible de se dissoudre
dans I’ecau [81]. En genéral, les HE possédant les propriétés antibactériennes les plus
importantes contiennent un pourcentage élevé des composés phénoliques tels que le carvacrol,

I’eugénol et le thymol [91; 92]. Leur mécanisme d’action serait li¢ a la perturbation de la
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membrane cytoplasmique, entrainant celle de la force de mouvement des protons, du flux

d’électrons, du transport actif et de la coagulation du contenu de la cellule [81].

111.2.2. Action des alcools

Les alcools sont connus pour posséder un pouvoir bactéricide plutét qu’une activité
bactériostatique.

Les alcools terpéniques comprennent certaines des composantes les plus antimicrobiennes des
huiles essentielles. Leur activité peut étre attribuée a la partie alcool, qui a une activité
antimicrobienne intrinséque et améliore la solubilité de ces composants. En termes de
structure, les alcools terpéniques peuvent étre acycliques (linéaires) ou cycliques et peuvent
étre mono-, di- ou sesquiterpenes.

Les alcools terpéniques exercent une activité vis-a-vis de diverses souches bactériennes, leur
action s’exercant potentiellement tout comme les agents dénaturants des protéines tels que les

solvants et les agents de déshydratation [81].

111.2.3. Action des aldéhydes

Les aldéhydes sont connus pour posséder une activité antimicrobienne puissante. Il a été
proposé qu’un groupement aldéhyde conjugue & une double liaison carbone-carbone, est un
enchainement trés électronégatif, ce qui peut expliquer son activité [93]. Ceci suggere qu’une
augmentation d’électronégativité augmente [’activité antibactérienne. Ces composes
électronégatifs peuvent interférer dans les processus biologiques impliquant des électrons de
transfert et réagir avec des composés azotés essentiels, tels que les protéines et les acides

nucléiques et donc inhiber la croissance des micro-organismes [81].

111.2.4. Action des cétones

La présence d’une fonction cétone augmente les propriétés antimicrobiennes des terpénoides.
La carvone est susceptible d’altérer le gradient de pH et le potenticl de la membrane
cellulaire. Elle agit par perturbation de 1’état énergétique du métabolisme des cellules. En
revanche, elle est sans effet sur la membrane externe et n’affecte pas le pool de I’ATP

intracellulaire [94].

111.2.5. Action des hydrocarbures
Le groupe hydrocarbure terpénique contient des composés qui sont essentiellement non
0Xygénés monoterpenes ou sesquiterpenes, qui peuvent étre acycliques, monocycliques ou

bicycliques. La majorité d’eux sont insaturés, ce qui signifie qu'ils contiennent une ou
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plusieurs doubles liaisons. L'absence de partie alcool ou autre oxygénation signifie
généralement que ces composants sont parmi les moins solubles dans I'eau.

Les hydrocarbures terpéniques monocycliques sont un groupe important de composants que
I'on trouve dans un grand nombre de différentes huiles essentielles.

Les hydrocarbures sont connus pour avoir un role clé dans I’action antimicrobienne grace a
leurs interactions avec les structures hydrophobiques de la bactérie.

En ce qui concerne les constituants non phénoliques des HE, le type de groupement alkyle
semble influencer I’activité. Il semble également que ces constituants des HE agissent sur les
protéines cellulaires insérées dans la membrane cytoplasmique (des enzymes comme les
ATPases sont connues pour étre situées dans la membrane cytoplasmique et étre entourées par

les molécules lipidiques) [95].
111.3. Techniques d'évaluation de I'activité antibactérienne

Compte tenu du grand nombre d'especes de PAM potentiellement disponibles pour I'étude, il
est essentiel d'avoir des systémes efficaces de méthodes pour évaluer I'efficacité de ces PAM
comme agent antimicrobien. L'évaluation de I'agent antibactérien d'origine végeétale
commence par l'évaluation biologique approfondie des extraits de plantes pour assurer
I'efficacité suivie de l'identification de principes actifs ainsi que les formulations de dosages et
le profil pharmacocinétique de I’extrait végétale [96].

Les différents protocoles d'évaluation de I'activité antibactérienne peuvent étre classés selon le
milieu dans lequel se fait la diffusion de I’HE et selon la nature du contact de I’HE avec le
germe. A I’heure actuelle, I’activité antibactérienne in vitro d’une substance peut étre mise en
évidence par un grand nombre de techniques, aussi bien en milieu solide qu’en milieu liquide.
Ces techniques sont nombreuses et donnent parfois des résultats différents selon les

conditions expérimentales adoptées par chaque manipulateur.

Les tests de sensibilité aux antimicrobiens (AST) sont des techniques essentielles en science
biologique moderne. Pour plus de commodité, les tests standards d'AST sont classés en

méthodes de diffusion et méthodes de dilution [97] :

= Méthodes de diffusion :

- Test de diffusion sur disque [98; 99];
- Test de micro-atmospheére [100];

- Test de diffusion en puits [101; 102].
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= Méthodes de dilution :
- Test de macro-dilution en bouillon [103];
- Test de micro-dilution [104].

111.4. Souches bactériennes étudiées

111.4.1. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis appartient a la famille des Bacillaceae, c'est une bactérie Gram positif. Elle a
pour forme cellulaire des batonnets droits a bout arrondis. C’est une espéce que l'on trouve
habituellement dans le sol, mais c'est surtout une espéce ubiquitaire. Elle est aérobie stricte,
mésophile et chimio-hétérotrophe. Comme d'autres especes, B. subtilis peut se constituer une
coque protectrice dure (endospore) lui permettant de tolérer des conditions environnementales
difficiles ou extrémes.

B. subtilis a été largement utilisée dans I'agriculture pour la promotion de la croissance des
veégétaux et la lutte biologique, car elle a un effet inhibiteur a large spectre contre divers
agents pathogenes. Diverses souches de B. subtilis ont la capacité de synthétiser des composés
de type lipopeptide et des antibiotiques. Certains ont aussi le potentiel d'étre utilisée comme
pesticide biologique. Cependant, aucune information concernant sa formulation pour un usage
commercial n’est disponible [105].

Elle n'est pas considérée comme pathogene pour I'Homme, mais elle peut contaminer des
aliments et peut exceptionnellement provoquer une intoxication alimentaire. Elle est
considérée en microbiologie comme modele des bactéries gram positive qui a permis d’établir

les voies du métabolisme cellulaire et la régulation cellulaire.

111.4.2. Staphylococcus aureus

Les Staphylocoques constituent avec les microcoques les deux genres principaux de la famille
de Micrococcaceae. Ce sont des cocci a Gram positif, non sporulés, immobiles, se divisent en
plusieurs plans en amas irréguliers. Elles produisent une catalase. Leurs parois sont
principalement constituées de peptidoglycane. Elles sont essentiellement des parasites
saprophytes de I’Homme et de 1’animale. Certaines espéces sont pathogénes opportunistes
pour I’Homme et I’animal. S. aureus est la plus virulente [106].

S. aureus €labore un pigment caroténoide qui donne aux colonies une coloration jaune ou
orange d’intensité trés variable selon les souches. Ce caractére peut ne pas s’exprimer ou étre

au cours des repiquages. S. aureus se rencontre aussi bien chez I’Homme que chez I’animal.
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On distingue des porteurs sains occasionnels ou intermittents permanents. Les fosses nasales
constituent le réservoir principal du germe. Ce germe peut provoquer des infections localisees
ou genérales ou encore des maladies liées a la production de toxines.

L’espéce S. aureus est homogeéne sur le plan taxonomique mais elle peut étre séparée en

plusieurs biotypes spécifiques ou non spécifiques d’hotes [106].

111.4.3. Pseudomonas aeruginosa

Le genre Pseudomonas est le genre type de la famille des Pseudomonaceae dont les
principaux caractéres sont : batonnets droits ou incurvés, mobiles par flagelle(s) polaire(s),
Gram négatif. Bactéries chimio-organotrophes, leur métabolisme est respiratoire et jamais
fermentaire. Elles ne fixent pas I’azote. Leur croissance est possible sur de nombreuses
composées organiques comme seules sources de carbone et d’énergie. Aérobies strictes, la
croissance des Pseudomonas est possible de 4 °C a 43 °C [106].

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie ubiquitaire tres résistante, vivante dans les sols et
en milieu humide. Les formes pathologiques qu’elle engendre sont trés diverses. Elle apparait
aujourd’hui comme un pathogéne majeur au sein des établissements de santé, ou il est
responsable de 10 % des infections nosocomiales, ce taux augmentant jusqu’a 15 % dans les
services de réanimation [107]. C'est l'une des bactéries les plus difficiles a traiter
cliniguement.

Ce germe est doté de trés grandes capacités d’adaptation, capable de développer toute une
variété de mécanismes de résistance aux antibiotiques : sécrétion de pénicillinases, de
céphalosporinases, mutations d’imperméabilité, modification des porines. L’une de ses
capacités originales est la sécrétion d’un biofilm d’alginates, le rendant peu accessible aux
défenses immunitaires et aux antibiotiques. C’est pourquoi P. aeruginosa est impliqué dans
des pathologies multiples : infections respiratoires au cours de la mucoviscidose ou du sida,
pneumopathies nosocomiales en réanimation, infections urinaires, endocardites, septicémies...
[108].

111.4.4. Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille gram négatif de la famille des Enterobacteriaceae. C’est un
héte commun du microbiote intestinal de ’'Homme et de certains animaux.

E. coli est une bactérie commensale du tube digestif qui constitue tout au long de la vie de
I’hote 1’espéce bactérienne dominante de la flore aérobie facultative intestinale (qui compose
80 % de la flore intestinale, elle y est donc naturellement présente).

Elle empéche d'autres souches de bactéries pathogenes de coloniser la flore intestinale. E. coli

est associée a une grande variété de maladies intestinales chez I'Homme et animaux. En plus
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de son role dans les infections gastro-intestinales, elle peut aussi causer des infections
systémiques. Ainsi, E. coli est une espece au sein de laquelle on retrouve a la fois des souches
commensales, colonisant les individus sains, et des souches ayant acquis des facteurs de
virulence. Ces derniéres sont capables d’induire différents signes cliniques [109].

Les E. coli a I’origine de pathologies intestinales ont en commun de se multiplier dans
I’intestin de leurs hotes. Ils se retrouveront donc dans les féces et par la suite dans les
effluents qui drainent ces féces.

Les E. coli a I’origine de pathologies extra Intestinales ont acquis la capacité a dépasser les
défenses immunitaires de leur héte, et a se propager dans 1’organisme. Elles peuvent induire
chez leurs hotes des infections du tractus urinaire, des méningites néonatales ou des

septicémies [109]. Escherichia coli est sans doute 1’organisme vivant le plus étudié a ce jour.
1V. PLANS D’EXPERIENCES
IV.1. Notions de plan d’expériences

1V.1.1. Définition de plan d’expériences

A T1’époque actuelle, bon nombre de procédés de fabrication ou d’études expérimentales
multiparamétriques en laboratoire deviennent de plus en plus complexes car ils dépendent
d’un grand nombre de variables difficiles a régler intuitivement. Les stratégies couramment
employées pour mener a bien ces expérimentations sont souvent informelles. Si ces
expériences sont effectuées sans une méthodologie rigoureuse il est fort probable qu’elles
vont soit conduire a des impasses, soit a des résultats de qualité décevante (un nombre de
résultats difficiles a exploiter). C’est pourquoi la méthode des plans d’expériences est
préconisée afin d’optimiser ce type de démarche avec la méthode et les outils qui permettent a
I’expérimentateur de ne faire que les bonnes expériences et qui apportent la meilleure
information expérimentale.

L’objectif principal de cette méthode peut étre résume par la devise :
”Obtenir un maximum d’information en un minimum d’expériences”

Une telle problématique est primordiale dans le milieu industriel ou minimiser le nombre
d’expériences a réaliser est synonyme de gain de temps et de productivite. Réaliser des
productions de la meilleure qualité possible au co(t le plus bas est de plus une quéte
universelle pour tous les fabricants [110].
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1V.1.2. Objectifs
La théorie des plans d’expériences assure les conditions pour lesquelles on obtient la

meilleure précision possible avec le minimum d’essais [111].

On a donc le maximum d’efficacité avec le minimum d’expériences et par conséquent le cott

minimum [112].

1V.1.3. Réponse

On qualifie de réponse la grandeur qui est observée pour chaque expérience réalisée. On
supposera toujours ici que cette grandeur est numérique [111]. Il appartient aux spécialistes
du phénomeéne étudié de cerner au mieux ce qui les intéresse et de fournir le type de réponse

étudié ainsi que 1’objectif souhaité vis-a-vis de celle-ci [110].

1V.1.4. Facteurs

On qualifie de facteur toute variable, obligatoirement contrélable, susceptible d’influer sur la
réponse observée [113]. On parle donc des facteurs qui influent sur une réponse. Les termes
facteur et réponse sont universellement employés dans le domaine des plans d’expériences.
On distingue plusieurs types de facteurs :

= Facteurs continus : Les valeurs prises par les facteurs continus sont donc représentées par
des nombres continus.

= Facteurs discrets : Au contraire, les facteurs discrets ne peuvent prendre que des valeurs
particulieres. Ces valeurs ne sont pas forcément numériques.

= Facteurs ordonnables : 11 s’agit de facteurs discrets que 1’on peut mettre dans un ordre
logique (Par exemple : premier, deuxiéme, troisiéme ...).

= Facteurs booléens : Les facteurs booléens sont des facteurs discrets qui ne peuvent prendre

que deux valeurs.

IV.1.5. Espace expérimental

On appelle niveau d’un facteur la valeur ou la désignation qui le représente dans 1’expérience.
Ainsi, un facteur peut étre représenté par un axe gradué et oriente (Figure 11).

Lorsque ce facteur varie on dit qu’il change de niveau. La connaissance de I’ensemble de tous

les niveaux utilisés par chaque facteur est nécessaire pour la réalisation des expériences.
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Figure 11 : Domaine de variation d’un facteur.

L'ensemble de toutes les valeurs que peut prendre le facteur entre le niveau bas et le niveau
haut, s'appelle le domaine de variation du facteur ou plus simplement le domaine du facteur.

On a I'habitude de noter le niveau bas par —1 et le niveau haut par +1 [112].

S’il y a un second facteur, il est représenté, lui aussi par un axe gradué et orienté. Ce second
axe est dispose orthogonalement au premier. On obtient ainsi un repere qui définit un espace a

deux dimensions. Cet espace est appelé : I’espace expérimental (Figure 12).

Factewmr I

Espace expéerinme mtal

Facteur 1

Figure 12 : Espace expérimental délimité par deux facteurs.

I1V.1.6. Domaine expérimental
Dans la pratique, I’expérimentateur sélectionne une partie de 1’espace expérimental pour
réaliser son étude. Cette zone particuliere de I’espace expérimental est le domaine d’étude

(figure 13). Ce domaine est défini par les niveaux hauts et les niveaux bas de tous les facteurs

et éventuellement par des contraintes entre les facteurs [111].

™
Facteur 2

+1

Domaine d°émde

Factewr 1

1 —+1

Figure 13 : Domaine d’étude sans contrainte.
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IV.1.7. Points expérimentaux

Le niveau x1 du facteur 1 et le niveau x2 du facteur 2 peuvent étre considéres comme les
coordonnées d'un point de I'espace expérimental. Une expérience donnée est alors représentée
par un point dans ce systéeme d'axes. Un plan d'expériences est représenté par un ensemble de

points expérimentaux (Figure 14).

Facteur 2 >
- - C:} D
L] P
s —
4 L] '
-1 -+ -1 F:_lct:.-:Jr 1

Figure 14 : Représentation des points expérimentaux dans un domaine d’étude.

IV.1.8. Surface de réponse

Les niveaux xi représentent les coordonnées d'un point expérimental et y est la valeur de la
réponse en ce point. On définit un axe orthogonal a I'espace expérimental et on I'attribue a la
réponse.

La représentation géométrique du plan d'expériences et de la réponse nécessite un espace
ayant une dimension de plus que I'espace expérimental. Un plan a deux facteurs utilise un
espace a trois dimensions pour étre représente :

Une dimension pour la réponse, deux dimensions pour les facteurs. A chaque point du
domaine d'étude correspond une réponse. A I'ensemble de tous les points du domaine d'étude
correspond un ensemble de réponses qui se localisent sur une surface appelée la surface de

réponse (Figure 15).
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G A e Tt (=1 Facteur 1

Figure 15 : Surface de réponse formée par I’ensemble des réponses

qui correspond a tous les points du domaine d’étude.

En général, on ne connait que quelques réponses, celles qui correspondent aux points
expérimentaux retenus par [’expérimentateur. On interpole a I’aide d’un modéle
mathématique, les réponses inconnues pour obtenir la surface de réponse. Les points
d’expériences retenus par la théorie des plans d’expériences assurent la meilleure précision

possible sur la forme et la position de la surface de réponse [114].

IV.1.9. Modélisation mathématique
En I’absence de toute information sur la fonction qui lie la réponse aux facteurs dans une
expérience, on se donne a priori une loi d’évolution dont la formulation la plus générale est la
suivante (éq.2) :

Y = f(Xi) éq. 2

Le developpement prend la forme d'un polyndme de degré plus ou moins élevé (éq.3):
Y=zg+XZaXi+2Za ij Xin +...+2 anXiZ + ajj.. 2 Xi Xj...XZ eq 3

Ou:
« y est la réponse ou la grandeur d'intérét. Elle est mesurée au cours de I'expérimentation et
elle est obtenue avec une précision donnée.

X représente le niveau attribue au facteur i par I'expérimentateur pour réaliser un essai. Cette

valeur est parfaitement connue. On suppose méme que ce niveau est déterminé sans erreur

(hypothese classique de la régression).
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*a,a,a,a sont les coefficients du modéle mathématique adopté a priori. lls ne sont pas
i i

connus et doivent étre calculés a partir des résultats des expériences.

Une distinction peut étre faite entre I’expérience réelle et I’expérience virtuelle.

- L’expérience réelle est une expérience dans laquelle les phénomeénes auxquels nous nous
intéressons sont provoqués en maitrisant certains facteurs, et en observant les conséquences
qui en résultent. Les expériences réelles sont soumises aux erreurs expérimentales et aux
erreurs de mesures. L’erreur expérimentale traduit 1’erreur imputable a la conception et a la
réalisation des expériences. Elle n’est liée qu’a I’expérimentation. L’erreur de mesure traduit
la variabilité des réponses du fait de la prise en compte des résultats obtenus a 1’issue du
processus d’expérimentation

- L’expérience réelle virtuelle, ou I’issue d’une simulation, est une expérience effectuée non
pas sur un systéme réel mais sur son modéle mathématique, traduit en un ou plusieurs

programmes informatiques.

1V.1.10. Démarche méthodologique d’un plan d’expérience

Le choix du nombre et de I’emplacement des points d’expériences est le probléme
fondamental des plans d’expériences. On cherche a réaliser le minimum d’expériences tout en
réduisant I’influence de ’erreur expérimentale sur les modélisations mathématiques qui
serviront a prendre des décisions. On atteint ce but en considérant les propriétés
mathématiques et statistiques qui relient la réponse aux facteurs [114].

La démarche méthodologique d’un PE peut étre décomposée en différentes étapes :

= Définition de I’objectif de I’étude

= Choix de la réponse permettant d’atteindre 1’objectif

= Recherche des facteurs qui pourraient étre influents sur la réponse : C’est ’¢tape la plus
importante dans la conduite d’un PE.

Il faut sélectionner les parametres, choisir les modalités et les interactions a étudier, recenser
les parametres pouvant influencer la réponse et identifier les interactions susceptibles d’étre
recherchées. On ne sera pas obligé d’étudier tous les facteurs mais on connaitra ceux qui
pourraient étre influents. Les facteurs qui ne seront pas étudiés dans le plan d’expériences
seront, en général, fixés a un niveau constant pendant toute I’expérimentation.

= Définition des niveaux des facteurs : 1l s’agit de choisir les niveaux haut et bas de chaque
facteur.

= Choix du plan d’expériences

= Proposition d’un modéle mathématique a suivre
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= Expérimentation : C’est la partie technique de 1’étude. Il faut que les essais soient menés avec
beaucoup de soin et il faut étre sir de la qualité des résultats.

= [nterprétation des résultats des calculs : C’est I’étape de 1’estimation des coefficients du
modele et leurs significations. 11 ne semble pas facile d’en donner une interprétation simple. |l
va falloir que transformer les résultats bruts (obtenus lors de 1’expérimentation) pour en avoir
une vision claire et précise. C’est la phase d’interprétation, les logiciels de plans
d’expériences vont maintenant prendre de 1I’importance car ce sont eux qui vont nous aider a
réaliser toutes les transformations qui nous sont necessaires et toutes les illustrations qui nous
aideront a bien comprendre les résultats.

= Validation du modeéle : Deux possibilités existent, soit le modéle est validé et cela signifie
qu’il représente suffisamment le phénoméne étudié dans le domaine expérimental étudié et
dans ce cas, les objectifs sont atteints. Soit le modeéle n’est pas validé et alors son utilisation
n’est pas possible. 1l faut donc proposer un modele différent.

Mise en ceuvre et suivi : Un modele validé peut étre alors utilisé pour faire de la prévision en
n’importe quel point du domaine expérimental.

Le calcul de la réponse est possible en tout point du domaine expérimental. Ainsi, a partir du
modele calculé, nous pouvons prédire les résultats correspondant a la configuration optimale

du produit ou du processus.
IV.2. Plans d’expériences classiques

IV.2.1. Plans pour criblage

L’hypothése principale utilisée ici est que la loi de réponse f peut étre approchée par un
polyndéme du premier degré a k variables. 1l est clair qu’un tel modele n’est pas d’une grande
richesse mais son utilisation est cependant intéressante dans certains cas. Par exemple, utiliser
un tel polyndme peut donner une bonne approximation de f lorsque le domaine expérimental
est petit. Un autre cas d’application classique est celui ou I’on dispose, & priori, d’un grand
nombre de facteurs susceptibles d’agir sur 1a réponse observée [114].

L’utilisation d’un modele plus riche est alors généralement impossible a cause de la grande
taille de celui-ci. C’est pourquoi il est courant de débuter une telle étude par un modeéle facile
a manipuler afin de détecter quels sont les facteurs qui semblent étre les plus influents. On dit
que I’on utilise des techniques de criblage (ou screening avec la terminologie anglaise).

Il existe plusieurs types de plans de criblage notamment : les plans factoriels complets, les

plans factoriels fractionnaires, les plans de Plackett-Burman...
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I1V.2.1.1. Plans factoriels complets
C’est I’'un des dispositifs expérimentaux les plus simples a construire. Ce procédé peut étre
étendu au cas de k facteurs a I’aide de la définition suivante :
Pour K facteurs & 2 niveaux, on appelle plan d’expérience factoriel complet toute
configuration constituée des éléments suivants :
1) tous les sommets du cube [-1, 1] ¥,
2) ng réplications éventuelles du centre du domaine expérimental.
Le nombre d’expériences a réaliser avec un plan factoriel complet est alors :

n=NK+n, éq. 4
Dans bon nombre d’ouvrages on désigne par plan d’expérience factoriel complet la seule
partie factorielle présentée ici (c’est-a-dire que no = 0). Cette définition est plus générale car
réaliser des réplications centrales peut s’avérer d’un grand intérét pratique [110].
Exemple : Pour 2 facteurs (exprimés sous forme codée) il consiste a réaliser les 4 expériences
associées aux sommets du carré [—1, 1] %. Dans le cas de 3 facteurs il s’agit des 8 sommets du
cube [-1, 1] 2.

IV.2.1.2. Plans factoriels fractionnaires

L’utilisation d’un plan d’expérience factoriel complet peut étre problématique a cause de la
taille parfois beaucoup trop grande de ce type de dispositif expérimental. Une des solutions
afin de résoudre ce probleme consiste a ne pas considérer le plan complet dans sa totalité (i.e.
les 2% expériences) mais seulement une fraction de celui-ci (par exemple 2*—1 expériences
obtenues en ne gardant que la moitié du plan, 2~2 en n’en gardant que le quart, etc...). La
difficulté réside dans le choix des expériences constituant cette fraction du plan initial afin de
conserver des propriétés intéressantes [111].

Ces plans permettent d’étudier beaucoup de facteurs et de déterminer ceux qui sont influents.
L’analyse ne va souvent pas plus loin et atteint rarement la modélisation mathématique des
réponses. Les modeles mathématiques utilisés sont donc, eux aussi, beaucoup plus simples.
On emploie des modéles ne comportant que les facteurs principaux au premier degré ou des
modeles avec des interactions d’ordre 2 suivant les objectifs de 1’étude.

Au lieu de réaliser un plan complet 2% de 16 essais, on peut n’exécuter que 8 essais, ¢’est-a-
dire la moitié des essais. Le plan fractionnaire correspondant est un plan 2%/2 ou 2** ot : le 2
indique que les facteurs prennent chacun deux niveaux, le 4 signifie que 1’on étudie 4 facteurs
et le 4 — 1 = 3 signifie que I’on utilise un plan analogue au plan factoriel complet 2° qui ne

comprend que 8 essais [114].
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IV.2.1.3. Plans de Plackett-Burman
Les plans de Plackett et Burman sont des plans de criblage basés sur des matrices
d’Hadamard. En effet, ces matrices d’Hadamard sont des matrices carrées dont les éléments
sont soit -1 ou +1 et le nombre de lignes est multiple de 4. Les plans de Plackett-Burman
complétent les plans factoriels complets et les plans fractionnaires. On cherche les facteurs
influents et le sens de variations des effets sans prendre en considération aucune interaction
entre facteurs principaux [110].
Ce type de plan d’expérience est d’un grand intérét pratique puisqu’il combine a la fois
nombre minimal d’expériences (donc colt optimal) et nombre minimal de niveaux (donc
facilité dans les changements de niveaux des différents facteurs).
Le modele mathématique résultant pour un plan de Plackett-Burman est un polynéme d'ordre
1 définie par I’équation (€q.5) :

Y=Dbot b1 Xy + bpXot+ ... + bp Xpt e €g.5
Avec:
Y : réponse étudiée ; by : représente la valeur moyenne théorique de la réponse ; by, by, ... by

sont les effets principaux des facteurs X1, X2, ... Xp, respectivement et &: terme d'erreur.

1V.2.2. Plans pour surfaces de réponse

La méthodologie des surfaces de réponse (MSR) constitue le second volet de la méthode des
plans d’expériences. Cette technique vise a déterminer d’une fagcon quantitative les variations
de la fonction réponse vis-a-vis des facteurs d’influence significative [111].

Les plans examinés précédemment (plans de criblage) n’avaient que deux niveaux d’étude par
facteur et les modéles mathématiques utilisés étaient du premier degré (avec ou sans
interactions) par rapport a chaque facteur. Ces plans conduisent parfois & des modélisations
simples. Pourtant, il existe de nombreux cas ou il est nécessaire d’avoir une bonne
modélisation des phénomeénes étudiés et ou il faut passer a des modeles mathématiques du
second degré. On fait alors appel aux plans pour surfaces de réponse.

Ces plans viennent de s’appliquer a la suite de 1’étude de criblage puisqu’elles n’utilisent que
les facteurs précédemment jugées influents. La MSR utilise des modeles polynomiaux du
second degré. Nous étudierons les trois plus importants plans de ce type : les plans
composites, les plans de Box-Behnken et les plans de Doehlert.

Le modéle mathématique postulé utilisé avec les plans pour surfaces de réponse est un modele
du second degré avec interactions d’ordre 2 :

- Pour deux facteurs (éq.6) :

y=aptar Xy +aXy +312X1X2+311X21+322X22+e €q. 6
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- Pour trois facteurs (éq.7) :

y=agtaiXy+ayXy+agXs+apXiXpt+ az X Xzt axzXo Xz + 6111X21 +ap X22+ as3 X23+ e éq.7

IV.2.2.1. Plans composites centrés
Un plan d’expérience composite centré pour k facteurs est constitué par :
- La partie factorielle contenant tous les sommets du domaine d’étude [-1, 1] ¥,
- La partie axiale contenant tous les points situés sur les axes du repere a une méme distance o
du centre du domaine expérimental,
- La partie centrale contenant ng éventuelles réplications du centre du domaine expérimental.
Le nombre total n d’essais a réaliser est la somme des essais du plan factoriel (nf), des essais
du plan en étoile (n,) et des essais au centre (ng). Le nombre n des essais d’un plan composite
est donné par la relation :

N=ns+ Ny, + Ng éq. 8
Le terme “centré” provient du centrage de ce plan par rapport a 1’origine du repere utilisé. Le
terme “composite” traduit la séquentialité du plan : il est possible de réaliser dans un premier
temps les expériences de la partie factorielle (et donc d’ajuster un modéle a effets

d’interactions) puis de rajouter ensuite, si nécessaire, les expériences de la partie axiale [115].

1V.2.2.2. Plans de Box-Behnken

Cette section introduit les plans d’expérience construits selon la technique proposée par Box
et Behnken [116].Le plan de Box-Behnken pour trois facteurs est construit sur un cube. Pour
quatre facteurs ce plan est construit sur un hyper-cube a quatre dimensions. On place les
points expérimentaux non pas aux sommets du cube ou de I’hyper-cube, mais au milieu des
arétes ou au centre des faces (carrés) ou au centre des cubes. Cette disposition a pour
conséquence de répartir tous les points expérimentaux a égale distance du centre du domaine
d’étude, donc sur une sphere ou sur une hyper-sphere suivant le nombre de dimensions. On
ajoute des points au centre du domaine d’étude.

Les plans de Box-Behnken sont basés sur des modeles du second degré. Tous les facteurs ont
trois niveaux : —1, 0 et +1. Ces plans sont faciles a mettre en ceuvre et possédent la propriété
de séquentalité. On peut entreprendre 1’étude des k premiers facteurs en se réservant la

possibilité d’en ajouter de nouveaux sans perdre les résultats des essais déja effectués.

1V.2.2.3. Plans de Doehlert
Les points d’expériences des plans proposés par David H. Doehlert remplissent de maniere
uniforme 1’espace expérimental. Pour deux facteurs les points expérimentaux sont situés aux

sommets d’un hexagone régulier et il y a un point au centre. Ayant sept points expérimentaux,
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ce plan permet de calculer au moins sept inconnues, donc sept coefficients. Comme les points
expérimentaux sont réguliérement répartis dans 1’espace expérimental, il sera facile d’étendre
le plan vers n’importe quelle direction de I’espace en ajoutant des points qui seront, eux aussi,
réguliérement répartis [111].

Ces plans permettent également I’introduction facile de nouveaux facteurs. Les nouvelles
expériences viendront compléter les premiéres et aucune experience ne sera perdue.

Tous les points du plan de Doehlert sont sur un cercle de rayon unité (en grandeurs centrées
réduites). Le domaine défini par les plans de Doehlert est un domaine sphérique, un cercle
dans un espace a deux dimensions, une sphére dans un espace a trois dimensions, une hyper-

sphére dans un espace a plus de trois dimensions [116].
IV.3. Plans pour mélanges

Dans le domaine des plans d’expériences, les plans de mélanges ont une place tout a fait
particuliére. lls doivent leur originalité aux trois types de contraintes qui pésent sur les teneurs
des différents constituants. La premiere contrainte est la contrainte fondamentale des
mélanges, c'est-a-dire que la somme des proportions de tous les produits qui participent au
mélange est toujours égale a 100%.

Dans les plans d’expériences classiques, les facteurs doivent étre indépendants ce qui signifie
que ’on peut choisir en toute liberté le niveau d’un facteur quels que soient les niveaux déja
attribués aux autres facteurs. Au contraire pour les mélanges, si I’on définit les teneurs de n-1
premiers constituants, celle du énieme (le dernier) ne peut pas étre choisie mais elle est
imposée. Le deuxieme type de contraintes est la fréquente présence de limites hautes et
limites basses sur les teneurs des constituants. Le dernier type de contraintes est représenté
par les relations de rapports ou sommes constantes entre les teneurs de certains constituants
[117].

1V.3.1. Modéles mathématiques pour des plans de mélanges

Le modéle mathématique appliqué aux plans de mélanges prend en compte la contrainte
fondamentale des mélanges [111]. Il existe plusieurs modeéles, a savoir le modéle linéaire, le
modeéle quadratique, le modéle spécial cubique... Pour élaborer un tel modele de degré n avec
k constituants, on doit choisir les teneurs en Xi du mélange suivant la série 0,1/n ; 2/n ;... ; n/n
; ainsi on aura autant de mélanges différents que de coefficients a déterminer dans le modéle
polynomial. Pour un mélange de trois constituants, nous pouvons utiliser trois types de

modeles :
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= Modeéle du premier degré
C’est un modéle linéaire (€q.9) ou les variations de la réponse sont proportionnelles aux

compositions du mélange xi qui ne sont pas indépendantes :
Y =a X1 +ay X, +az Xz qu

Il n’y a pas de terme constant. Cette disparition est la conséquence directe de la contrainte

fondamentale des mélanges [117].

» Modele du deuxiéme degré
C’est un modéle quadratique (€g.10) comprend les termes du premier degré, les termes

rectangles et les termes carrés [117]. Pour un mélange a trois constituants, on a :
Y =a; X1 +a, Xy +azg Xz +ap X; Xo+ a3 X1 Xz+ axg Xo X3 eq 10

» Modeéle du troisieme degré

Le modéle mathématique du troisieme degré, particulier aux plans de mélanges, peut s’obtenir
a partir d’un polynéme du troisiéme degré sur lequel on applique la contrainte fondamentale
des mélanges.

Ce modele comprend les termes du premier degré, les termes rectangles et le produit des trois
constituants [117]. Le modéle simplifié, appelé modele cubique restreint, correspondant a un

mélange de trois constituants est le suivant (ég.11) :
Y =a; Xy +ap Xo+az Xz +app Xy Xo +agz Xy Xz + ax Xo Xz + aps X1 Xz Xz eq. 11

La table 3 présente le nombre de parametres inconnus de tous les modeles vus précédemment
pour un nombre de facteurs compris entre 2 et 10. Les colonnes sont associées respectivement
de gauche a droite au modéle d’ordre un, au modéle d’ordre deux, au modele complet d’ordre
trois. Le nombre de paramétres inconnus du modéle classique d’ordre deux est présenté aussi
(a droite du tableau) afin de pouvoir réaliser une comparaison avec la situation des plans
classiques ou il n’y avait pas de mélange.

On constate dans un premier temps le peu de parametres inconnus du modéle d’ordre deux
pour mélanges (ce qui est logique puisque l’effet moyen général ainsi que les effets
quadratiques ont eté supprimés). Au contraire, ’utilisation du modéle d’ordre trois complet
devient rapidement prohibitive (au dela de 5 facteurs il nécessite obligatoirement plus du

double des expériences du modéle d’ordre deux classique) [110].
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Tableau 3 : Nombre de parametres inconnus de différents modéles mathématiques pour

des plans de mélanges.

Ordre 1 Ordre 2 Ordre 3 Ordre 2 classique
2 facteurs 2 3 -- 6
3 facteurs 3 6 10 10
4 facteurs 4 10 20 15
5 facteurs 5 15 35 21
6 facteurs 6 21 56 28
7 facteurs 7 28 84 36
8 facteurs 8 36 120 45
9 facteurs 9 45 165 55
10 facteurs 10 55 220 60

Par la suite, nous ne citrons que les plans de mélanges a deux et trois constituants qui
subissent seulement la premiere contrainte des mélanges ou contrainte fondamentale des

mélanges.

IV.3.2. Mélange a deux constituants

Un mélange quelconque contenant X, et Xy, avec X, et X, qui représentent les teneurs des
deux constituants A et B du mélange, est représenté par un point situé sur 1’intersection des
coordonnées X, et Xp. ce point qui représente le mélange est appelé soit point de composition
soit point de mélange [111].

La contrainte des mélanges introduit une relation (€g.12) entre X, et Xp:

Xa+ Xp=1 éq. 12

Ce qui signifie que les points de coordonnées de X, et X, seront sur une droite de pente -1.
Ainsi, les compositions de X, et X, variant entre 0 et 1 sur un segment AB ou le constituant
pur A représente I’'une des extrémités et le constituant pur B représente I’autre extrémité du

segment.

1V.3.3. Mélange a trois constituants
Le point ayant une teneur X,; Xp et X. représente le mélange ayant une teneur X, du

constituant A, X, du constituant B et X, du constituant C avec (€q.13) :
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Figure 16 : Représentation des mélanges a trois

constituants a I’aide d’un triangle équilatéral.

Les principaux types de mélanges sont classés suivant I’emplacement des points représentatifs
des mélanges (Figure 16). Ces points sont répartis dans le domaine d’étude selon des
dispositions particuliéres dont nous allons évoqués les principales [111]:

- Les plans en réseaux.

- Les plans de mélanges centrés.

- Les plans de mélanges centrés augmentés.

1V.3.3.1. Plans en réseaux
Pour les mélanges a trois constituants, le plus simple des plans de mélanges en réseaux ne
contient que les trois produits purs. Les points représentatifs de ces produits sont aux sommets

du triangle équilatéral (Figure 17). Les coordonnées de ces points sont 0 et 1.

A

Figure 17 : Plan de mélange ne comportant que

les trois produits purs
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Le plan qui ne fait intervenir que les produits purs peut étre enrichi par les points de
composition moyenne, ¢’est-a-dire par les mélanges contenant 50 % de chacun des produits.
Ces points de composition moyenne se situent au milieu des cOtés du triangle. Leurs
coordonnées sont 0 et 1/2 [117]. Les points n° 4, 5 et 6 forment un réseau. La longueur unité
des cOtés du triangle a été divisée par 2 et les coordonnées de ces points sont égales a 1/2
(Figure 18).

B C

Figure 18 : Plan de mélange en réseaux {3,2} comportant les

trois produits purs et les mélanges moitié-moitié.

On peut continuer a construire ainsi des réseaux de plus en plus serrés en divisant 1’unité par
m. Le pas du réseau est de 1/m et les coordonnées des points expérimentaux sont 0, 1/m;
2/m; 3/m jusqu’a m/m = 1. Pour nommer ces plans, on utilise deux chiffres, le premier
correspond au nombre de constituants du mélange et le second correspond au diviseur utilisé
pour établir le pas du réseau. Ici, le plan de la (Figure 18) est un plan {3, 2}, soit 3

constituants et un pas de 1/2.

1V.3.3.2. Plans de mélanges centrés

Les plans de mélanges centrés se distinguent des plans en réseaux par la présence
systématique d’un point central, ¢’est-a-dire d’une composition contenant autant de chacun
des constituants du melange (Figure 19). Le plan centré permettant d’étudier trois constituants
comprend :

— les produits purs.

— les mélanges moitié-moitié de deux produits purs.

— le mélange contenant un tiers de chaque produit pur (point central).
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B C

Figure 19 : Plan de mélange centré comportant les trois produits purs,

les mélanges moitié-moitié et le mélange équiproportionnel des trois produits purs.

1V.3.3.3. Plans de mélanges centrés augmentés

Les plans de mélanges centrés sont des plans de mélanges centrés auxquels on ajoute les
centres de gravité des simplex unitaires [118]. Par exemple, le plan de mélanges centré pour
trois composants comprend quatre simplex unitaires (Figure 20). Le centre de gravité de 1’un
des simplex unitaires est déja occupé (point noir n°7). Il reste donc a ajouter trois points

(points blancs n° 8, 9 et 10) au centre des trois autres simplex unitaires [117].

B C

Figure 20 : Plan de mélange centré augmenté comportant les trois produits purs,
les mélanges moitié-moitié, le mélange équiproportionnel des trois produits purs et les mélanges

situés aux centres de gravité des simplex unitaires.
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B. ETUDE DE CRIBLAGE DES FACTEURS AGISSANT SUR L’EXTRACTION PAR
HYDRO-DISTILLATION DE L’HUILE ESSENTIELLE DE Pistacia lentiscus

Afin de garantir la rentabilit¢ de la production d’huile essentielle de P. lentiscus, des
stratégies de recherche/développement devraient étre visées en vue d’optimiser durablement
Ces ressources.

Ainsi, I'amélioration du rendement en huile essentielle devient une nécessité primordiale, ceci
devient plus accessible par I'application des techniques statistiques tels que les plans
d'expériences, technique qui consiste a proposer un minimum d’expériences toutes en faisant
varier tous les facteurs simultanément, afin d’obtenir un maximum d’information [110].
L'utilisation des plans d'expériences dans l'analyse et [I'optimisation du processus
d'hydrodistillation a été évoquée par plusieurs auteurs. Différents types de plans ont été
utilisés pour arriver a cet objectif. Certains ont utilisé des plans factoriels complets [119],
d'autres sont passés directement a lI'optimisation en se servant des plans de surface de réponse
[120].

Dans ce chapitre nous nous somme servis des plans de criblage. L’expérimentation consistera
a mettre en évidence les effets de certains facteurs sur la réponse étudiée, afin de détecter

quels sont les facteurs qui semblent étre les plus influents.
I. MATERIEL ET METHODES
I.1. Matériel végétal étudié

Pour réaliser cette étude, nous avons travaillé sur des feuilles de deux individus de Pistachier
Lentisque qui ont été choisis au hasard et recueillis au stade de floraison dans la forét
d’Ifran située sur les rives du barrage de Sahla a 22 km de la ville de Taounate au Maroc
(Altitude: 475 m, 34° 35'12.5" N 4° 38'31.1" W).

1.2. Extraction de I’huile essentielle

L’appareil utilisé pour 1’hydro-distillation est de type Clevenger [121]. Il est constitué d’un
chauffe ballon, un ballon de 1 L, une colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant) et un
collecteur en verre qui regoit les extraits de la distillation. 100 g de matériel végetal ont été
extrait lors de chaque essai. L'humidité du matériel végétal est déterminée par étuvage a
105°C pendant 4 heures [122] et les rendements sont exprimes par rapport & la matiere seche.
L’huile essentielle obtenue est conservée au réfrigérateur dans un flacon en verre opaque et

hermétiquement ferme a 4°C et a I’ombre.
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1.3. Méthodes d’études

1.3.1. Choix de la réponse

La réponse étudiée est le rendement en HE de P. lentiscus calculé par (éq. 1).
M
Rdt (%) = —£ x100
Mg

Avec : Rdt: rendement en huiles essentielles en (%) ; Mype: masse d’huile essenticlle

recueillie en (g) et Ms : masse de la matiere végétale séche en (g).

1.3.2. Facteurs étudies
Le choix des facteurs a été pris en tenant compte des paramétres répertoriés dans la littérature,
qui influent le rendement de I’extraction de I’huile essentielle [123].
Les facteurs susceptibles d'avoir affecté le rendement en huile essentielle sont divisés en deux
catégories :
v" Facteurs qualitatifs :
- Humidité de la plante étudiée.
- Individualité.
- Division de la matiere végétale.
v" Facteurs quantitatifs :
- Temps de I'opération d'hydro-distillation.

- Rapport entre la matiere végétale et I'eau.

1.3.3. Niveaux des facteurs

Il s’agit de choisir les niveaux haut et bas de chaque facteur (Tableau 4). Les niveaux des
facteurs ont été choisis en tenant compte des limites expérimentales de fonctionnement de
I’appareillage :

- L'Humidité de la plante a été étudiée par les deux modalités : plante fraiche et plante séchée.
Le séchage des plantes se fait dans I'ombre pendant 7 jours.

- Pour I’individualité, nous avons étudié deux individus différents désignés 1 et 2.

- Des feuilles coupées en petits morceaux et feuilles entiéres ont été utilisées comme des
niveaux haut et bas pour le facteur de division de la matiere végétale.

- Le Temps de I'opération d'hydro-distillation varie entre 60 min et 180 min.

- Le rapport entre la matiére végétale (MV) et I'eau dans le ballon de distillation varie en
générale entre 1/2 et 1/4 (g/mL). Dans notre cas, nous utilisons un ballon de 1000 mL, ce qui
veut dire que les niveaux bas et haut de ce facteur sont : (100 g de matiere végétale/ 200 mL

d’eau) et (100 g de matiere végétale/ 400 mL d’cau).
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Tableau 4 : Facteurs de I’étude de criblage et leurs niveaux réels et codées.

Facteurs Code de variable Nombre de Niveaux Code de niveau
niveaux

Individualité X1 2 Individu 1 -1
Individu 2 1
Humidite X2 2 Fraiche -1
Seche 1
Division de la X3 2 Entiére -1
MV Coupée 1
Ratio Plante/Eau X4 2 1/2 -1
(@/mL) 1/4 1
Temps X5 2 60 -1
(min) 180 1

1.3.4. Plan d’expérience

Pour faire un criblage des facteurs agissants sur le procédé d’extraction par hydro-distillation
de I’huile essentielle du Pistachier lentisque, nous nous sommes servis du plan de Plackett et
Burman basé sur des matrices d’Hadamard [124]

Ce type de plan d’expérience est d’un grand intérét pratique puisqu’il combine a la fois
nombre minimal d’expériences (colt optimal) et nombre minimal de niveaux (facilité dans les

changements de niveaux des différents facteurs) [110].

1.3.5. Matrice d’expérience
Le plan de Plackett et Burman a cing facteurs nous a donné une matrice d'expérience a 8
essais. Le domaine d'étude est ainsi remplacé par le domaine (-1 ,+1) et les 8 essais décrits par

la matrice d’expériences sont réalisés (Tableau 5).
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Tableau 5 : Matrice d'expériences générée de I’étude de criblage.

Numéro de X1 X2 X3 X4 X5
I’essai
1 1 1 1 -1 1
2 -1 1 1 1 -1
3 -1 -1 1 1 1
4 1 -1 -1 1 1
5 -1 1 -1 -1 1
6 1 -1 1 -1 -1
7 1 1 -1 1 -1
8 -1 -1 -1 -1 -1

I.4. Modele mathématique et analyse statistique

Le rendement de I’hydro-distillation (Y) dépend des facteurs présents ci-dessus, ce qui se
traduit mathématiquement par :
Y =1 (X1; X2; X33 Xa; Xs).
Avec :
Y: les rendements de la distillation (réponse).
f : la fonction de réponse.
X1, Xz, X3, X4 €t Xs: les facteurs pris en compte.
ai (a0, a1, a2, as, a4, as) : les coefficients des facteurs.

Le modéle mathématique résultant est un polynéme d'ordre 1 tel que:
Y = g + arXq + aXo + azXz + as Xyt as X5+ ¢ eq14

Durant cette étude, nous allons se servir du logiciel de conception et de traitement des plans
d'expériences NEMRODW [125]. Les modeles mathématiques obtenus ont été validés par le
test de l'analyse de la variance (ANOVA) et les coefficients du modele ont été considerés

comme significatifs pour des valeurs de p<0,05.
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I1. RESULTATS ET DISCUSSIONS
11.1. Plan d’expérimentation

Les essais sont menés conformément au plan d’expériences et les résultats sont consignés
dans le plan d’expérimentation qui est la traduction des variables codés en variables réelles
(Tableau 6).

Tableau 6 : Plans d'expérimentation.

Numéro Individualitt Humidité Division de Ratio Temps Réponse
de I’essai laMV  Plante/Eau (min) (%)
(g/mL)

1 Individu 2 Seche Coupée Yo 180 0,33
2 Individu 1 Seéche Coupée Ya 60 0,23
3 Individul  Fraiche Coupée Ya 180 0,25
4 Individu2  Fraiche Entiere Ya 180 0,30
5 Individu 1 Seéche Entiere Yo 180 0,26
6 Individu2  Fraiche Coupée Yo 60 0,20
7 Individu 2 Seche Entiére Ya 60 0,26
8 Individul  Fraiche Entiere Ya 60 0,14

11.2. Analyse statistiques de la réponse

11.2.1. Analyse de la variance

Cette méthode consiste a tester 1’influence d’une ou de plusieurs variables sur une variable
guantitative, afin de contrbler si une variation des modalités prises par les variables
explicatives, seules ou combinées, entraine une variation de la variable expliquée Y.

Le but de I’utilisation de ’analyse de la variance (Annexe 1) est d’étudier la variabilité de la
réponse en fonction de I’ensemble des facteurs étudiés dont nous pouvons contréler
systématiquement les modes d’intervention et dont nous souhaitons dissocier la part revenant
a chaque facteur.

Nous allons construire la table de I’analyse de variance de notre étude et en déduire

I’importance de chaque coefficient.
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Le tableau 7 regroupe les données de base pour I’analyse de variance : les réponses mesurées,
les réponses calculées par le modeéle et les valeurs résidus qui correspondent a la différence

entre les valeurs expérimentales et les valeurs calculées par le modele.

Tableau 7 : Données de base de I’analyse de variance d’étude de criblage.

Essai n° Réponses mesurées  Réponses calculées Résidus
1 0,333 0,331 0,002
2 0,226 0,222 0,004
3 0,252 0,256 -0,004
4 0,302 0,298 0,004
5 0,263 0,265 -0,002
6 0,201 0,203 -0,002
7 0,259 0,263 -0,004
8 0,140 0,138 0,002

Le logiciel de traitement utilisé est menu d’un programme qui permet de construire un tableau
d’analyse de variance (Tableau 8) qui comporte 6 colonnes (source des variations, sommes
des carrées, degrés de liberté, carré moyen, rapport de Fisher et sa probabilité) et 4 lignes
(titres, modeéle corrigé de la moyenne, résidus et réponses mesurées corrigées de la moyenne).
La premiére colonne indique la source des variations. La deuxiéeme colonne indique la somme
des carrés des écarts a la moyenne. Ainsi, la somme des carrés des écarts des réponses
mesurées corrigées de la moyenne est égale a la somme des deux autres sommes (sommes des
carrés du modele corrigé de la moyenne et somme des résidus).

La troisieme colonne indique le degré de liberté (ddl) de chaque somme des carrés. Le degré
de liberté des réponses mesurées est égal aussi a la somme des degrés de liberté du modéle et
des residus. La quatrieme colonne donne le carré moyen qui est la somme des carrées divisée
par le ddl correspondants. La cinquiéme colonne du tableau indique le F de Fisher qui est le
rapport du carré moyen du modele a celui des résidus.

Le rapport de Fisher permet de calculer la probabilité que les deux carrés moyens (carré
moyen du modeéle et carré moyen des résidus) ne soient pas égaux. Si le rapport de Fisher est
élevé, la probabilité que le modele soit celui de la moyenne est faible et les variations des
réponses mesurées sont bien dues aux variations des facteurs. Si le rapport de Fisher est

proche de 1, il y a une forte probabilité que le modele soit celui de la moyenne [111].
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Tableau 8 : Analyse de la variance de I’étude de criblage.

Source des variations Somme des Degré de Carré Rapport  p-value
carrés liberté moyen de Fisher
(ddI)
Modéle corrigé de la 2,4759 10 5 4,951910° 107,0681 0,0081
moyenne
Résidus 9,2500 10° 2 4,6250 10°
Réponses mesurées corrigées  2,4852 10 7

de la moyenne

D’aprés les résultats du tableau de 1’analyse de variance (Tableau 8), nous pouvons conclure
que Deffet principal du modele est significatif puisque la probabilité¢ de la signification du
risque p-value est inférieure a 0,05.

L’analyse de variance permet de calculer le coefficient de détermination : le R? qui est le
rapport de la somme des carrés des réponses calculées corrigées de la moyenne a la somme

des carrés des réponses mesurées corrigées de la moyenne :

somme des carr és des réponses calcul ées corrig ées de la moyenne p
R2 = ég. 15

somme des carr és des réponses mesur ées corrig €es de la moyenne

Ainsi, nous pouvons conclure que le R? = 0,996 quantific d’une maniére claire la bonne
qualité du modele utilisé. Ceci indique que le modéle pourrait expliquer plus de 99% des

effets globaux, ce qui prouve qu’il est bon et trés fiable.

11.2.2. Analyse des résidus

Le modéle doit bien représenter les réponses mesurées (R* = 0,996) et la racine carrée du
carré du moyen des résidus doit étre du méme ordre de grandeur que I’erreur expérimentale.
La représentation graphique des résidus en fonction des expériences réalisées indique une

bonne dispersion. Les résidus semblent répartis au hasard (Figure 21).
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Figure 21 : Analyse des résidus de I’étude de criblage.
11.3. Etude des effets des facteurs

La p-value est la probabilité qu’un coefficient soit négligeable. Cette p-value est calculée a
partir du rapport du coefficient a son écart-type (t-student) (Annexe 1).
Il est maintenant possible de construire un tableau ou chaque coefficient figure accompagné

de sa valeur, de son écart-type, du t-student et de sa p-value (Tableau 9).

Tableau 9 : Effet des coefficients du modéle de I’étude de criblage.

Coefficient Valeur  Ecart-type t-student p-value
Constante (ao) 0,247 0,002 102,73 0,0001 ***

Individualité (a;) 0,027 0,002 11,13 0,005 **

Humidité (a,) 0,023 0,002 9,67 0,007 **

Division de la matiere végétale 0,006 0,002 2,50 0,130
(a)

Ratio plante/ Eau (ay) 0,013 0,002 5,30 0,030 *

Temps (as) 0,041 0,002 16,84 0,0021 **

*** . Coefficient hautement significatif ; **: Coefficient trés significatif ; * : Coefficient significatif

Il est facile de comprendre la signification de tous les chiffres. La constante (ap) a 1 chance
sur 10 000 d’étre égale a 0. Elle n’est donc certainement pas égale a 0, ce qui veut dire qu’elle
est significative et il faut la conserver dans le modeéle final.

Si nous fixons la probabilité d’acceptation des coefficients a une valeur p-value de 0,05, nous

conserverons les coefficients des facteurs d’individualité (a;), d’humidité (a,), de ratio plante/
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eau (a4) et de temps d’extraction (as). Le coefficient de la division de la matiere végétale a une
p-value de 0,13 supérieure a 0,05. Elle n’est pas significative.
Le graphe des effets des facteurs (Figure 22) montre les effets de chacun des facteurs étudiés

sur la variation de la réponse ainsi que le sens de cette variation.

Individualité al I
Hinachb a2 I
Division de la matiére a3 i
végétale :
I
R atio Flante/E au a4 -
|
: 0.04

Temps as i

Figure 22 : Graphique des effets des facteurs.

Alors que le graphe de Pareto individuel (Figure 23) présente le pourcentage de contribution

de chacun des facteurs étudiés sur la variation du rendement en huile essentielle.

0 25l 50l ?5l 1 OP
Temps as 53.00
Individualité al
Humidité a2
Ratio Plante/E au a4
Division de la matére a3
végétale

Figure 23 : Graphique de PARETO individuel.

11.4. Etude de la fonction réponse (YY)
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Le modé¢le mathématique représentant le rendement de 1’extraction par hydro-distillation de
I’huile essentielle de Pistacia lentiscus en fonction des variables les plus influents est le
suivant :

Y=0,247 + 0,027 X;+ 0,023 X, + 0,013 X4 + 0,041 X5 €q.16

I1.5. Discussion des résultats de criblage des facteurs

11.5.1. Temps d’extraction

Le temps d’extraction apparu comme le facteur le plus influent sur I'opération d'hydro-
distillation. Ce facteur a une influence significative sur le rendement en HE avec un
coefficient de 0,041 (Tableau 9). Son effet est positif et la variation du temps d’extraction
contribue a 53 % (Figure 23) dans la variabilité du rendement en HE.

Quand le facteur du temps d’extraction passe du niveau bas (60 min) au niveau haut (180
min), la variation de la réponse est importante. En conséquence, le niveau maximal de cette
variable est recommande.

L’impact du temps d’extraction sur cette opération a été prouve par plusieurs auteurs [119;
126].

11.5.2. Individualité

L'individualité a été révélée comme le deuxiéme facteur par ordre d’influence qui affecte
I'opération d'hydro-distillation.

Le tableau 9 montre que le coefficient qui correspond a ce facteur est de 0,027 avec un effet
positif de 23,12 % sur la réponse (Figures 22; 23). Les variations de ce facteur du niveau bas
au niveau haut influent significativement la réponse étudiée. Les feuilles issues de I’individu
2 ont été les plus recommandées pour avoir un rendement plus élevé.

Ce changement de rendement en HE d'un individu a l'autre peut étre expliqué par le cycle
vegetatif de l'individu [127] ou a des facteurs tel que 1’age de la plante [128] ou méme a des

facteurs génétiques [129].

11.5.3. Humidité

L'humidité a une influence positive et significative sur le rendement en huile essentielle avec
un coefficient de 0,023 (Tableau 9). La variation du niveau bas (plante fraiche) au niveau haut
(plante séchée) de I’humidité contribue a 17,47 % sur la variabilité de la réponse étudiée

(Figures 22 ; 23). En conséquence, 1’utilisation des feuilles séchées est recommandée.
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En effet, ces résultats concordent avec les résultats trouvés pour des études sur d’autres
plantes [122; 130; 131], cette augmentation de la concentration en huiles essentielles
s'expliquerait par une activité physiologique (réactions enzymatiques) importante. La
biosynthése des huiles essentielles continue et s'accelere apres la récolte du matériel vegétal

en réponse au stress hydrique [132].

11.5.4. Rapport entre la matiére végétale et ’eau

L’effet de ce facteur a montré une influence significative sur le rendement en HE. C’est le
quatriéme facteur par ordre d’influence sur la réponse étudiée. Le passage du rapport 1/2 au
rapport 1/4 contribue légérement a 1’augmentation du rendement en HE avec un coefficient
de 0,013 (Tableau 9) et un effet positif sur la réponse étudiée de 5,25 % (Figures 22 ; 23).
Plusieurs études sur d’autres plantes ont montré qu’il y a un effet du rapport entre la matiére

végétale et I'eau sur le rendement en huile essentielle [119 ; 126].

11.5.5. Division de la matiére végétale

Ce facteur n'a pas eu d'effet significatif sur la réponse étudiée, puisque le coefficient (a3)
avait une signification de risque supérieure a 5 % (Tableau 9). Le test de student a montré
que ce facteur n’a pas d’influence sur le processus d’hydro-distillation de I’HE. On peut

travailler avec le niveau de ce facteur sans soucis de pertes du rendement en HE.
I1l. CONCLUSION

Dans cette partie d’étude, nous avons pu cerner et évaluer les facteurs influencant le
rendement en HE extraite par hydro-distillation en adoptant la methodologie des plans
d’expériences par I’application des plans de criblage de Plackett-Burman.

Un modele du premier ordre a été utilisé, dont les coefficients significatifs correspondent aux
facteurs les plus influents sur la réponse étudiée.

La validation statistique du modele par I’analyse de la variance et 1’analyse des effets des
coefficients par le test de student, nous a permis d’évaluer et de classer, par ordre d’influence,
les effets des cing facteurs étudiés sur la variation du rendement en HE de P. lentiscus. Ainsi,
I’effet du temps d’extraction, de I’individualité, de I’humidité et du rapport entre la matiére
végétale et eau a été démontré comme significatif. Alors que I’effet de la division de la
matiére végetale est jugé comme statistiquement négligeable sur la variabilité du rendement

en HE de P. lentiscus.
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Afin de mieux exploiter ces résultats, d’autres études approfondies sur les facteurs jugés

influents sur le procéd¢ d’hydro-distillation de ’HE doivent étre mené.

Elles consistera a chercher les conditions opératoires optimales permettant d’obtenir un
meilleur rendement en HE.
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C. ETUDE DE L’EFFET DE L’INDIVIDUALITE SUR LE RENDEMENT EN HUILE
ESSENTIELLE DE Pistacia lentiscus

I. MATERIEL ET METHODES

I.1. Matériel végétal

L’étude a ét¢é menée sur une population P. lentiscus dans la forét « Ifran » de la région de
Taounate.

La population étudiée est constituée de 22 individus sur lesquels nous avons relevé les valeurs
de plusieurs caractéeres (variables). Le choix des individus se fait d’une fagon aléatoire. Les
individus de 1 & 11 ont été prélevés du versant abrité du soleil alors que les individus de 12 a

22 ont été prélevés du versant exposé au soleil.

1.2. Variables étudiés

Nous avons releveé, sur chacun des individus étudiés, les valeurs de plusieurs parametres :

- Rendement en HE : I’extraction se fait par hydrodistillation des feuilles de chaque individu
pendant 3 heures et les rendements seront calculés par rapport a la matiere seche.

- Hauteur : les mesures de hauteur de chaque individu ont été prises en utilisant un
décamétre.

Sur chacun des individus étudiés, nous avons prélevé 30 feuilles de la section médiane de
’arbuste et nous avons mesuré deux parametres :

- Longueur des feuilles : ¢’est la moyenne des longueurs des 30 feuilles mesurée par un pied
a coulis de type " Vetools VC070181",

- Largeur des feuilles : c’est la moyenne des largeurs des 30 feuilles mesurée par un pied a
coulis de type " Vetools VC070181".

- Altitude : pour chacun des individus étudiés, nous avons mesuré 1’altitude par un GPS de
type "OreGon RA123".

1. RESULTATS ET DISCUSSIONS
11.1. Données de bases de I’étude

Les résultats des mesures relevées sur chacun des individus étudiés sont représentés dans le
tableau 10.
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Tableau 10 : Données de bases de I’étude de ’individualité.

N° d’individu  Rendement Hauteur Longueur des Largeur de Altitude

X1 X2 feuilles X3 feuilles X4 X5

(%) (m) (cm) (cm) (m)
1 0,25 1,95 2,17 0,92 456
2 0,24 2,3 2,85 1,27 455
3 0,26 19 3,09 1,22 452
4 0,21 2,45 2,03 0,71 459
5 0,24 2,85 2,82 11 462
6 0,22 2,53 2,58 0,87 463
7 0,18 1,73 2,25 0,9 448
8 0,21 1,75 2,35 0,8 446
9 0,25 2 2,83 0,82 451
10 0,21 2,1 2,47 0,82 447
11 0,18 1.3 2,44 1 456
12 0,24 1,05 2,32 0,7 466
13 0,24 1,93 2,21 0,8 467
14 0,32 1,9 2,79 0,9 473
15 0,25 2,2 2,46 1,14 477
16 0,24 1,7 2,14 0,71 481
17 0,24 1 2,18 0,91 482
18 0,32 1,54 2,19 0,7 484
19 0,35 1,4 2,54 0,73 489
20 0,25 0,9 2,15 0,63 492
21 0,25 1 2,22 0,95 489
22 0,25 1,75 2,51 0,78 488

11.2. Analyse statistique des données

L’ Analyse en Composantes Principales (ACP) fait partie du groupe des méthodes descriptives

multidimensionnelles appelées méthodes factorielles.

L’ACP propose, a partir d’un tableau rectangulaire de données comportant les valeurs de
« p » variables quantitatives pour « n » unités (appelées aussi individus), des représentations

géométriques de ces unités et de ces variables.
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Ces données peuvent étre issues d’une procédure d’échantillonnage ou bien de 1’observation
d’une population toute entiére. Les représentations des unités permettent de voir s’il existe
une structure, non connue a priori, sur cet ensemble d’unités. De facon analogue, les
représentations des variables permettent d’étudier les structures de liaisons linéaires sur
I’ensemble des variables considérées. Ainsi, nous chercherons si nous pouvons distinguer des
groupes dans 1’ensemble des unités en regardant quelles sont les unités qui se ressemblent,
celles qui se distinguent des autres, etc. Pour les variables, nous chercherons quelles sont
celles qui sont tres corrélées entre elles, celles qui, au contraire ne sont pas corrélées aux
autres, etc [133].

Dans cette étude, nous disposons de 22 couples (xi, yi) constituant un échantillon
d’observations indépendantes du couple de variables X (variables étudiées) et Y (rendement).
Nous cherchons une relation statistique pouvant exister entre la variable expliquée Y et la
variable explicative X.

Les résultats obtenus ont été traités par le logiciel "Lumiere version 5.4". Une analyse en
composante principale a été utilisée afin de regrouper les individus étudiés selon leurs

similitudes ainsi que les corrélations existantes entre les variables étudiées.

11.2.1. Analyse en composantes principales

L’analyse en composantes principales (ACP), a pour but d’étudier les liens existant entre p
variables mesurées sur n individus, d’éliminer les redondances (deux variables corrélées
apportant a peu prés la méme information) et de remplacer les variables initiales par un petit
nombre de variables, 1, 2 ou 3, appelées composantes principales. Ces variables sont des
combinaisons linéaires des variables initiales non corrélées entre elles [134].

L'idée fondamentale de cette étude est basée sur la matrice de corrélation. Nous cherchons les
correlations entre les différentes caractéristiques. Si un ensemble de caractéristiques sont tres
corrélées entre elles, cela signifie qu'une seule suffirait & décrire notre systeme sans perte

importante d'information [135].

11.2.1.1. Etude des variables
Les différentes caractéristiques statistiques des variables étudiées sont regroupées dans le
tableau 11.
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Tableau 11 : Caractéristiques statistiques des variables étudiés.

Variables Minimum Maximum Moyenne Ecart-Type
X1 (%) 0,18 0,35 0,25 0,04
X2 (m) 0,90 2,85 1,73 0,51
X3 (cm) 2,03 3,09 2,4 0,28
X4 (cm) 0,63 1,27 0,88 0,17
X5 (m) 446,00 492,00 467,41 15,15

Les pourcentages des variances des facteurs extraits et leurs pourcentages cumulés sont
présentés dans le tableau 12. La somme des valeurs propres est égale au nhombre de variables.
Afin de réduire le nombre de variables et de détecter la structure des relations entre ces
variables, ce qui revient a les classer, nous nous sommes basés sur le critére de "Kaiser" qui
est le critére le plus couramment utilisé : nous ne pouvons retenir que les facteurs ayant une
valeur propre supérieure a 1. Au fond, c'est comme si nous disions qu'a moins qu'un facteur
extrait soit au moins I'équivalent d'une variable originale, nous ne le retenons pas.

Seules les axes qui présentent des valeurs propres supérieures a 1 peuvent étre retenues.

Tableau 12 : Valeurs propres et pourcentage de variabilité expliquée des axes.

Axe n° Valeur propre Pourcentage de Pourcentage
variance (%) cumulé (%)
1 2,47 49,38 49,38
2 1,20 24,07 73,46
3 0,68 13,65 87,11
4 0,37 7,57 94,68
5 0,26 5,31 100

Nous pouvons représenter les valeurs propres reportées dans le tableau de données ci-dessus

dans un simple tracé linéaire (Figure 24).

C’est une méthode graphique qui test les valeurs propres proposées par Cattell [136]. Cattell
suggere de trouver I'endroit ou les valeurs propres semblent s'équilibrer a droite du tracé.

Selon le critére de Kaiser et le test des valeurs propres [136], ce sont les deux premiéres
composantes du tableau 12 qui peuvent étre retenues dans 1’explication de la variabilités des

données.
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Figure 24 : Graphe de la variance expliquée en fonction du nombre de composantes étudiées.

Dans une étude statistique, nous mesurons, sur chaque unité d’un échantillon, différentes
variables et nous chercherons s’il existe une certaine forme d’association entre elles. Le cas le
plus simple est celui d’une dépendance statistique ou corrélation [134].

Le coefficient de corrélation r permet d'identifier s'il y a une relation linéaire entre deux
variables Xi et Xj. r varie entre -1 et +1. Si | r | =1, les variables sont parfaitement corrélées.
Sir=0, il n'y a pas la moindre corrélation, les variables sont parfaitement indépendantes
[135].

Il 'y a corrélation entre deux variables observées sur les éléments dune population si les
variations de ces deux variables se produisent dans le méme sens (corrélation positive) ou en
sens contraire (corrélation négative).

La matrice de corrélation des cing variables étudiées est présentée dans le tableau 13.

Tableau 13 : Matrice de corrélation des variables étudiées.

Variables Rendement  Hauteur Longueur des Largeurdes  Altitude
feuilles feuilles
Rendement 1
Hauteur -0,24 1
Longueur des feuilles -0,28 0,46 1
Largeur des feuilles -0,15 0,33 0,55 1
Altitude 0,58 - 0,56 -0,39 -0,35 1
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Le coefficient de corrélation linéaire ne mesure pas une relation de cause a effet entre deux
variables. En effet, deux variables peuvent étre corrélées sans que les variations d’une
variable entrainent les variations de 1’autre, cela signifie seulement que les variations des deux
variables sont dues a une méme cause commune extérieure [134].

Les coefficients de corrélation partielle ne peuvent étre calculés, que si les variables
explicatives sont aléatoires (cas de la régression linéaire). Ces coefficients permettent de
tester I’influence de chaque variable ou d’une combinaison d’un certain nombre de variables

explicatives.

Anaslyse effechste sur 22 Individus Princi paux
Inesthe Expligués - TH85% Axe 1 : 40 38% / Axe 2 2408%

T T - T— Aazi

X4

X3
X1
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Figure 25 : Graphe des corrélations entre les variables étudiées.

La projection des résultats du tableau 13 sur le graphe montre que I’altitude est corrélée
positivement avec le rendement en HE. Au contraire, le rendement est corrélé négativement avec

la hauteur, la largeur et la longueur des feuilles.

11.2.1.2. Etude des individus
L’étude des variables montre que les deux premiéres composantes donnant une explication
satisfaisante de la distribution des individus. La projection de la distribution des individus sur

les deux axes retenus est illustrée dans la figure 26.
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Figure 26 : Graphe de distribution des individus.

Deux regroupements apparaissent clairement dans ce graphe. Ainsi, le 1°® groupe est formé

par les individus de 1 & 11, alors que le 2°™ groupe est formé par les individus de 12 & 22.

Les individus qui forment le 2°™ groupe sont ceux situés dans le versant exposé au soleil et
ils sont caractérisés par un rendement élevé en HE. Au contraire, les individus qui forment le

1% groupe sont ceux situés dans le versant abrité du soleil et ils sont pauvres en HE.

11.2.2. Modélisation du rendement en fonction des variables étudiées

La régression linéaire multiple nous a permis de trouver et d’expliquer les relations entre la
variable expliquée (rendement en HE) et les variables explicatives (Hauteur, altitude,
longueur et largeur des feuilles). L’ajustement du modele étant obtenu par la méthode des

moindres carrés.

Tableau 14 : Analyse de la variance de I’étude de I’individualité.

Modeéle Somme des Ddl Moyenne des F Signification
carrés carres
Régression 0,020 4 0,005 5,592 < 0,005
Résidu 0,015 17 0,001
Total 0,036 21
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D’aprés les résultats du tableau de 1’analyse de variance (Tableau 14), nous pouvons conclure
que I’effet principal du modéele est significatif puisque la probabilité de la signification du
risque est inférieure a 5 %.

Les coefficients de chacun des variables étudiées avec leurs valeurs ainsi que les valeurs

statistiques de t-student et leurs significations sont regroupés dans le tableau 15.

Tableau 15 : Effets des coefficients du modéle qui relie la variable dépendante aux autres

variables étudiées.

Coefficient Valeur Ecart-type t-student ~ Signification
Constante - 0,775 0,259 -2,991 0,008
Hauteur 0,005 0,015 0,299 0,769
Longueur des feuilles 0,087 0,030 2,850 0,011
Largeur des feuilles -0,073 0,050 - 1,466 0,161
Altitude 0,002 0,000 3,714 0,002

Le modéle mathématique retenu pour la modélisation du rendement en HE en fonction des

cing variables étudiées est représenté par 1’équation suivante :
Y =-0,775 + 0,005 X1 + 0,005 X1 + 0,087 X2 — 0,073 X3+ 0,002 X4  &. 17

Avec : Y : Rendement (%) ; X1: Hauteur (m); X2: Longueur des feuilles (cm); X3:
Largeur des feuilles (cm) ; X4 : Altitude (m).

Le modéle obtenu lors de cette étude semble ne pas étre suffisant pour une meilleure
modélisation du rendement en HE en fonction des parametres morphologiques et
géographiques puisque le coefficient de détermination R2 n’est pas assez suffisant. Ainsi, une
augmentation des termes du mod¢le par 1’ajout d’autres termes peut contribuer a leur

ameélioration.
11.3. Discussion des résultats

L’analyse en composantes principales montre que les parameétres morphologiques étudiés
(Hauteur, longueur et largeur des feuilles) ont des valeurs plus élevées chez les individus de
P. lentiscus de 1 a 11 qui sont situés au versant abrité du soleil (Ubac) aux altitudes plus
basses et qui sont pauvres en HE. Alors que les individus de 12 a 22 qui ont des rendements
plus élevés en HE, ils sont situés dans le versant exposé au soleil (Adret) et caractérisés par

des parametres morphologiques moins importants.
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A la lumiére des résultats de 1’étude de I’ACP qui ont montré 1’existence d’une corrélation
positive entre le rendement en HE et I’altitude, ainsi que la différence observée dans le
rendement en HE (plus élevé chez les individus du versant adret que chez ceux du versant
ubac) et qui a été confirmés par 1’analyse de la variance a un facteur qui a prouvé 1’existence
d’une différence significative entre les valeurs des rendements relevées pour les deux groupes
d’individus étudiés. Nous pouvons admettre que la réduction de croissance ainsi que les
teneurs élevees en HE observées chez les individus du versant Adret sont souvent liées aux
mécanismes de réponse des ces individus au stress photooxydant, induit par I’exposition aux
rayonnements solaires.

Dans les conditions naturelles, un stress di a un fort rayonnement solaire est rarement un
phénomene isolé. Il est souvent associé a une élévation de température [137]. En effet, si la
feuille regoit un rayonnement, sa température tend a s’élever, ce qui augmente la transpiration
des feuilles [138].

La réponse de la plante a une forte température peut avoir pour conséquence, une accélération
de l'installation d'une carence en eau [138]. Il semble que le déficit hydrique est intégré sous
forme d'une fonction de réduction de la production journaliere de biomasse chez les plantes
stressées [139].

Ainsi, La différence observée dans les paramétres morphologiques de la population étudiée de
P. lentiscus est due principalement a I’adaptation des individus du versant ensoleillé aux
contraintes environnementales causées par 1’élévation de température induit par I’exposition
au fort rayonnement solaire. Le stress hydrique associé au stress photooxydant a eu
probablement un effet négatif sur la croissance des individus de P. lentiscus exposés au soleil.
La diminution de la hauteur des individus et de la longueur et largeur des feuilles est liee a

I’adaptation de ses individus au déficit hydrique.
I11. CONCLUSION

Cette partie d’étude nous a permis de classer les 22 individus étudiés selon les cing
parameétres proposés. Ainsi, les résultats de 1’étude de I’ACP ont montré que les individus de
la population étudiée se rassemblent pour former deux groupements distincts. Le 1% groupe
est formé par les individus de 1 a 11 situés dans le versant ombragé et sont caracterises par
des teneurs faibles en HE, alors que le ptme groupe est formé par les individus de 12 a 22

situés dans le versant exposeé au soleil et sont caractérisés par des teneurs plus élevés en HE.
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La régression linéaire multiple nous a permis de montrer et d’expliquer les relations entre la
variable expliquée (rendement en HE) et les variables explicatives (Hauteur, altitude,
longueur et largeur des feuilles).

Les résultats obtenus ont montrés une corrélation positive entre le rendement en HE et I’altitude.
Au contraire, le rendement est corrélé négativement avec la hauteur, la largeur et la longueur des
feuilles.

Nous pouvons alors établir une liaison entre I’exposition au soleil et les paramétres
morphologiques étudiées.

Cette partie d’étude peut avoir un intérét économique tres important dans le cadre d’une

exploitation potentielle de I’huile essentielle de P. lentiscus de cette zone d’¢tude.
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D. ETUDE DE L’EFFET DE SECHAGE SUR LE RENDEMENT EN HUILE
ESSENTIELLE DE Pistacia lentiscus

I. MATERIEL ET METHODES
I.1. Matériel végétal étudié

Les feuilles récoltées ont été choisies en se basent sur les résultats obtenus en partie 2. La
récolte se fait seulement a partir des individus du versant exposé au soleil et situés aux

altitudes les plus élevées.
1.2. Traitement avant distillation

Pour réaliser cette partie d’étude, nous avons procédé aux expérimentations suivantes :

- Dans un premier temps, nous avons fait un suivi mensuel des extractions par
hydrodistillation de I’huile essentielle des feuilles de lentisque (depuis le mois de janvier
jusqu’au mois de décembre de la méme année).

- Les feuilles récoltées ont été brassées afin d’homogénéiser le mélange qui a été placé a
I’ombre et a I’air libre. La matiere végétale a été étalée en fines couches et retournée
fréguemment durant toute la période de séchage. Ensuite, des extractions par hydrodistillation
de I’huile essentielle des feuilles de lentisque ont été réalisées chaque jour, pendant 15 jours
de stockage a I’air libre et a 1’abri du soleil, durant le mois au cours duquel les rendements

sont les plus élevées.
1.3. Extraction de I’huile essentielle

L’extraction se fait de la méme facon que dans la partie A.11.2. L'humidité du matériel végétal
est déterminée apres étuvage a 105°C pendant 4 heures [122] par la formule :

H(%) = MfM;fMS X 100 éq. 18
H : Humidité contenue dans la matiére végétale (%)

M, : Masse en matiére végétale fraiche (g)

M; : Masse en matiére végétale séche (g)

Les rendements sont exprimes par rapport a la matiére seche par la formule (éq. 1) :

Chaqgue essai a été réalisé en triple.
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I1. RESULTATS ET DISCUSSIONS
11.1. Effet de la période de récolte

La figure 27 présente les teneurs en HE obtenues suivant la période de récolte et durant les
douze mois d’étude : janvier- décembre.

Le rendement minimal en HE obtenu est au mois de janvier avec un taux de 0,18 £+ 0,01 %.
Aprés le mois de janvier, les rendements augment continuellement.

Le meilleur rendement en HE obtenu a partir des échantillons récoltés est au mois de mai avec
un taux de 0,32 * 0,015 %. Alors que ceux obtenus a partir des collectes des mois de mars,
avril et juin ont été relativement intéressants avec des taux de 0,25 + 0,01 % ; 0,25 % et 0,26
+ 0,02 % respectivement.

Apres le mois de juin, les rendements en HE chutent jusqu’a un taux de 0,20 % qui

correspond au mois de décembre.
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Figure 27 : Evolution du rendement en huiles essentielles des feuilles de Pistacia lentiscus en
fonction de la période de récolte.

Nos résultats concordent avec ceux trouvés pour d’autres especes telles que 1’armoise

blanche, le thuya de Berbére et le genévrier de Phénicie [127, 128, 141].
11.2. Effet de la duree de séchage

Les résultats obtenus des taux d’humidité et des rendements en HE des feuilles P. lentiscus a

I'état frais et son évolution au cours du séchage a l'air libre ont été regroupées dans le tableau
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L’évolution des taux d’humidité et du rendement en HE en fonction du temps de séchage est

illustrée dans la figure 28.
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Figure 28 : Evolution du rendement en huile essentielle de Pistacia

lentiscus en fonction de la durée de séchage a I’air libre.

L’analyse de la figure 28 montre que le taux d’humidité diminue progressivement au cours de
la période de séchage, puis devient pratiquement constant. Ainsi, il passe de 53,6 + 0,5 % au
premier jour a 8,2 £ 0,1 % au quatorziéme et quinziéme jour de séchage.

Le rendement en HE, exprimé par rapport a la matiere séche, évolue durant le séchage du
matériel végétal avant sa distillation. Dans une premiere phase, ce rendement commence par
une nette augmentation pour atteindre un maximum. Puis dans une deuxieme phase, il baisse
réguliérement.

Le rendement en HE passe de 0,32 + 0,01 % a 0,42 + 0,01 % au bout de 7 jours, soit une
augmentation de 31 %. Au-dela de cette période, il diminue progressivement puis devient
pratiqguement constant. Ainsi, le maximum de la teneur en huiles essentielles est obtenu au
sixieme et septiéme jour 0,42 % et jusqu’au 15°™ jours de séchage le rendement en HE (0,32
%) reste toujours supérieur a celui des feuilles fraiches.
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11.3. Modélisation du rendement en fonction de I’humidité

Nous avons cherché le modéle qui relie le rendement en huile essentielle a 1’humidité
contenue dans les feuilles de Pistacia lentiscus. Pour pouvoir aboutir a cet objectif, nous nous

sommes servis de la modélisation par régression linéaire.
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Figure 29 : Evolution du rendement en huile essentielle de Pistacia

lentiscus en fonction de ’humidité.

L’allure parabolique de la figure 29 nous a mené a penser que le modele le mieux adapté sera
un polynéme de degré 2 :

Y =a0+a1X+allaX2 éq 19

Le traitement statistique a été réalis¢ a 1’aide du logiciel du traitement statistique JMP version
8.1 [142]. D’apres le tableau 16 de 1’analyse de la variance, nous pouvons affirmer que 1’effet
principal de la régression est significatif puisque la probabilité de la signification du risque p-
value est inférieure & 0,05.

Tableau 16 : Analyse de la variance du modele linéaire reliant le rendement a I’humidité.

Source Somme des carrés ddl Carré moyen  Rapport F  Probabilité
Modéle 0,0163 2 0,00812
) 161,68 <0,0001
Résidu 0,0006 12 0,00005
Total 0,0169 14
R 97%
R%a 96%
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Le coefficient R? est égal a 97%, cette valeur reflete la corrélation
entre les valeurs expérimentales et prévues du modele adapté. L’ajustement du modele a été
donné par le coefficient R.? qui prend une valeur égale a 96%. Ces deux coefficients
semblent étre trés suffisants.

Les effets de tous les facteurs étudiés ainsi que les valeurs statistiques de t-student et la

probabilité observée (p-value) sont regroupés dans le tableau 17.

Tableau 17 : Effets des coefficients du modeéle de régression qui relient le rendement a

Phumidité.
o Ecart-
Terme Coefficient Effet t-student p-value
Type
Constante ag 0,361 0,00325 111,12 <0,0001
Humidité (%) ai 0,002 0,00015 15,65 <0,0001
Humidité (%)xHumidité (%) ain -0,0002 0,00001 -17,25 <0,0001

Les résultats du tableau 17 indiquent que les facteurs ap, a; et a;; présentent un effet

statistiquement significatif puisque leur p-value est inférieur a 0,05.
I1.4. Discussion des Résultats

L'augmentation de la teneur en huile essentielle pendant les premiers jours de séchage est
proportionnelle a la diminution du taux d'humidité. Les analyses statistiques montrent que les
rendements en huile essentielle varient significativement avec le taux d'humidité des feuilles.
Le séchage de la plante, avant sa mise en distillation, est un traitement qui a des effets trés
nets sur le rendement en huile essentielle [143].

La variation de la teneur en huile essentielle des feuilles en fonction de la durée de séchage
est similaire a ce qui a été montré pour plusieurs autres espéces de PAM, telles que le thuya
de Barbarie, I’eucalyptus, la verveine et le romarin [131 ; 144 ; 145 ; 146 ; 147].

Zrira et al. a conclu qu’il s’agit d’un phénoméne biologique, la plante aprés sa récolte
continue a vivre et son activité de biosynthése des terpenes et dérivés s’accentue. C’est un
moyen de défense contre le stress hydrique pour la plante [148].

C’est ce qui expliquerait I’augmentation des rendements en huiles essentielles des feuilles de

Pistacia lentiscus pendant la premiere phase de la courbe représentée dans la figure 28.
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D. Etude de I’effet du séchage

Aprés la mort de la plante, toute 1’activité de biosyntheése s’arréte et les pertes d’huiles
essentielles par évaporation ne sont plus compensées, d’ou les baisses des rendements de
distillation [148].

Le modele mathématique retenu pour la modélisation du rendement en huile essentielle en

fonction du taux de I’humidité des feuilles de lentisque est représenté par 1’équation suivante :
Rendement (%) = 0,361 + 0,002 X Humidité (%) — 0,0002 x (Humidité (%))? éq. 20

Le modele quadratique postulé et validé explique environ 97% de la variabilité totale avec un
meilleur ajustement. Ainsi, ce modéle peut étre utilisé pour estimer le rendement en HE en

huile essentielle des individus de la zone d’étude.

I11. Conclusion

Cette partie d’étude nous a permis d’évaluer I’influence de la période de récolte sur le
rendement en huiles essentielles des feuilles de P. lentiscus. Ainsi, les meilleurs rendements
ont été obtenus a partir des collectes du mois de mai.

Les résultats obtenus, au terme de ce travail, montrent aussi une influence significative du
séchage a I’ombre et a 1’air libre sur le rendement en HE. Le meilleur rendement, soit 0,42%,
est obtenu entre six et sept jours pour une teneur en eau égale a 22 %. Jusqu’au 15°™ jours de
séchage le rendement en HE qui est d’une valeur de 0,33 % reste toujours supérieur a celui
des feuilles fraiches.

Le modeéle quadratique postulé pour la modélisation du rendement en huile essentielle en
fonction du taux d’humidité des feuilles peut présenter un outil pertinent de prédiction et
d’estimation du rendement en huile essentielle en connaissant seulement le taux d’humidité
des feuilles.

A la lumiere de ces résultats, nous pouvons conclure que la meilleur période de récolte des
feuilles de P. lentiscus est celle du stade de floraison, ainsi que la durée optimale de séchage a

I’aire libre est entre 6 et 7 jours. Pour la suite du travail, toutes les extractions se portent sur

des feuilles de P. lentiscus séchées a 1’air libre pendant 6 a 7 jours.
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E. Etude de I’optimisation des facteurs

E. ETUDE DE DL’OPTIMISATION DES FACTEURS INFLUENTS SUR
L’EXTRACTION PAR HYDRODISTILLATION DE L’HUILLE ESSENTIELLE DE

Pistacia lentiscus

Les études de séchage et de I’individualité nous ont permis d’améliorer le rendement en HE
par I’optimisation des facteurs qualitatifs agissant sur le processus d’hydrodistillation.
L’utilisation d’une technique de PE tel que la méthodologie de surface de réponse (MSR)
peut étre considérer comme 1’outil idéal qui nous offre la possibilit¢ d’une étude de
modélisation du phénoméne d’extraction par hydrodistillation d’HE.

Jusqu’a maintenant, nous avons utilis¢é uniquement des plans dont les facteurs prenaient
seulement deux niveaux et dont le modele mathématique de la réponse était du premier degré.
Mais il arrive assez souvent que 1’explication des réponses mesurées obtenues par un modéle
du premier degré soit insuffisante [113]. Il faut passer dans ce cas a un modele du second
degré dont I’objectif est la modélisation du phénoméne, en abandonnant la simple recherche

des facteurs influents qui était 1’objectif des plans de criblage.
I. MATERIEL ET METHODES
I.1. Matériel végétal étudié

Les feuilles du P. lentiscus utilisées pour cette étude ont été choisis en se basent sur les
résultats obtenus en partie 2 et 3. La récolte se fait seulement a partir des individus du versant
expose au soleil et situes aux altitudes les plus élevées. Les feuilles récoltées ont été brassées
afin d’homogénéiser le mélange qui a été placé a I’ombre et a I’air libre. La matiére végétale a
été étalée en fines couches et retournée fréquemment durant une période de séchage de sept

jours.
1.2. Extraction de I’huile essentielle

L’appareil utilis¢é pour I’hydrodistillation est de type Clevenger [121]. C’est le méme
appareillage utilisé lors de I’étude de criblage.

1.3. Méthodes d’études

1.3.1. Choix de la réponse

La réponse étudiée dans notre cas est le rendement en HE de P. lentiscus calculé par (éq. 1).
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1.3.2. Choix des facteurs
Le choix des facteurs a été pris en tenant compte des résultats obtenus aux études effectuées
précédemment (chapitre 2, 3 et 4) concernant les facteurs qui influents le rendement en HE de

P. lentiscus extraite par hydrodistillation.

1.3.3. Choix des niveaux des facteurs

11 s’agit de choisir les niveaux haut et bas de chaque facteur (Tableau 18). Les niveaux des
facteurs ont été choisis en tenant compte les limites expérimentales de fonctionnement de
I’appareillage :

- Le Temps de I'opération d'hydro-distillation varie entre 60 et 180 min.

- Le rapport entre la matiere végétale et I'eau dans le ballon de distillation : nous utilisons un
ballon de 1000 mL, ce qui veut dire que les niveaux bas et haut de ce facteur sont : (200 mL

d’eau/ 100 g de matiére végétale/) et (400 mL d’eau/ 100 g de matiére végétale).

Tableau 18 : Facteurs et leurs niveaux réels et codées de I’étude d’optimisation.

Facteurs Code de variable Unité Centre Pas de variation
Temps X1 Min 120 60
Ratio (eau/plante) X2 mL/g 3 1

1.3.4. Choix du plan d’expérience
Le choix du plan utilisé dans cette étude d’optimisation s’est porté sur un plan de surface de

réponse du type composite (plan du second degré).

1.3.5. Matrice d’expérience

Le plan composite est constitué de trois éléments :

v" Plan factoriel : constitué de points d’expériences situés aux sommets de carrés (pour deux
facteurs). Ainsi que des points de controles au centre du domaine d’étude.

v" Plan en étoile : le choix de ’emplacement des points en étoile est 1ié aux conditions
expérimentales et a des considérations théoriques basées sur les critéres d’optimalité.

v' Points au centre : ces points sont importants et ont plusieurs roles. lls servent a tester la
validité du modele du premier degré, permettent d’obtenir une estimation de 1’erreur
expérimentale, diminuent 1’erreur de prédiction prés du point central et interviennent dans le

calcul de "o (Annexe 2).

Le nombre total n d’essais a réaliser dans un plan composite est :

n=ns+n,+nNg éq. 21
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Avec :

n¢: nombre des essais du plan factoriel ;

N, : nombre des essais du plan en étoile ;

No : nombre des essais au centre.

Le plan composite & deux facteurs nous a permis d’obtenir une matrice d'expérience a 12
essais. Le domaine d'étude est ainsi remplacé par le domaine (-1, +1) et les 12 essais décrits

par la matrice d’expérience sont réalisées (Tableau 19).

Tableau 19 : Matrice d'expériences générée de I’étude d’optimisation.

Numeéro de I’essai X1 X2
1 -1,00 -1,00
2 1,00 -1,00
3 -1,00 1,00
4 1,00 1,00
5 1,21 0,00
6 -1,21 0,00
7 0,00 1,21
8 0,00 -1,21
9 0,00 0,00
10 0,00 0,00
11 0,00 0,00
12 0,00 0,00

1.4. Modele mathématique et analyse statistique

Le modele mathématique postulé utilisé pour les plans composites est un modéle du second
degré dans lequel on conserve le coefficient constant, les termes du premier degré, les termes
rectangles et les termes du second degré. Il n’y a pas d’interactions d’ordre 3 ou plus élevé
[113].
Le rendement de I’hydro-distillation (Y) dépend des facteurs présentes ci-dessus, ce qui se
traduit mathématiquement par :

Y =1 (X1; X2).

Le modéle mathématique résultant est un polynéme d'ordre 2 tel que :
Y = bo+ b X1+ boXo + boX Xs + b11X12 + b22X22 +& eq 22
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Avec:

Y: le rendement en HE (réponse) ;

f : la fonction de réponse ;

X1, Xz : les facteurs pris en compte ;

bi (bo, b1, b2, b1z, b1, b2y) : les coefficients des facteurs ;

¢ . le terme d’erreur.

L’analyse statistique se fait en utilisant les mémes modalités lors de 1’étude de criblage

(chapitre 1, paragraphe 11.4).
1.5. Etude du Point test

Cette étape repose sur la réalisation d’un essai expérimental et la comparaison de la réponse
expérimentale obtenue avec la réponse prédite par le modele. La prédictibilité du modele sera

confirmée si les deux valeurs ne présentent pas de différence significative.

Il. RESULTATS ET DISCUSSIONS

11.1. Plan d’expérimentation

Les essais inclus (points en étoiles et points centraux) sont menés en accord avec le plan
d’expérience complémentaire. Les extractions du plan d’expérimentations qui est la
traduction des variables codees en variables réelles sont effectuées et les résultats sont
enregistrés (Tableau 20).
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Tableau 20 : Plan d'expérimentation de I’étude d’optimisation.

Numéro de I’essai Temps (min) Ratio (mL/g) Rendement (%)
1 60,00 2 0,40
2 180,00 2 0,51
3 60,00 4 0,46
4 180,00 4 0,58
5 192,60 3 0,56
6 47,40 3 0,42
7 120,00 4,21 0,52
8 120,00 1,79 0,45
9 120,00 3 0,50

10 120,00 3 0,50
11 120,00 3 0,50
12 120,00 3 0,51

11.2. Analyse statistique de la réponse

11.2.1. Analyse de la variance
Les données de base pour I’analyse de variance qui correspondent aux réponses mesurées,

réponses calculées par le modeéle et les valeurs résidus, sont représentées dans le tableau 21.

Tableau 21 : Données de base de I’analyse de variance d’étude d’optimisation.

Essai n° Réponses mesurées  Réponses calculées Résidus
1 0,4000 0,3993 0,0007
2 0,5100 0,5096 0,0004
3 0,4600 0,4562 0,0038
4 0,5800 0,5765 0,0035
5 0,5600 0,5626 -0,0026
6 0,4200 0,4231 -0,0031
7 0,5200 0,5254 -0,0054
8 0,4500 0,4504 -0,0004
9 0,5040 0,5039 0,0001

10 0,5040 0,5039 0,0001
11 0,5050 0,5039 0,0011
12 0,5056 0,5039 0,0017
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Les résultats des calculs de 1’analyse de variance figurent dans le tableau 22, qui indiquent que
I’effet principal du modéle est significatif puisque la probabilité de la signification du risque

p-value est inférieure a 0,05.

Tableau 22 : Analyse de la variance de I’étude d’optimisation.

Source de Sommedes  Degréde Carré moyen Rapport p-value
variation carrés liberté
Régression  3.02880 107 5 6.05760 107 265.2952 < 0.0001 ***
Résidus 1.37001 10 6 2.28334 10
Total 3.04250 10 11
Manque 6.50000 107 3 2.06669 10~ 0.8267 0.561
d’ajustement
Erreur pure  7.50000 10° 3 2.50000 10~

*** - Coefficient hautement significatif ; **: Coefficient trés significatif ; * : Coefficient significatif

L’analyse de variance permet de calculer le coefficient de détermination RZ Le calcul de ce
rapport nous donne un R? d’une valeur de 0,998. Ainsi, nous pouvons conclure que ce R?
quantifie d’une maniére claire la bonne qualité du modéle utilisé. Ce modéle prend en charge
la plus grande partie de I’explication des réponses mesurées.

La somme des carrés due aux résidus a éte divisée en somme de deux sources de variations :
le manque d’ajustement et 1’erreur expérimentale ou I’erreur pure.

Rappelons que les regles et les tests statistiques ne s’appliquent qu’aux variables purement
aléatoires. Le manque d’ajustement n’étant pas une grandeur aléatoire mais une erreur
systématique. Nous ne devrons pas appliquer les regles statistiques aux écarts. Nous le faisons
pourtant car nous supposons que le manque d’ajustement est de 1’ordre de grandeur de
I’erreur expérimentale. Il est donc bon de s’assurer de la validité de cette hypothése : le
manque d’ajustement est de I’ordre de grandeur de 1’erreur expérimentale [111].

La mesure de la variance des résidus est tirée de I’analyse de variance et la mesure de 1’erreur
expérimentale est assurée par les répétitions. Nous pouvons donc calculer la variance de
I’ajustement. En comparant la variance de I’erreur expérimentale a la variance de
I’ajustement, il est possible de voir si 1’hypothése est valide. La rubrique du manque

d’ajustement montre que le manque d’ajustement est plus petit que I’erreur expérimentale.

111.2.2. Analyse des résidus
Les résidus sont représentés dans la figure 30 en fonction des réponses calculées. Le graphe
indique que les points semblent répartis au hasard et il n’apparait pas de structures nettes.

Dans ces conditions, nous considérons qu’il n’y a plus d’informations a extraire des données.
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Figure 30 : Analyse des résidus de I’étude d’optimisation.
11.3. Etude des effets des facteurs

Le tableau 23 donne les valeurs des coefficients du modéle ou chaque coefficient figure

accompagné de sa valeur, de son écart-type, du t-student et de sa p-value.

Tableau 23 : Effet des coefficients du modéle de I’étude d’optimisation.

Nom Coefficient Ecart-Type t-student p-value
b0 0,502 0,002 214,89 < 0,0001 ***
bl 0,058 0,002 31,76 < 0,0001 ***
b2 0,031 0,002 17,07 < 0,0001 ***
b1l -0,006 0,002 -2,76 0,032 *
h22 -0,010 0,002 -4,24 0,005 **
b12 0,002 0,002 1,05 0,337

*** . Coefficient hautement significatif ; **: Coefficient trés significatif ; * : Coefficient significatif

La probabilité de la signification du risque p-value qui correspond au coefficient de la
constante by est significative, il faut la conserver dans le modele final. Au seuil de

signification 0,05.
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Nous conservons aussi les coefficients qui correspondent aux deux facteurs étudiés : temps
d’hydrodistillation (b;) et ratio (eau/plante) (b2). Ainsi que les coefficients des termes
quadratiques : by; et by,.

L’effet de I’interaction entre le temps d’hydrodistillation et ratio (eau/plante) s’est révélé non

significatif puisque le coefficient b12 a une p-value de 0,337 supérieure a 0,05.
11.4. Modéle mathématique

Les coefficients du modele du second degré donné par le tableau 23 nous permettent d’écrire
le mod¢le du second degré qui résume I’ensemble des essais représentant le rendement de

I’extraction par hydro-distillation de I’huile essentielle de Pistacia lentiscus :
Y= 0,502 + 0,058 X3+ 0,031 X, — 0,006 X;° — 0,010 X,° éqg. 23
11.5. Etude graphique

C’est avec le modele mathématique retenu que tous les graphiques ci-dessous, vont étre
¢établis par le logiciel et que nous pourrons faire des prévisions dans le domaine d’étude.

Les graphes des courbes d’isoréponses et de surfaces de réponses tridimensionnelles pour le
rendement en HE de P. lentiscus sont affichés sur les figures 31 et 32. Les deux figures
déterminent la contribution du temps de distillation et le rapport (eau/plante) sur le rendement

obtenu en HE.
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Figure 31 : Graphe des courbes d’isoréponses pour le rendement en huile essentielle de

P. lentiscus.
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La figure 32 montre que la variation des facteurs étudiés a une contribution tres importante
sur la variation du rendement en huile essentielle de P. lentiscus qui passe de 0,40 % a 0,58

%.
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Figure 32 : Graphe de surface de réponse pour le rendement en huile essentielle de
P. lentiscus.
11.6. Point test

Afin de confirmer les résultats obtenus et finaliser les tests de validité du modéle propose,
nous avons procédé a la vérification par un point test. Ainsi, nous avons réalisé un essai
d’extraction par hydrodistillation de I’HE de P. lentiscus. Les conditions opératoires du point

test ainsi que la réponse expérimentale et celle prédite par le modele sont représentées dans le

tableau 24.
Tableau 24 : Réponse prédite et expérimentale du point test.
Facteur Valeur Valeur Réponse Réponse
codée réelle predite expérimentale
(%) (%)

Temps d’hydrodistillation 0,5 150 0,544 0,550 + 0,002

(min)
Ration (eau/plante) 0,5 3,5

(mL/g)

Les résultats obtenus indiquent qu’il n’y a pas de différence significative entres les réponses

expérimentale. Ce qui confirme le profil de prédiction du modele postulé.
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I1.7. Discussion des résultats de I’optimisation des facteurs

Les résultats de I’analyse de variance (Tableau 22) ont prouvé que le modele postulé prend en
charge la plus grande partie de 1’explication des réponses mesuréees, ce qui nous a permis de
calculer les coefficients des facteurs étudiés et leurs significations. Ainsi, tous les coefficients
du modele se sont révélés significatifs, sauf le coefficient bi, qui correspond a 1’effet de
I’interaction entre le ratio (eau/plante) et le temps de I’hydrodistillation. L’effet de
I’interaction des deux facteurs étudiés est considéré comme négligeable et le coefficient by,
peut étre éliminé de notre modele.

La méthodologie des surfaces de réponses, nous a permis de modéliser le processus
d’extraction par hydordistillation de 1’huile essentielle de P. lentiscus en utilisant un plan
composite avec un modéle mathématique de second degré.

La rubrique du manque d’ajustement (tableau 22) confirme bien que 1’erreur expérimentale
est plus petite que le manque d’ajustement. Si nous avons besoin de faire des prévisions de
grande précision et nous voulons améliorer les statistiques, le modele trouvé ne serait pas
suffisant et il faudrait adopter un modéle qui réduit le manque d’ajustement. Dans notre cas,
cette précision nous convient et nous ne chercherons aucun autre modéle.

Pour finaliser les tests de validation du mode¢le retenu, I’outil de point test nous a permis de
confirmer le profil de prédiction de notre modéle grace auquel nous avons pu tracer les
graphes des courbes d’isoréponses et de surfaces de réponses (Figures 31 ; 32).

Nos résultats concordent avec ceux trouvés pour d’autres espéces telles que Pelargonium
Graveolens, Myrtus communis, Rosmarinus officinalis et Thymus vulgaris [149 ; 150].
Comme nous I’avons déja prouvé lors de I’étude de criblage, la minimisation du rapport
(plante/eau) entraine une baisse du rendement en HE. En fait, une quantité élevée de la
matiére végétale dans I'eau empéche la vapeur d'eau formée dans la partie inférieure du
réservoir de monter dans le tube de condensation, ce qui provoque une diminution du
rendement [149].

En ce qui concerne le temps d'hydro-distillation, la cinétique d’extraction semble étre
généralisable a toutes les espéces végétales soumises a I’extraction des huiles essentielles. En
fait, I’épuisement total de la masse végétale traitée est pratiquement impossible, elle
demanderait une durée trop longue. Logiquement, on ne distille jamais une plante jusqu’a ce
qu’on ne récupere plus aucune trace d’huile essentielle, mais on distille jusqu’a ce que les
résultats obtenus ne justifient plus les cotts de la poursuite de I’opération de distillation. En
effet, la quantité d’huile essenticlle récupérée par unité de temps commence a baisser tres

rapidement, apres la phase exponentielle de départ, alors que les codts restent constants [132].
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En suivant cette logique, nous pouvons avoir le rendement recherché dans le domaine d’étude
pour des conditions opératoires variées. Ainsi, un rendement de 0,55 % peut étre obtenu en
utilisant un ratio (plante/ eau) de valeur 1/4 (g/mL) avec un temps de 150 min.

Ce méme rendement peut aussi, étre obtenu avec un ratio de 1/3 (g/mL) et un temps
d’hydrodistillation de 180 min.

Il sera bien avisé de choisir les conditions les plus avantageuses économiquement. pour avoir
un rendement de 0,5 % d’HE de P. lentiscus, I’expérimentateur peut dinimuer le temps
d’extraction de 165 a presque 95 min, voir un gain de 70 min, juste avec une simple variation

du ratio (plante/ eau) dans le domaine d’étude.
I11. CONCLUSION

L’hydrodistillation est une voie de valorisation des ressources végétales aromatiques et
meédicinales par I’extraction des huiles essentielles. Son efficacité dépend a la fois du matériel
végétal et du procédé d’extraction mis en ceuvre.

Dans cette partie d’étude, nous avons pu modéliser et optimiser 1’extraction par
hydrodistillation de I’huile essentielle de Pistacia lentiscus, grace aux plans d’expériences, et
plus précisément a la méthodologie de surface de réponse via un plan composite. Ce plan
associé a un modele mathématique sous forme de polynéme du second degré, a permis de
calculer la réponse moyenne, les effets des facteurs et les interactions entre ces facteurs.
Ainsi, l'effet des différents paramétres étudiés sur le processus d’extraction a été étudié. Le
rendement en huile essentielle selon le modéele mathématique postulé et validé dépend des
termes linéaires b;, b, et des termes quadratiques bii, b, qui correspond au temps
d’hydrodistillation et au ratio (plante/eau) respectivement.

La méthodologie de surface de réponse a été un outil utile d'enquéter sur les conditions
optimales de I’extraction par hydrodistillation de 1’huile essentielle de Pistacia lentiscus.

Pour cette plante, un temps d’hydrodistilation de 180 min et un ratio (plante/ eau) de 1/4 g/mL
présentent les conditions opératoires optimales pour maximiser le rendement en HE. Mais il
sera toujours possible d’aviser de choisir les conditions les plus avantageuses
économiquement en se basant sur le profil d’isoréponse obtenue ainsi que la surface de
réponse.

Ces résultats peuvent étre une base pour ’extrapolation de ’optimisation des conditions
expérimentales de I’extraction de I’HE de lentisque par procedé pilote ou industriel. Donc, ils
peuvent représenter un grand intérét économique, surtout apres la confirmation de ’effet du

temps de I'hydrodistillation et du ratio (plante/ eau) sur la maximisation du rendement.
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F. ETUDE DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES MELANGES A BASE DE
L’HUILE ESSENTIELLE DE Pistacia lentiscus ET D’AUTRES HUILES
ESSENTIELLES

Durant les dernieres années, un intérét accru s’est focalisé sur les substances biologiquement
actives isolées des plantes [151], notamment en vue de I’élimination des micro-organismes
pathogeénes en raison de la résistance de ces derniers vis-a-vis des antibiotiques [66]. L’intérét
progressif de l'utilisation de ces plantes a poussé a la recherche de nouvelles méthodologies et
a la conception appropriée pour développer de nouveaux produits & valeur thérapeutique avec
d’efficaces principes actifs anti-infectieux en général et antibactériens en particulier [152 ;
153].

Depuis la découverte des divers effets additifs, synergiques et antagonistes et de leur
importance dans le domaine thérapeutique, les interactions entre les agents biologiquement
actifs sont devenues un sujet important pour la recherche scientifique [154].

L’utilisation d’une technique de « plans d’expériences » tel que la méthodologie des plans de
mélange, peut étre considérer comme une innovante approche, pour potentialiser et optimiser

les effets biologiques des extraits des plantes.
I. MATERIEL ET METHODES
I.1. Souches bactériennes

L'effet antibactérien d'huiles essentielles a été testeé in vitro contre les souches bactériennes
suivantes : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 3366,
Staphylococcus aureus ATCC 29213 et Escherichia coli ATCC 25922. Toutes ces souches
ont été conservées dans 20% de glycerol a -20°C.

La méthode de suspension directe des colonies a été utilisée pour la préparation des
inoculums. Les bactéries ont été repiquées dans I'agar Luria Bertani (LB) et les boites ont été
incubées a 37°C pendant 24 heures. Une boucle compléte de colonie isolée a été transférée
aseptiqguement dans une solution physiologique saline et la turbidité de la suspension a été
ajustée a 0,5 McFarland [98].

1.2. Huiles essentielles

Pour réaliser cette étude, des feuilles de Pistacia lentiscus ont été recueillies de la forét d’Ifran
a la région de Taounate pour I’extraction. Les huiles essentielles de Thym vulgaris, Origanum

compactum, Mentha pulegium, Artemisia absinthium, Myrtus communis, Salvia officinalis,
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Rosmarinus officinalis, Cymbopogon citrates et Pelargonium graveolens ont été extraites des
parties aériennes de ces plantes recueillies précédemment du jardin botanique de 1’Institut
National des Plantes Aromatiques et Médicinales de Taounates. L’extraction de ces huiles

essentielles a été réalisée par hydrodistillation.
1.3. Mélanges des huiles essentielles

1.3.1. Mélanges binaires des huiles essentielles
Neuf mélanges ont été préparés a base des huiles essentielles citées précédemment et mises
dans des tubes Eppendorf stériles, d’une fagon a avoir dans chaque tube un mélange de 50 %

de I'huile de P. lentiscus avec 50 % de 1’un des huiles essentielles a tester.

1.3.2. Mélanges tertiaires des huiles essentielles

Soit un mélange ayant 3 constituants. Le premier constituant représente un certain
pourcentage du mélange X, le second constituant, un autre pourcentage du mélange X, etc.
Ainsi, chaque constituant participe, pour certaine part, au mélange total et la somme de
I’ensemble des teneurs des constituants du mélange est de 100 % (tableau 25).

En appliquant cette régle, des mélanges de trois huiles essentielles ont été préparés. Le
premier constituant de tous les mélanges était I’HE de P. lentiscus. Alors que le choix des
deux autres constituants du mélange a été basé sur les résultats obtenus du test des mélanges
binaires.

L’utilisation de la méthode des plans de mélanges "centrés augmentés” nous a permis de
définir les proportions des constituants des mélanges. Ainsi, douze mélanges ont été préparés
afin de tester leurs activités antibactériennes contre chacune des souches bactériennes
étudiées.

Le tableau 25 présente la variation des proportions des trois constituants des mélanges a

tester :
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Tableau 25 : Matrice d'expériences générée de I’étude des mélanges.

N° de mélange X1 (%) X2 (%) X3 (%)
1 100,00 0,00 0,00
2 0,00 100,00 0,00
3 0,00 0,00 100,00
4 50,00 50,00 0,00
5 50,00 0,00 50,00
6 0,00 50,00 50,00
7 33,33 33,33 33,33
8 33,33 33,33 33,33
9 33,33 33,33 33,33
10 66,67 016,67 16,67
11 16,67 066,67 16,67
12 16,67 016,67 66,67

1.4. Activité antibactérienne

1.4.1. Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion par disque

Le test de l'activité antibactérienne a été realisé par la méthode de diffusion sur disque [98].
Cette méthode (Figure 33) permet d’évaluer ’activité antibactérienne d’une huile essentielle
(ou mélange). Bien qu’elle soit reconnue, comme fiable et reproductible, elle est surtout
utilisée en étape préliminaire a des études plus approfondies, car elle permet d’accéder a des
résultats essentiellement qualitatifs.

Des boites de Pétri (90 mm de diamétre) contenant LB- Agar ont été ensemencées en utilisant
I’inoculum préalablement préparé. L'ensemencement a été fait de maniére a assurer une
répartition homogéne des bactéries, puis I'exces de liquide a été éliminé avec une pipette
Pasteur et les boites ont été sechées pendant 20 minutes. Les disques de papier filtre stérile (6
mm de diamétre) ont été imbibés individuellement avec 10 pL d’huile essentielle (ou
mélange) a tester, puis placé a la surface des boites ensemencées. Ces boites ont été placées a
4°C pendant 2 h. Aprés incubation pendant 24 h a 37°C. Le diamétre d’inhibition, qui traduit
I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle (ou mélange), est ainsi déterminé. Tous les
essais ont eté effectués en triple. La sensibilité des différentes souches vis-a-vis des HE
étudiées est classée suivant le diametre d'inhibition(DI) selon les critéres suivants : non
sensible (-) pour DI<8 mm ; sensible (+) pour 9-14 mm ; trés sensible (++) pour 15-19 mm et

extrémement sensible (+++) pour DI >20 mm [155].
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Figure 33 : Principe de la méthode de diffusion par disque.

1.4.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de concentration
décroissante en huile essentielle. Aprés incubation, I’observation de la gamme permet
d’accéder a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible
concentration en huile essentielle capable d’inhiber la croissance bactérienne.

La méthode de micro-dilution en milieu liquide a été utilisée pour évaluer la concentration
minimale inhibitrice (CMI) selon les directives CLSI M7-A7 (CLSI, 2007). L'agar a 0,15%
(m/v) a été utilisé comme émulsifiant. Tout d'abord, 50 pL de Mueller-Hinton (MH) liquide
complémenté avec de l'agar bactériologique (0,15% m/v) ont été distribués a partir du
deuxiéme au 12°™ puit d'une microplague de polypropyléne & 96 puits (Figure 34). Les
dilutions des huiles essentielles (ou mélanges) a tester ont été préparées dans le MH complété
avec de l'agar (0,15% m/ v). Un volume de 100 pL de ces suspensions a été ajouté au premier
puits de chaque ligne de microplaque et 50 uL ont été transférés du deuxiéme au 11 puit pour
dilution scalaire de maniere a générer une gamme de dilution de base 2. Le 12éme puit de
chaque ligne a été consideré comme contrble de la croissance. Ensuite, 50 pL de suspension
bactérienne a été ajoutée a chaque puits a une concentration finale d'environ 106 UFC / mL.
La résazurine a été utilisé comme indicateur de la croissance bactérienne [156].

La concentration finale de I'huile essentielle (ou mélange) se situait entre 16 et 0,0015% (v/
v). Aprés incubation a 37°C pendant 20 h; 5 puL de la résazurine ont éteé ajoutés a chaque
puits [156]. Apres une incubation a 37°C pendant 2 h, la CMI a été déterminée comme étant
la plus faible concentration d'huile essentielle qui a empéché un changement de couleur de

résazurine [104 ; 157]. Des expeériences ont eté menées en trois exemplaires.
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Toutes les dimansions en mm

Figure 34 : Microplaque en polypropyléne a 96 puits.

1.4.3. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

Pour déterminer la concentration Minimale Bactéricide (CMB) des HE (ou mélanges) a tester,
2 pL de chaque puit négatif de la microplaque, dans lequel la croissance microbienne n'a pas
été observée, ont été mis dans des boites LB et ont été incubée a 37°C pendant 24 h. CMB
correspond a la concentration la plus faible de I'huile essentielle au cours de laquelle le micro-
organisme mis en incubation a été tué complétement [158]. Chaque essai a été réalisé en

triple.
Il. RESULTATS ET DISCUSSIONS

I1.1. Activité antibactérienne de I’huile essentielle de P. lentiscus

11.1.1. Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion par disque

Les résultats ont prouvé que I’HE de P. lentiscus avait une activité significative contre B.
subtilis, S. aureus, E. coli et P. aeruginosa avec des diamétres des zones d'inhibition de 15 +

1mm;13+£0,57mm; 12,33 £ 0,57 mm et 8 £ 1 mm respectivement (Tableau 26).

Tableau 26 : Activité antibactérienne de I’huile essentielle de P. lentiscus exprimé par les
diameétres des zones d’inhibition.
Souche bactérienne Bs Sa Ec Pa

Diameétre de la zone 15+1 13+ 0,57 12,33+ 0,57 8+1

d’inhibition (mm)

Bs: Bacillus subtilis, Ec: Escherichia coli, Sa: Staphylococcus aureus, Pa: Pseudomonas
aeruginosa
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11.1.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les resultats de l'activité antibactérienne de I'huile essentielle des feuilles de Pistacia
lentiscus contre S. aureus, E. coli, B. subtilis et P. aeruginosa sont présentés dans le tableau
27. Comme nous pouvons le remarquer, I’huile essentielle testée a montré un effet
antibactérien remarquable. Ainsi, I’HE des feuilles de P. lentiscus était active contre toutes les
souches bactériennes étudiées. En effet, les valeurs de CMI varient entre 4 et 0,015% (v/v).
Par conséquent, I'huile essentielle des feuilles présente un effet antibactérien avec des valeurs
de CMI de 0,015; 0,5; 1 et 4% respectivement contre B. subtilis, S. aureus, E. coli et P.
aeruginosa. En outre, nous pouvons aussi noter que E. coli et P. aeruginosa (Gram négatif)
étaient plus résistantes a I'huile essentielle des feuilles par rapport a S. aureus et B. subtilis

(Gram positif).

Tableau 27 : Valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I’huile essentielle de P.

lentiscus.
Concentration % Bs Sa Ec Pa

16 - - - -
8 - - - -

4 - - - -

2 - - - +

1 - - - +
05 - - - +
0,25 - + + +
0,125 - + - +
0,062 - - - +
0,031 - - = +
0,015 - + + +

Bs: Bacillus subtilis, Ec: Escherichia coli, Sa: Staphylococcus aureus, Pa: Pseudomonas
aeruginosa.

11.1.3. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

En ce qui concerne les valeurs CMB de I’huile essentielle testée (Tableau 28), nous avons
constaté que les valeurs CMB ont été semblables a leurs valeurs CMI contre P. aeruginosa et
B. subtilis.
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En outre, nous avons noté que les valeurs CMB étaient 2 ; 4 ; 8 et 2 fois plus élevée que les
CMI contre B. subtilis, S. aureus, E. coli et P. aeruginosa respectivement de MIC pour L’HE

des feuilles de Pistacia lentiscus.

Tableau 28 : Détermination des valeurs des concentrations minimales bactéricides (CMB) de

I’huile essentielle de P. lentiscus contre les bactéries testées.

Concentration % Bs Sa Ec Pa

16 - - - -
8 - - - -

4 - - + +

2 - - + +

1 - + + +
0,5 - + + +
0,25 - + + +
0,125 - + + +
0,062 - + + +
0,031 - + + +
0,015 + + + +

Bs: Bacillus subtilis, Ec: Escherichia coli, Sa: Staphylococcus aureus, Pa: Pseudomonas
aeruginosa.

11.2. Activité antibactérienne des mélanges binaires des huiles essentielles

La majorité des huiles essentielles posséde une activité antimicrobienne, mais dans des
gammes trés larges.

Les résultats de I’activité antibactérienne des melanges binaires des HE ont été évalues en
comparant la zone d’inhibition expérimentale du mélange d'HE obtenue expérimentalement a
la zone d’inhibition théorique du mélange d'HE calculé comme la moitié de la zone
d'inhibition résultante de I’effet de I'huile de P. lentiscus seule additionnée a la moitié de la
zone d'inhibition résultante de 1’effet de la deuxiéme composante du mélange.

Les tableaux 29 et 30 présentent les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne des neuf HE
testées seules et en mélange avec I'HE de P. lentiscus contre les deux souches Gram positives
Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus ainsi que les deux souches Gram négatives

Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.
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Tableau 29 : Diamétres des zones d'inhibition des huiles essentielles seules et en mélange avec

I'huile de P. lentiscus contre les souches bactériennes Gram positive testées.

Huile essentielle Diametre de lazone  Diametre de la zone Rapport
d’inhibition d’inhibition (Mélange  d’augmentation de
HE seule avec P. lentiscus) la zone d’inhibition
(mm) (mm) (%)
Bs Sa Bs Sa Bs Sa
T. vulgaris 27 50 14 29 - 33,33 - 6,95
O. compactum 41 44 18 34 -3571 +20,72
M. pulegium 14 14 14 12 - 3,45 - 8,85
A. absinthium 10 16 7 11 -4400 -22,34
M. communis 14 12 15 11 + 3,45 -9,57
S. officinalis 10 11 10 10 -20,00 -14,27
R. officinalis 7 10 9 14 -18,18 +25,39
C. citratus. 44 43 16 26 - 45,76 - 6,01
P. graveolens 12 12 12 12 -11,11 -1,35

Bs: Bacillus subtilis ; Sa: Staphylococcus aureus

Tableau 30 : Les diamétres des zones d'inhibition des huiles essentielles seules et en mélange

avec I'huile de P. lentiscus contre les souches bactériennes Gram négative testées.

Huile essentielle Diamétre de lazone  Diamétre de la zone Rapport
d’inhibition de ’'HE  d’inhibition (Mélange  d’augmentation de
seule avec P. lentiscus) la zone d’inhibition
(mm) (mm) (%)
Ec Pa Ec Pa Ec Pa
T. vulgaris 27 10 20 8 0,00 -11,11
O. compactum 35 8 27 8 +12,5 0,00
M. pulegium 19 10 17 9 +6,25 0,00
A. absinthium 12 9 10 9 - 20,00 +5,88
M. communis 13 8 12 9 - 7,69 + 12,50
S. officinalis 9 7 10 7 -9,09 - 6,66
R. officinalis 15 8 10 9 -28,57 +12,550
C. citratus 30 8 24 7 +11,63 -12,50
P. graveolens 9 7 11 7 0,00 - 6,66

Ec: Escherichia coli ; Pa: Pseudomonas aeruginosa
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11.3. Activité antibactérienne des mélanges tertiaires des huiles essentielles

Le choix des trois HE utilisées dans chaque mélange testé dans cette étude est basé sur les
résultats du test des mélanges binaires des HE. Ainsi, I’'HE de P. lentiscus n’a présenté d’effet
améliorant qu’en interaction avec une seule HE (M. communis) contre B. subtilis. Le reste de
1I’étude se limite alors sur I’activité antibactérienne de trois mélanges tertiaires des HE contre

les trois souches bactériennes S. aureus, E. coli et P. aeruginosa.

11.3.1. Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion par disque
contre Escherichia coli

Cette étude consiste a optimiser 1’activité antibactérienne contre Escherichia coli. Le choix
des constituants du mélange est base sur les résultats du test des mélanges binaires des HE
contre E. coli. Ainsi, le mélange tertiaire est constitué des HE de : Pistacia lentiscus,
Origanum compactum et Cymbopogon citrates.

Nous avons supposé que la réponse (diameétre d’inhibition) est modélisable par un polynéme

de troisieme degré :
Y:b1X1+b2X2+b3X3+b12X1X2+b13X1X3+b23X2X3+b123X1X2X3 eq 24

Ou: Y : le diamétre d’inhibition (mm) ; b; : les coefficients des facteurs; X;: les facteurs
étudiés.

Les résultats des mesures des diametres d’inhibition des douze mélanges testés figurent sur le
tableau 31.

Tableau 31 : Plan d'expérimentation de I’étude de mélange contre Escherichia coli.

N° de mélange Pistacia Origanum Cymbopogon Diamétre
lentiscus compactum citrates d’inhibition
(mm)
1 1,000 0,000 0,000 10,000
2 0,000 1,000 0,000 35,000
3 0,000 0,000 1,000 30,000
4 0,500 0,500 0,000 27,000
5 0,500 0,000 0,500 24,000
6 0,000 0,500 0,500 12,000
7 0,333 0,333 0,333 10,000
8 0,333 0,333 0,333 10,000
9 0,333 0,333 0,333 9,000
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Les données de base pour 1’analyse de variance qui correspondent aux : réponses mesurees,

réponses calculées par le modéle et les valeurs des résidus, sont représentés dans le tableau
32.

Tableau 32 : Données de base de I’analyse de variance d’étude de mélange contre
Escherichia coli.

Essai n° Réponses mesurées Réponses calculées Résidus
1 10,000 9,982 0,018
2 35,000 34,619 0,381
3 30,000 29,801 0,199
4 27,000 26,600 0,400
5 24,000 23,782 0,218
6 12,000 11,419 0,581
7 10,000 9,067 0,993
8 10,000 9,067 0,993
9 9,000 9,067 -0,067

L’analyse de variance est basée sur |’utilisation de la somme des carrés des réponses mesurées
corrigée de la moyenne (SCRMC,,) et la somme des carrés des réponses calculées corrigée de
la moyenne (SCRCCy,).

Le tableau 33 montre que le modéle choisi explique bien les résultats expérimentaux du plan

exécuté avec un R? d’une valeur de 0,992 et R%, d’une valeur de 0,989.

Tableau 33 : Analyse de la variance de I’étude de mélange contre Escherichia coli.

Somme des Degré de Carré Rapport p-value
Source de carrés liberté moyen
variation
Régression 893,6206 6 148,9368 100,9145  0,0002 ***
Reésidus 7,3794 5 1,4759
Validité 6,7127 3 2,2376 7,4267 0,133
Erreur 0,6667 2 0,3333
Total 901 11

*** . Coefficient hautement significatif ; **: Coefficient trés significatif ; * : Coefficient significatif

Le modele devrait servir a faire des prévisions pour les réponses. Il est donc important de

savoir s’il représente bien le phénomeéne que nous étudions.
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Il est donc nécessaire de s’assurer de sa validité. Le tableau 34 montre que les valeurs

prédites par notre modele sont comparables aux valeurs mesurées aux points test.

Tableau 34 : Comparaison des réponses mesureées et calculées aux points tests de I’étude de

mélange contre Escherichia coli.

Point de contréle Valeur mesurée Valeur prédite
Y10 13,000 13,654
Y11 16,000 17,744
Y12 14,000 15,198

La parte de chaque coefficient du mod¢le dans 1’explication des réponses est représentée dans

le tableau de I’analyse détaillée des coefficients du modéle (Tableau 35)

Tableau 35 : Effet des coefficients du modéle de I’étude de mélange contre Escherichia coli.

Nom Coefficient Ecart-Type t.exp. p-value
a 9,982 1,173 8,51 0,0006 ***
a 34,691 1,173 29,51 <0,000 ***
as 29,801 1,73 25,40 <0,0001***
a2 17,201 5,908 2,91 0,033 *
a3 15,564 5,908 2,63 0,0459 *
a3 - 83,162 5,908 - 14,08 0,0001 ***
123 - 273,657 32,143 - 8,51 0,0006 ***

Les termes les plus significatifs sont ceux qui représentent les effets des huiles pures (a;, a, et
a3), celui de la combinaison binaire entre 1’huile essentielle de O. compactum et celui de C.
citrates (azs) et celui de la combinaison tertiaire (ai23). Les autres termes restants sont aussi

significatifs, mais par un degré d’importance plus bas.
Le calcul des coefficients conduit a un modele :

Y =9,982 X; + 34,691 X, + 29,801 X3 + 17,201 X; X, + 15,564 X; X3 —83,162 X1 X2 X3
- 273,657 X1 X2 X3 éqg. 25

Maintenant que le modéle est validé, nous pouvons 1’utiliser pour tracer les courbes d’iso-
réponses. Nous avons ainsi une idée de 1’évolution de la grondeur d’intérét en fonction des

proportions de chacun des constituants (Figure 35).
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Figure 35 : Graphe de surface de réponse pour le diamétre des zones d’inhibition du mélange
contre Escherichia coli (a) Graphe des courbes d’isoréponses pour le diameétre des zones

d’inhibition du mélange contre Escherichia coli (b).

11.3.2. Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion par disque

contre Pseudomonas aeruginosa
Le mélange tertiaire est constitué des HE de : Pistacia lentiscus, Myrtus communis et

Rosmarinus officinalis,

Nous avons supposé que la réponse (diamétre d’inhibition) est modélisable par un polynéme

de troisieme degreé (éq. 24) :
Y = by X1+ by Xo + b3 X3+ bio Xq Xo + b1z Xq Xz + bag Xo Xz + biaz X1 Xo X3
Ou:

Y : le diamétre d’inhibition (mm) ;
b; : les coefficients des facteurs ;

X;: les facteurs étudiés.

Les résultats des mesures des diametres d’inhibition des douze melanges testés figurent sur le

tableau 36.
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Tableau 36 : Plan d'expérimentation de I’étude de mélange contre Pseudomonas aeruginosa.

N° de mélange Pistacia Origanum Cymbopogon Diamétre
lentiscus compactum citrates d’inhibition
(mm)

1 1,000 0,000 0,000 8,000
2 0,000 1,000 0,000 8,000
3 0,000 0,000 1,000 8,000
4 0,500 0,500 0,000 9,000
5 0,500 0,000 0,500 9,000
6 0,000 0,500 0,500 8,000
7 0,333 0,333 0,333 9,000
8 0,333 0,333 0,333 9,000
9 0,333 0,333 0,333 10,000

Le tableau 37 montre que le modele choisi n’explique pas les résultats expérimentaux du plan

exécuté avec un R? d’une valeur de 0,671 et R, d’une valeur de 0,396.

Tableau 37 : Analyse de la variance de I’étude de mélange contre Pseudomonas aeruginosa.

Source de Somme des Degré de Carré Rapport p-value
variation carrés liberté moyen
Régression 4,1911 6 0,8382 2,4427 0,153
Résidus 2,0589 5 0,3432
Total 6,2500 11

**x - Coefficient hautement significatif ; **: Coefficient trés significatif ; * : Coefficient significatif

11.3.3. Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion par disque
contre Staphylococcus aureus
L’objectif de la présente étude est d’optimiser I’activité antibactérienne contre Staphylococcus
aureus. En se basant sur les résultats du test des mélanges binaires des HE contre S. aureus,
seules les HE qui présentent une synergie avec I’HE de P. lentiscus ont été sélectionnées.
Ainsi, le mélange tertiaire est constitué des HE de : Pistacia lentiscus, Origanum compactum
et Rosmarinus officinalis.
Nous avons supposé que la réponse (diameétre d’inhibition) est modélisable par un polynome
de troisieme degré (éq. 24):

Y =C1 Xg +C2 Xz + €3 X3+ Crp Xy X + €13 X1 X3+ Co3 X X3 + C123 X1 X2 X3

Ou : Y : laréponse étudiée (mm) ; c; : les coefficients des facteurs ; X;: les facteurs étudiés.

110



F. Etude des mélanges

Les résultats des mesures des diamétres d’inhibition des douze mélanges testées figurent sur

le tableau 38.

Tableau 38 : Plans d'expérimentation de I’étude de mélange contre Staphylococcus aureus.

N° de mélange Pistacia Origanum Rosmarinus Diamétre
lentiscus compactum officinalis d’inhibition
(mm)
1 1,000 0,000 0,000 12,000
2 0,000 1,000 0,000 44,000
3 0,000 0,000 1,000 10,000
4 0,500 0,500 0,000 34,000
5 0,500 0,000 0,500 14,000
6 0,000 0,500 0,500 19,000
7 0,333 0,333 0,333 12,000
8 0,333 0,333 0,333 12,000
9 0,333 0,333 0,333 12,000

Les réponses mesurées, réponses calculées par le modele et les valeurs résidus, sont

représentés dans le tableau 39.

Tableau 39 : Données de base de I’analyse de variance d’étude de mélange contre

Staphylococcus aureus.

Essai n° Réponses mesurées Réponses calculées Résidus
1 12,000 11,382 0,618
2 44,000 43,564 0,436
3 10,000 10,655 - 0,655
4 34,000 32,945 1.055
5 14,000 14,037 - 0,037
6 19,000 19,219 - 0,219
7 12,000 11,600 0,400
8 12,000 11,600 0,400
9 12,000 11,600 0,400

Les sommes de carrés sont constamment utilisées dans les calculs qui permettent d’évaluer la

gualité des modeéles mathématiques. La somme des carrés des réponses mesurées est

décomposée en plusieurs sommes de carrés qui jouent un réle important dans I’analyse de la

somme des carrées et dans 1’analyse de la variance [117].
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Le tableau 40 montre que le modéle choisi explique bien les résultats expérimentaux du plan
exécuté avec un R? d’une valeur de 0,990 et R% d’une valeur de 0,978.

Tableau 40 : Analyse de la variance de I’étude de mélange contre Staphylococcus aureus.

Source de Sommedes  Degréde  Carré Rapport p-value
variation carrés liberté moyen
Régression 1,27783 10° 6 2,12971.10° 81,3432  0,0003 ***
Résidus 13,0908 5 2,61818
Total 1,26625 10° 11

*** . Coefficient hautement significatif ; **: Coefficient trés significatif ; * : Coefficient significatif

Nous avons comparé les réponses mesurées aux points de contrdle Yo, Y11 et Y, avec les
réponses calculées en ces mémes points. Le tableau 41 montre que les valeurs prédites par
notre modele sont comparables aux valeurs mesurées. Nous pouvons conclure que le modele
peut étre utilisé pour faire des prévisions dans tout le domaine d’étude.

Tableau 41 : Comparaison des réponses mesureées et calculées aux points tests de 1’étude de

mélange contre Staphylococcus aureus.

Point de contréle Valeur mesurée Valeur prédite
Y10 12,000 14,254
Y1 25,000 26,708
Y12 11,000 9,436

Nous pouvons ainsi construire le tableau 42 de 1’analyse détaillée des coefficients du modele
qui indique la part de chaque coefficient dans 1’explication des réponses et qui permet de
simplifier le modele.

Tableau 42 : Effet des coefficients du modele de I’étude de mélange contre Staphylococcus

aureus.
Nom Coefficient Ecart-Type t-student p-value
C1 11,382 2,18 7,28 0,0011**
C2 43,564 2,18 27,88 < 0,0001***
C3 10,655 2,18 6,82 0,0014***
C12 21,890 2,96 2,78 0,0386 *
Ci3 12,073 2,96 1,53 0,184
Co3 - 32,563 2,96 -4,01 0,010 *
Ci123 - 284,434 3,60 -6,64 0,0016 **

*** - Coefficient hautement significatif ; **: Coefficient trés significatif ; * : Coefficient significatif
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Les termes les plus significatifs sont ceux qui représentent les effets des HE pures (c;, ¢, et
C3), les termes de la combinaison binaire (Ci2; C23) et celui de la combinaison tertiaire (Ci23).
Le terme c;3 n’a pas montré d’effet significatif. Le calcul des coefficients conduit a un
modéle :
Y =11,382 X; + 43,564 X; + 10,655 X3 + 21,890 X3 X;— 32,563 X; X3
— 284,434 X1 X3 X3 éq. 26

Le modele permet de tracer les courbes d’isoréponces dans le domaine d’étude (Figure 36).
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Figure 36 : Graphe de surface de réponse pour le diamétre des zones d’inhibition du mélange
contre Staphylococcus aureus (a) Graphe des courbes d’isoréponses pour le diamétre des zones

d’inhibition du mélange contre Staphylococcus aureus (b).
11.4. Discussions des résultats

11.4.1. Activité antibactérienne de I’huile essentielle de P. lentiscus

L'activité antimicrobienne de I’huile essentielle de P. lentiscus contre les bactéries testées a
montré que les souches Gram-négatives étaient plus résistantes par rapport aux souches Gram
positives. Des résultats similaires ont été rapportés par dautres auteurs [17 ; 159] qui ont
constaté que les souches Gram négatives ont été moins sensibles a cette huile essentielle que
les souches Gram positives. Pseudomonas aeruginosa a montré une faible sensibilité a I’'HE
de P. lentiscus d’une valeur de CMI de 8%.

En regle générale, les bactéries Gram-négatives sont plus résistantes aux HE que les bactéries
Gram-positives, en raison des structures différentes de leur paroi cellulaire. La membrane

externe des bactéries Gram négatives contient principalement des molécules
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lipopolysaccharides et forme une barriere hydrophile conférant une protection contre les
effets des composés tres hydrophobes [160].

Le mécanisme d'action attribué a I’HE de P. lentiscus n'a pas été étudié en détail dans le
passe. Les résultats de cette étude confirment les résultats dans les rapports précédents, qui
stipulent que la force et le spectre d'activité varie entre le type Gram des bactéries cibles et les
parties étudiées de P. lentiscus [15].

L'activité antibactérienne des huiles essentielles de P. lentiscus pourrait étre attribuée a leur
teneur élevée en différents groupes de composés chimiques connus pour leur effet
antibactérien (Annexe 3). De nombreux rapports ont montré que o-terpinéol, présent avec un
pourcentage élevé dans certains huiles essentielles présente un effet inhibiteur contre E. coli,
de la méme facon géraniol, présente un effet antibactérien intéressant [81; 83; 161].
Cependant, les activités antibactériennes des huiles essentielles sont difficiles a mettre en
corrélation avec un composé spécifique en raison de leur complexité [153 ; 161].

Certaines études ont permis de conclure que toutes les HE ont une plus grande activité
antibactérienne que les principaux constituants en mélange, ce qui suggere que les
composants mineurs sont essentiels a 1’activité et qu’ils peuvent avoir un effet synergique ou
potentialiser ’activité [81 ; 162 ; 163].

11.4.2. Activité antibactérienne des mélanges binaires des huiles essentielles

L’activité antibactérienne d’une huile essentielle pourrait se rapporter a la structure chimique
de ses composants, aux proportions dans lesquelles ils sont présents et aux interactions entre
eux [164 ; 165]. Nous parlons d’un effet additif lorsque 1’effet combiné est égal a la somme
des effets individuels. Une synergie est observée lorsque 1’effet des substances combinées est
supérieur & la somme des effets individuels. Alors qu’un antagonisme est observé lorsque
I’effet de I'un ou des deux composés est moins prononcé lorsqu’ils sont utilisés
simultanément que lorsqu’ils sont administrés individuellement [166].

A la lumiere des résultats obtenus des mélanges binaires des huiles essentielles, nous pouvons
constater que les huiles essentielles testées présentaient un large éventail d’effets d’interaction
avec I’HE de P. lentiscus contre les quatre souches testées, de forts antagonismes a fortes
synergies.

En général, l'effet améliorant de I’HE de P. lentiscus (changement positif de la zone
d'inhibition obtenue pratiquement par rapport a la zone d'inhibition théorique d'interaction) a
été plus marqué contre S. aureus et E. coli qu’a celui obtenue contre B. subtilis et P.
aeruginosa. Ainsi, les interactions entre I’HE de P. lentiscus et deux autres HE: O.

compactum et R. officinalis ont été synergiques contre S. aureus.
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Contre E. coli, trois HE : O. compactum, M. pulegium et C. citratus ont présentés des
interactions synergiques avec I’HE de P. lentiscus. Alors que, seule I’HE de M. communis qui
a présenté un effet améliorant en mélange avec I’HE de P. lentiscus.

Les HE d’A. absinthium, M. communis et R. officinalis ont des interactions synergiques avec
I’HE de P. lentiscus contre P. aeruginosa en utilisant la méthode de diffusion sur disque.

11.4.3. Activité antibactérienne des mélanges tertiaires des huiles essentielles

Les résultats obtenus de I’activité antibactérienne du mélange des HE de P. lentiscus, O.
compactum et C. citrates contre Escherichia coli ont montré que le modéle mathématique
choisi est validé. Ce modéle peut étre utilisé pour faire des prévisions dans tout le domaine
d’étude et pour tracer les courbes d’isoréponses (figure 35) qui nous permettrons par la suite
de trouver les formulations optimales des trois huiles utilisées qui ménent a augmenter la
sensibilité d’E. coli.

Par contre, I’analyse de variance des résultats des mesures obtenus des diamétres des zones
d’inhibition du mélange des huiles essentielles testées contre P. aeruginosa montre que le
modéle choisi ne permet pas d’expliquer le phénomeéne étudié. Cela est probablement di aux
valeurs trés rapprochées (presque similaires) de toutes les mesures obtenues dans le plan
d’expérimentations.

Alors que les résultats de 1’étude de I’activité antibactérienne du mélange des HE de P.
lentiscus, O. compactum et R. officinalis contre S. aureus ont montré que le modele
mathématique choisi donne une idée générale de la forme de la surface de réponse et permet
de déceler les zones du domaine d’étude qui sont intéressantes. Ainsi, nous pouvons profiter
de I’effet synergique des interactions entre les trois HE utilisées afin de pouvoir générer des
formulations qui ménent a augmenter la sensibilité de S. aureus tout en tenant compte de
I’aspect économique des formules générées (les formules qui permettent d’obtenir des

diameétres des zones d’inhibition intéressants au moindre cott).
I11. CONCLUSION

Dans cette derniére partie de cette thése, nous avons pu évaluer, dans un premier temps, le
pouvoir antibactérien de I'HE de P. lentiscus contre quatre souches bactériennes
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Ainsi,
cette HE a présenté un pouvoir antibactérien avec un large éventail contre les souches
étudiées : les bactéries Gram-négatives étaient plus résistantes par rapport a celles Gram

positives.
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Ensuite, une étude de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion par disque de neuf
mélanges binaires entre I’HE de P. lentiscus et d’autres HE nous a permis de déceler les HE
ayant un effet d’interaction synergique avec I’HE de lentisque. Ainsi, seule ’HE de M.
communis a montré une synergie en mélange avec I’HE de lentisque contre B. subtilis, alors
que les deux HE d’O. compactum et R. officinalis ont présenté un effet synergique avec I’'HE
de P. lentiscus contre S. aureus.

Contre E. coli, une synergie a été observée en mélange binaire de I’HE de lentisque avec trois
HE : O. compactum, M. pulegium et C. citratus. Tandis que la synergie contre P. aeruginosa
a été observée en interaction de I’HE de P. lentiscus avec I’HE d’A. absinthium, M. communis
et R. officinalis.

Cette étude a été cloturée par 1’¢élaboration des formulations a activités antibactériennes
intéressantes en se servant de la méthodologie des plans de mélange afin d’augmenter la
sensibilité des souches bactériennes testées envers des meélanges tertiaires des HE qui ont
présenté une synergie. Pour le mélange contre P. aeruginosa, nous n’avons malheureusement
pas pu modéliser les diameétres des zones d’inhibition obtenues et le modele mathématique
proposé n’avait pas de qualité prédictive pour la réponse. Au contraire, les modeéles proposés
pour les mélanges testés contre E. coli et S. aureus ont été validés et nous pouvons les utiliser
pour faire des prévisions dans tout le domaine d’étude et pour tracer les courbes d’isoréponses
qui nous permettent de trouver les zones de sensibilité souhaitée.

L’application des techniques telle que les plans d’expériences dans [’optimisation des
formulations a intérét biologique semble étre une voie de recherche tres efficace et nécessite

une application dans le domaine de la pharmacie et de la pharmacologie.
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Les éléments bibliographiques essentiels relatifs a la MPE, aux techniques d’extraction des
HE a partir des PAM ainsi qu’a leurs mécanismes d’action antibactérienne, choisis pour
apporter des réponses a notre problématique, ont été présentés dans la premiere partie.

Une approche qualitative correspondant a 1’analyse de criblage permettant de cerner les
facteurs influents sur le procédé d’extraction de I’HE de P. lentiscus dans la deuxieme partie.
Ainsi, nous sommes parvenus en se servant des plans d’expériences de type Plackett-Burman,
a faire un criblage des facteurs qui agissent sur le processus d’hydro-distillation de I’HE et de
les classer selon leurs poids d’effets. Entre les cinq facteurs étudiés, seuls les quatre facteurs :
temps d’hydrodistillation, individualité, séchage et ratio (plante/cau), sont jugés influents. La
forme des feuilles (entiére/ coupée) n’a pas présentée d’effet significative sur le procédé
d’extraction étudié.

Aprés validation statistique et graphique des résultats expérimentaux. Nous avons pu obtenir
un modele prédictif reliant le rendement en HE aux quatre facteurs influents.

La troisieme partie de cette mémoire de thése est consacré au développement de I’effet de
I’individualité sur le rendement en HE de P. lentiscus. Les résultats obtenus dans cette étude
ont montré que I’effet significatif des conditions environnementales sur les parametres
métaboliques et morphologiques de la population étudiée. Ainsi, la réalisation d’une analyse
par ACP nous a permis de distinguer entre les 22 individus de la population étudiée, deux
sous-populations appartenant a des conditions environnementales différentes (versant ubac et
versant adret) et qui se regroupent en fonction des parametres morphologiques et
métaboliques : altitude, hauteur des individus, largeur moyenne des feuilles, longueur
moyenne des feuilles et rendement en HE. Aussi, les résultats obtenus par la RLM ont montré
une corrélation positive entre le rendement en HE et I’altitude. Au contraire, le rendement est
corrélé négativement avec la hauteur, la largeur et la longueur des feuilles. Ce qui nous
permet de conclure que le changement de versant de I’ombragé (ubac) a 1’exposé au soleil
(adret) a un effet positif sur le rendement en HE.

L’¢étude de ’effet de la période de récolte et du séchage a I’air libre sur le rendement en HE
des feuilles de P. lentiscus a été réalisée et développée dans la quatrieme partie. Cette étude,
qui a été basée sur les résultats de 1’étude de criblage, nous a permis d’évaluer 1’influence de
la période de récolte sur le rendement en HE. Ainsi, les meilleurs rendements ont été obtenus
a partir des collectes du mois de mai. L’influence de la durée de séchage a 1’air libre a
présenté un effet significatif sur le rendement en HE. L’étude révéle qu’au bout de 15 jours de

séchage a I’air libre, le rendement passe de 0,32 % a 0,42 % pendant les 7 premiers jours.
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Au-dela de cette période, une diminution du rendement a été remarquée. Au cours de la méme
période, la teneur en eau du matériel végétal diminue en passant de 53,6 % a 8,2 %. C’est
ainsi qu’un séchage a ’air libre d’une durée de six a sept jours des feuilles de P. lentiscus
récoltées dans le stade de floraison est fortement recommande.

La cinquieme partie est consacrée a une analyse quantitative fondée sur la construction et
I’analyse de surface de réponses (MSR ou optimisation par plans d’expériences). Les études
réalisées aux parties 3 et 4 nous ont permis de fixer les facteurs qualitatifs, jugés influents lors
de I’¢tude de criblage, a des niveaux permettant une amélioration du rendement en HE. Un
plan composite a 12 essais réalisé dans ce chapitre, nous a permis apres analyse et validation
statistique des résultats de comprendre I’intervention de chacun des facteurs étudiés (temps
d’hydrodistillation et ratio plante/eau) et le comportement du rendement en HE en fonction de
chacun d’entre eux. La définition du réglage optimal avec un minimum d’essais
expérimentaux dans cette étude, nous a permis une maximisation du rendement en HE avec
les moindres codts.

La derniere partie de cette these est consacrée dans un premier temps a 1’évaluation de
I’activité antibactérienne de I’HE de P. lentiscus seule et en combinaison avec neuf HE
(connues pour leurs activités antibactériennes) contre quatre souches pathogenes : B. subtilis,
S. aureus, E. coli et P. aeruginosa. Cette premiére démarche nous a permis de conclure que
I’HE de P. lentiscus présente une activité antibactérienne contre les souches Gram positive
supérieure a celle observée contre les souches Gram négative. Aussi, les résultats des
diameétres des zones d’inhibition des mélanges binaires des HE contre les souches testées ont
montré que I’HE de P. lentiscus a présenté des réactions synergiques en combinaison binaires
avec I’HE de M. communis contre B. subtilis, alors que les deux HE d’O. compactum et R.
officinalis ont présenté un effet synergique en combinaison avec I’HE de P. lentiscus contre S.
aureus. L’HE de P. lentiscus a aussi présenté des réactions synergiques en combinaison
binaires avec trois HE : O. compactum, M. pulegium et C. citratus contre E. coli. Tandis que
la synergie contre P. aeruginosa a été observée en interaction de I’HE de P. lentiscus avec
I’HE d’A. absinthium, M. communis et R. officinalis.

Dans un deuxiéme temps, nous avons procédé a 1’étude de 1’effet antibactérien de plusieurs
formulations des HE (a base de I’HE de P. lentiscus) par utilisation des plans d’expériences
de type « plans de mélanges ». En se servant des résultats du test d’activité antibactérienne
des mélanges binaires, les HE ayant prouvées des synergies avec I’HE de P. lentiscus ont été
choisies pour I’élaboration des mélanges tertiaires. Ainsi, le mélange tertiaire des HE testé

contre E. coli a été constitué des HE de: Pistacia lentiscus, Origanum compactum et
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Cymbopogon citrates. Alors que le mélange tertiaire des HE testé contre Pseudomonas
aeruginosa a été constitué des HE de : Pistacia lentiscus, Myrtus communis et Rosmarinus
officinalis. Le mélange tertiaire des HE testé contre Staphylococcus aureus a été constitué des
HE de : Pistacia lentiscus, Origanum compactum et Rosmarinus officinalis.

La méthodologie des plans de mélanges nous a permis d’élaborer des formulations a activités
antibactériennes intéressantes afin d’augmenter la sensibilité des souches bactériennes testées
envers nos mélanges des HE. Pour le mélange contre P. aeruginosa, nous n’avons
malheureusement pas pu modéliser les diamétres des zones d’inhibition obtenues et le modele
mathématique proposé n’avait pas de qualité prédictive pour la réponse. Au contraire, les
modeles proposes pour les mélanges testés contre E. coli et S. aureus ont été validés et nous
pouvons les utiliser pour faire des prévisions dans tout le domaine d’étude et pour tracer les
courbes d’isoréponses qui nous permettent de trouver les zones de sensibilité souhaitée.
L’évaluation de I’activité antibactérienne des mélanges tertiaires des HE contre les souches
testées, par la technique de diffusion par disques en adoptant la méthode des plans de
mélanges du type centré augmenté, nous a permis de modéliser et valider statistiquement ainsi
que d’établir un profil de prédiction des phénomeénes étudiés.

L’application des techniques telle que les plans d’expériences dans I’optimisation des
formulations & intérét biologique semble étre une voie de recherche trés efficace et nécessite
une application dans le domaine de la pharmacie et la pharmacologie.

Ce travail constitue une ouverture vers des travaux de recherche futurs qui pourraient étre
menés en utilisant la méthodologie des plans d’expérience (MPE) connue pour son utilité dans
la définition et I’organisation des essais destinés a obtenir des données permettant le calcul et
la validation des modeles physiques, ainsi que pour son aide tout a fait pertinente afin de juger
du niveau utile de complexité a adopter lors de 1’élaboration ou lors du choix d’un modele
physique en vue d’une application donnée.

Le couplage de techniques expérimentales conventionnelles, telles que 1’extraction par
hydrodistillation, aux outils statistiques tels que la MPE, peut nous offrir la possibilité de
développer des méthodes rapides et peu colteuses permettant de découvrir de nouvelles voies

de valorisation et de développement du secteur des PAM.

A T’issue des résultats obtenus tout au long de cette these, plusieurs pistes de recherche sont a

notre portée et méritent d’étre entamees.
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- Extrapolation des résultats obtenus de 1’échelle laboratoire, a 1’échelle pilote et puis a
1’échelle industrielle ;

- Elargissement des études de criblages et d’optimisation des conditions d’extraction des HE
aux autres techniques d’extraction au laboratoire ;

- Utilisation de la formulation par les plans de mélanges pour HE de P. lentiscus en d’autres
types d’activités biologique (anti-oxydante, insecticide, anti-inflammatoire.....) ;

- Utilisation d’autres types d’extraits a partir des plantes aromatiques et leur implication dans
la formulation par les plans de mélanges ;

- Fractionnement des HE et des extraits et la réalisation de formulation avec les composés
fractionnés ;

- Utilisation des plans de mélanges dans la combinaison des molécules biologiques avec

d’autres synthétiques.
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Annexe I :

Les principaux tests statistiques

TEST DE L’ANALYSE DE VARIANCE

L’analyse de la variance consiste a rechercher les sources de variation des réponses. On
suppose que les réponses ont été calculées avec le modele postulé, yi=f(x1, X2, X3, ..., xn) + €j,
en utilisant la méthode des moindres carrés c’est-a-dire en minimisant la somme des carrés
des écarts. Dans ce cas, les réponses calculées s’écrivent et les écarts e prennent des valeurs
particuliéres ri qui s’appellent les résidus. Les résidus sont donc des valeurs particuliéres des

écarts. On a :
J;i = f(Xl, X2, X3, ..u0, xn)

Avec ces nouvelles notations, la relation donnant la réponse peut s’écrire :
yi=yitri

L’analyse classique de la variance fait intervenir non pas les réponses mais la différence entre
les réponses et leur moyenne, (yi- ) ou (yi - »). Cette différence est désignée soit par écarts a
la moyenne, soit par réponse corrigée de la moyenne. Dans le cas des réponses calculées, on
parle aussi de modéle corrigé de la moyenne.

Dans le cadre de la méthode des moindres carrés, la moyenne des réponses mesurées est égale
a la moyenne des réponses calculées avec le modéle postulé. On a donc, y étant la moyenne

des réponses :
Yi-y=yi-ytri
Lorsqu’on éléve les deux membres de cette relation au carré, on obtient :

T (Vi- 7 = @G-y +Zri

C’est la relation de base de I’analyse de la variance. Le membre de gauche est la somme des
carrés des écarts a la moyenne des réponses mesurées. Cette somme se décompose en deux
éléments : la somme des carrés des écarts a la moyenne des réponses calculées avec le modele
et la somme des carrés des résidus. La somme des carrés des résidus est la plus faible valeur

de la somme des carrés des écarts. On a donc :
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% ri® = Minimum de X e” = Minimum de X (A + o)/’

Si I’on divise la somme des carrés des résidus par le nombre de degrés de liberté des résidus,
on obtient la variance des résidus. La variance des résidus V(ri) est donc la plus petite

variance des écarts V(e). On peut écrire :
VUD=Mmmwn%V@r:ﬁ;ﬂjrf

C’est cette valeur minimale de la variance des écarts qui est généralement adoptée comme
¢talon de comparaison pour évaluer I’importance d’un coefficient. La variance des
coefficients est alors calculée :

— soit par la formule générale utilisée par les ordinateurs :
V(ai) = KV(e) = V(r)

— soit par la formule simplifiée lorsqu’il s’agit de plans factoriels et d’un modele postulé

polynomial :
V(ai) = V(e) = V(r)

En résumé, la variance des résidus de 1’analyse de la variance sert a calculer la variance des
coefficients. C’est la variance des coefficients qui sert d’étalon pour tester Si un coefficient est
significatif ou non [113].

L’analyse de variance permet de comparer des moyennes. L’idée d’analyser des variances
pour comparer des moyennes de plus de deux échantillons indépendants repose sur le fait que
lorsque plusieurs moyennes ne sont pas différentes entre elles (hypothése nulle) leur variance
totale (St?) est égale a ce que I’on appelle leur variance résiduelle (Sg?). Dans tous les autres
cas, Si2 différe de Sg? (elle lui est supérieure).

Dans I’hypothese nulle, et dans cette seule hypothese, la variance totale étant égale a la

variance résiduelle, le rapport :
F= (S1%- Sr?) / Sr? est égale & 0.

Dans tous les autres cas, Si° est supérieure a Sg°. Une fois calculée la valeur de F, une table de
F donne en fonction du nombre de degrés de liberté les seuils au-dessus desquels cette valeur
F est statistiquement différente de 0, c’est-a-dire que les differences observees sont

statistiquement significatives [134].
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TEST DE STUDENT

Le test de Student, outestt, est un ensemble de tests d’hypothése paramétriques ou la
statistique calculée suit une loi de Student lorsque 1’hypothése nulle est vraie. Un test de
Student peut étre utilisé notamment pour tester statistiquement 1’hypothése d’égalité de
I'espérance de deux variables aléatoires suivant une loi normale et de variance inconnue. 1l est
aussi trés souvent utilisé pour tester la nullité d'un coefficient dans le cadre d'une régression

linéaire.

REGRESSION LINEAIRE ET CORRELATION

La régression

La régression permet d’étudier et de mesurer la relation mathématique qui peut exister entre
deux (régression simple) ou plusieurs (régression multiple) variables. Lorsque les variables
sont quantitatives et que la relation entre elle est linéaires, on appelle ce modeéle la régression
linéaire. L’équation du mod¢le statistique simple de la droite de régression linéaire s’exprime
sous la forme :

Y =b + ax.

Ou b est une constante appelée ordonnée a 1’origine car elle représente la valeur moyenne de y
lorsque x est €gale a 0 et a quantifie ’amplitude des variations de la moyenne de y en fonction

de celles de x, c’est la pente de la droite.

Le coefficient de corrélation

La force d’association entre les deux variables est estimée par le coefficient de corrélation (r).
11 est égal au rapport de la covariance (la mesure d’indépendance entre deux variables. Si deux
variables sont indépendantes, la covariance est nulle) entre x et y sur le produit de leurs écart-
types.

r=Sy/S.Sy

Ce coefficient peut aller de -1 a +1. S’il est compris entre 0,8 et 1 (en valeur absolue), la force
d’association entre les deux variables est importante, entre 0,5 et 0,8 elle est modeérée, entre
0,2 et 0,5 elle est faible, et tres faible en dessous. Un signe positif traduit une association
positive : la valeur moyenne de y croit avec x. Une association négative traduit 1’opposé : la

valeur moyenne de y decroit lorsque x décroit [134].
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Annexe 2 : Valeur de o en fonction du nombre de points centraux [113]

Annexe Il :

Valeur de a

Nombre de facteurs 2 3 4 5 5 6 6
Plan 2> 2 2t 2>t 22 2% 2°
N¢ 4 8 16 16 32 32 64
Ny 4 6 8 10 10 12 12
np=1 1 1,215 1,414 1547 1596 1,724 1,761
Np=2 1,078 1,287 1,483 1,607 1,662 1,784 1,824
Np=3 1,147 1,353 1,547 1,664 1,724 1,841 1,885
n=4 1,210 1,414 1,607 1,719 1,784 1,896 1,943

140



Annexes

Annexe I11

Composition chimique

Analyse chimique de I'huile essentielle

L'huile essentielle a été analysée par Chromatographie en phase gazeuse (GC) couplée a la
spectrométrie de masse GC / MS (Polaris Q ion trap MS). Les analyses ont été effectuées sur
un chromatographe en phase gazeuse Hewlett-Packard (HP 6890) (FID), équipé d'une colonne
capillaire HP-5 a 5% de phénylméthyl silicone (30 m x 0,25 mm x épaisseur de film 0,25 um).
La température a été programmeée de 50 ° C apres 5 min de maintien initial 8200 °Ca4°C/
min. N2 est le gaz porteur de Chromatographie (1,8 ml / min), on a utilisé le mode fractionné
(Flux : 72,1 ml / min, rapport: 1/50), la température de I'injecteur et le détecteur était 250 ° C,
le temps de maintien final était de 48 minutes. La machine était dirigée par un systéeme
informatique de type "HP Chem Station", gérant son fonctionnement et permettant de suivre
I'évolution des analyses chromatographiques. Des échantillons dilués (1/20 dans du méthanol)

de 1 pi ont été injectés manuellement.

RT: 4.00 - 45.03 SM: 1G

RT: 11.05 ] NL:
1003 RT: 18.30 RT: 26.22 5.50E6

95 TIC F: MS
3 RT: 14.89 342UATRS

90§ RT: 6.52 14 _GCMS_

03

80— RT: 31.37

RT: 15.18

65 RT: 21.40
so=\RINaRE RT: 21.81

27.96 RT: 34.49

355 RT: 15.27

RT: 15.36

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Time (min)

Chromatogramme de I’huile essentielle des feuilles de Pistacia lentiscus
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Constituants principaux (%) de I’huile essentielle des feuilles
de Pistacia lentiscus

IR (min)? Constituants ° (%)
915 Tricyclene 7.71
953 Camphene 1.65
974 Sabinene 6.96
1006 a- Phellandrene 2.61
1011 3-carene 4.44
1026 p-Cymene 5.04
1050 trans-B-Ocimene 3.89
1072 y-Terpinene 0.63
1089 p-Cymenene 0.59
1180 Terpinen-4-ol 7.44
1192 a-Terpineol 4.16
1219 Trans- Carveol 0.62
1266 Geraniol 0.58
1288 Bornyl acetate 3.32
1294 Undecanone 0.80
1348 a-Cubebene 1.06
1381 a-Copaene 0.83
1395 B-Elemen 0.94
1418 Caryophyllene 6.62
1454 a-Caryophyllene 1.65
1462 Benzoic acid, pentyl 0.57

ester
1464 Aromadendrene 0.65
1499 a-Muurolene 1.83
1513 y-Cadinene 0.68
1523 Calamenene 0.80
1528 6-Cadinene 1.97
1538 a-Cadinene 1.90
1581 Caryophyllene oxide 6.05
1652 a-Cadinol 2.72

a: Indice de rétention .

b: Les composés présents en traces (<0,5%) n'ont pas été enregistrés.
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