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NOTATION

Abréviations

CER : Période d’extraction a vitesse constante
DC: Diffusion Controlée

FER : Période de taux d’extraction réduite

Lettres Romaines minuscules

a0 :

ke :

ke:

ki :

Jo -

total *

Aire spécifique du solide

Surface interfacial spécifique

Surface superficielle spécifique

Résistance externe au transfert de masse

Coefficient de transfert de masse : dans la phase
fluide dans le film externe de 1’huile libre au solvant
Coefficient du transfert de masse de 1’huile stockée

Constante d’équilibre entre I’huile stockée et le
solvant

Coefficient de transfert de masse dans la phase
solide

Masse totale de 1'huile extraite

Concentration moyenne de I’huile dans la phase
solide

Concentration initiale de 1’huile dans la phase solide

(m/s)
(m/s)
(kgrkg)
(m/s)
(kg)
(kg.m?)
(kg.m?)

XV



Notations

I'c:

ti:

yr

Concentration de 1’huile dans le solide, a I’interface
Coordonnée radiale

Rayon critique

Temps

Temps de diffusion interne

Concentration de I’huile dans la phase solide libre
(accessible)

K

N
Concentration a I’interface dans la phase solide

Concentration dans la phase fluide relative a la
concentration initiale

Solubilité

Coordonnée axiale

Lettres Romaines majuscules

Concentration du soluté dans le solide

Concentration de I’huile dans la phase solide a
I’interface solide-fluide

Concentration de I’huile dans les pores

Concentration moyenne du soluté dans les pores x

Constante qui correspond a la quantité maximale
absorbée dans le cas du lit avec une monocouche

Concentration moyenne : du soluté dans le solide

Concentration de saturation (solubilité) de I’huile
dans la phase fluide

Constante de diffusion effective

Diffusion du soluté dans la phase solide

(kg de I’huile/kg de solide)
(m)

(m)

(s)

(s)

(kg de I’huile/kg de solide)
(kg de I’huile/kg de solide)
(kg de I’huile/kg de solide)

(kg d’huile/kg de solvant)

(m)

(kg.m)
(kg.m?)
(kg.m?)
(kg.m?)
(kg.m)
(kg.m?)
(kg.m?)

(m?/s)

(m?/s)
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Y(2):

YcCER:

Coefficient de dispersion axiale
Hauteur d'extracteur
Flux de transfert de masse

Constante d'équilibre d'adsorption /Masse initiale du
solut¢ difficilement accessible

Coefficient de transfert de masse interne
Coefficient de transfert de masse combiné

Constante d’équilibre entre 1’huile libre et le solvant

Hauteur du lit (m)

Le taux de transfert de masse pour la période de
CER

Masse du solvant pauvre en soluté
Masse initiale du soluté dans la phase solide

Masse initiale du soluté facilement accessible /
Concentration de I’huile dans la phase solide
exprimée en termes de masse du soluté par unité de
masse du solide insoluble

Débit du solvant

Rayon des particules
Vitesse superficielle du solvant
Volume de I’extracteur

Concentration de I'huile en fonction du temps
d’extraction

Rapport massique du soluté dans le fluide pendant la
phase CER

Rendement asymptotique d’extraction

(m/s)

(m)
(kg.m3.s)

(Adimensionnel)/ (kg)

(m/s)

(kg/kg)

(kg)

(kg)

(ke)/ (kg/kg)

(Kgfs)
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Lettres Grecques minuscules

a . Porosité du lit (Adimensionnel)
B: Porosité du solide (Adimensionnel)
€ Porosité du lit ou fraction du vide (Adimensionnel)
p: Masse volumique du solvant (kg.m™)
p. :  Masse volumique des particules avant extraction (kg.m™)
o, . Masse volumique du solide (kg.m?)
0O, . Masse volumique de 'huile (kg.m?)
T: Temps de séjour (s)
b, Fraction volumique des particules qui occupe la

phase huileuse "libre"

é Fraction volumique des particules qui occupe la
phase huileuse "stockée"

Lettres Grecques majuscules

Vo Rapport entre le volume de I’huile libre et le volume
des particules ouvertes ou accessibles au solvant

w, :  Rapportentre le volume de I'huile libre et le volume
des particules ouvertes ou accessibles au solvant au
début de I’extraction

Constantes
f: Coefficient qui dépend de la géométrie de la
particule

f= % pour une sphere
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epuis I’antiquité, I’homme utilisait les plantes pour répondre a ses besoins, il les
utilise pour 1’alimentation, pour avoir de 1’énergie et pour soigner ses maux.
Ainsi, le premier texte connu sur la médecine par les plantes est gravé sur une
tablette d’argile rédigé par les Sumériens 3000 ans Av. J.-C. Ils utilisaient les
plantes telles que le myrte, le chanvre, le thym, le saule en décoctions filtrées.

Se trouvant dans le bassin méditerranéen avec de grandes variations climatiques du nord au
sud, la Tunisie est caractérisée par une flore riche comportant environ 2162 especes réparties
en 115 familles et en 742 genres [1], dont 187 [2] sont considérées comme des plantes
aromatiques et médicinales non toxiques.

Les plantes médicinales aromatiques spontanées du domaine forestier occupent environ 409000
ha localisées essentiellement dans le Nord. Des champs de 100 000 a 250 000 ha, composés de
Romarin, de Thym, de Myrte, d’Armoise blanche et de Menthe peuvent étre exploités. La
cueillette des plantes aromatiques médicinales spontanées a intéressé essentiellement le Myrte,
le Pistacia et le Romarin [3].

Les plantes aromatiques et médicinales demeurent une source inépuisable de substances
biologiquement actives, ainsi au cours de la derniere décennie 1’utilisation de ces plantes est
devenue plus fréquente sous des formes simples répondant & des normes de qualité : plantes
seéches, huiles essentielles, teintures officinales, extraits fluides, extraits secs.

Ces especes sont exploitées en usage culinaire, en médicine traditionnelle ainsi qu’a des fins
industrielles (agro-alimentaire, cosmétique, parfumerie, pharmaceutique...), puisque ces
plantes renferment des huiles essentielles et d’autres substances pouvant étre utilisées comme
des ardmes (alimentation), des fragrances (parfumerie), des principes actifs (pharmacie).

Les plantes aromatiques et médicinales ont une importance considérable dans 1’économie
Tunisienne, non seulement dans 1’activité industrielle qui assure une revenue d’environ 15,38
millions de dinars lors de I’exportation des plantes médicinales aromatiques et 74,43 millions
de dinars lors de I’exportation des huiles essentielles et d’eau de fleurs, mais également pour
leur importance socioéconomique, spécialement dans les régions rurales.

Or, la valorisation de ces especes aromatiques et médicinales passe principalement par leur
évaluation chimique et biotechnologique a travers I’extraction, 1’analyse et I’identification de
leurs constituants et 1’étude structurale de leurs composés bioactifs.

Le procédé d’extraction et I’obtention des extraits est le parameétre clé pour garantir une bonne
qualité¢ des huiles essentielles. Les nouvelles technologies ont pu aboutir a des nouveaux
procédés d'extraction parmi lesquelles 'extraction par CO: supercritique qui présente un moyen
intéressant pour avoir un produit pur, et éviter la présence de solvant résiduel.

Le procédé d'extraction supercritique est devenu une méthode trés répandue pour la
récupération des composants bioactifs ainsi que pour d’autres produits a haute valeur ajoutée.

Dans ce cadre, 1’objectif de cette thése est focalisé sur I’étude et la valorisation des feuilles de
Pistacia Lentiscus L et les fleurs de Myrtus Communis issues de la flore tunisienne.
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Dans la premiere partie de cette these, nous présentons une synthese de 1’intérét de travaux de
recherche et des théories élaborées en relation avec notre sujet thése.

Dans le premier volet nous présenterons des données générales relatives aux deux plantes et
leur importance dans des différents domaines industriels, le 2™ volet traitera la modélisation
avec les plans d’expériences et enfin dans le troisiéme volet nous nous intéresserons a la
modélisation par les modeles de reconnaissances pour 1’extraction des molécules bioactives
avec le CO; supercritique.

Dans la 2™ partie nous présenterons le matériel utilisé pour 1’extraction, pour I’analyse
chimique et pour la valorisation industrielle des extraits et des huiles essentielles.

La troisiéme partie comporte un premier paragraphe qui analyse les données de 1’optimisation
d’extraction des fleurs de Myrte en utilisant un plan d’expérience modifié par des algorithmes
d’échanges Detmax —Fedrov. Dans ce méme paragraphe, nous déterminerons la composition
chimique des extraits de fleurs de Myrte et son activité antioxydante et nous les comparons avec
les huiles essentielles issues de I'hydrodistillation.

Vu la quantité importante des feuilles de Pistacia et ses diverses utilisations, dans le 2!°™ volet
nous effectuons une étude compléte sur cette plante qui passe par une optimisation des
conditions d’extraction par CO: supercritique et de I’activité antioxydante afin d’avoir un
produit avec un rapport qualité prix compétitif sur le marché des huiles essentielles. Une étude
approfondie de la composition de cet extrait de Pistacia en cherchant les composés de la
fraction volatile responsable de 1’activité antioxydante en fonction des conditions opératoires
choisies.

Le troisiéme volet est consacré a ’exploitation et la valorisation de I’extrait par CO:
supercritique et des huiles essentielles de myrte en remplacant des antioxydants commerciaux
par des autres antioxydants naturels pour améliorer la qualité des produits agroalimentaires.

Dans le dernier volet, nous ¢étudierons 1’effet des différents parametres opératoires sur la
cinétique d’extraction de Pistacia en se basant sur des équations de transfert de matiere dans
un milieu poreux.
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I. Le Myrte

I.1. Origine et historique

Le myrte, appelé Myrtus communis L dans le monde botanique, et ’Homme cohabitent la
Méditerranée depuis I’antiquité. Il avait une valeur symbolique et méme sacrée pour les Grecs,
les Romains, les Perses et les Juifs.

Le myrte occupe une place prépondérante dans les écrits d’« Hippocrate», de « Pline », de
« Dioscoride », de « Galien » et des écrivains arabes.

Mpytus communis L. est ’'une des plus importantes plantes aromatiques et médicinales. Elle
appartient a la famille des Myrtacées, comprenant 16 especes, qui est trés répandue dans le
bassin Méditerranéen, le Moyen Orient et les régions les plus chaudes de I’ Amérique du Nord
et d’Australie. [4]

En Tunisie, le myrte est représenté par une seule espece Myrtus.communis. L qui pousse
spontanément dans les zones cotieres, les collines et les zones forestiéres du Nord Tunisien dans
les régions de Tabarka, Ain Drahem, Bou Kornine et le Cap Bon [5], sous les bioclimats
humides et subhumides [6].

I.2. Variétés de myrte

Le myrte est un arbrisseau qui s’adapte bien a plusieurs types de sols [7], avec un pH neutre ou
légérement acide [8], préférant toutefois les sols humides tout en évitant les terrains a matrice
calcaire [9]. Cette plante tolere assez bien les embruns et la seécheresse ainsi que le froid. Deux
variétés de myrte ont été décrites dans la flore Tunisienne : Myrtus communis var. italica L. et
Myrtus.communis var. baetica L. [10] qui présentent le méme caractére végétatif mais
présentent une différence morphologique au niveau des feuilles et des fruits car les feuilles et
les fruits de baetica sont plus grands que ceux d itilica. [11]

I.3. Intéréts thérapeutiques du myrte

Grace a sa composition, le myrte constitue une plante aromatique et médicinale intéressante
connue pour ses nombreuses propriétés thérapeutiques et utilisation en médecine traditionnelle.

Les principales indications du myrte sont les maladies des voies respiratoires et du systeéme
urinaire. Le décocté des fruits permet de soulager ’ulcere et les douleurs gastriques. De plus, il
est préconisé en gargarisme pour traiter les gingivites. Ces fruits produisent une huile qui serait
efficace en application locale pour atténuer les douleurs rhumatismales. Outre les fruits, le
décocté des fleurs est signalé pour arréter les diarrhées aigiies et soigner la toux et les rhinites.
En ce qui concerne les feuilles, elles sont utilisées en infusion dans les cas d’hypertension
artérielle, de douleurs abdominales et de I’inflammation de la gorge [12].

L’huile essentielle des feuilles de Myrtus communis. L permet le soulagement des affections
pulmonaires et des voies urinaires a cause de ses actions antiseptique, astringente et tonique.

Les composés antibactériens de I’huile essentielle conférent a cette plante une efficacité
indiscutable dans les cas d’affections cutanées spécialement contre les psoriasis [13].
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Des études récentes ont montré que cette huile essentielle posséde un effet hypoglycémiant tout
en réduisant 1’absorption intestinale du glucose via I’inhibition de 1’a-glucosidase [14].

Les feuilles et les fruits du myrte sont caractérisés par leur richesse en composés phénoliques.
Ces derniers, considérés comme des antioxydants naturels, sont trés recherchés dans divers
domaines a savoir la phytothérapie, les industries agroalimentaires et pharmaceutiques, la
cosmétique, ... [15] et ceci en raison de leurs propriétés anti-radicalaire, anti-inflammatoire,

anti-cancérigéne et antimutagene [16].

Les résultats d’une étude clinique [17] menées avec le myrtol, issu du myrte ont prouvé son
efficacité sur la bronchite aigiie et la sinusite.

Cette étude montre également que le myrtol pourrait représenter une alternative intéressante
aux antibiotiques, sans agent infectieux spécifique et sans courir le risque de favoriser le
développement de la résistance bactérienne.

1.4. Les huiles essentielles

1.4.1. Définition

Comme son nom ne I’indique pas, une huile essentielle ne contient pas de corps gras comme
une huile végétale obtenue a 1’aide d’un pressoir. Le terme d’huile essentielle remonterait au
XVI¢ siecle et dériverait d’une drogue Quintaessentia [18].

D’autres pensent que les huiles essentielles ou encore essences doivent leur nom a leur
inflammabilité comme 1’essence.

La plupart des végétaux qui renferment des huiles essentielles sont appelés "plantes
aromatiques". On trouve ces substances volatiles non grasses dans de nombreux organes de la
plante (feuille, fleur, fruit, graine, écorce, racine, ...). Toutefois, la quantité d’huile essentielle
produite est tres variable selon I’espéce et généralement faible, de I’ordre de 1 %, avec quelques
exceptions comme le bouton floral du giroflier ou le taux d’huile essentielle atteint 15 % [19].

L’ Association Francaise de Normalisation (ISO9835) définit une huile essentielle comme étant
un produit ayant des propriétés aromatisants (odoriferes et sapides) obtenu a partir de la matiere
végeétale soit par entrailnement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques soit par distillation
a sec. L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques.
Tres volatiles, les huiles essentielles ne rancissent pas, sont solubles dans l'huile et dans
I’éthanol mais pas dans 1'eau [20].

1.4.2. L’huile essentielle de myrte

1.4.2.1. L’huile essentielle de la feuille

Les huiles essentielles de la feuille de myrte peuvent étre de type a-pinene/l,8-cinéole
rencontrées en Italie [21], en Tunisie [5], au Liban [22] et en France [23]. L'Iran a une huile
essentielle de type a-pinéne/limonene [24].
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Le chimio type acétate de myrtényle caractérise les huiles essentielles d’Espagne [25] et de
Croatie [26]. Cependant, I’ Albanie [25] et le Maroc présentent des HE de type 1,8-cinéole [27]
et celles de la Turquie sont de type limonéne [28].

1.4.2.2. L’huile essentielle du fruit (Figure 2)
Le fruit du myrte est généralement moins riche en HE que la feuille ; il posseéde une composition
en HE voisine de celle de la feuille mais a des proportions différentes.

Les composées majoritaires de I’HE du fruit mar de Myrtus communis d’Espagne sont : 1,8-
cinéole (61,5%), a-pinéne (7,2%) et a-terpinéol (4,2%) [29].

Au Maroc, I’huile essentielle du fruit mir est riche en a-pinene (25%), 1,8-cinéole (20,5%),
limonene (18%) et acétate de myrtényle (10%) [30].

En Italie, le composé majeur de 1’huile essentielle du fruit mur est I’a-pinene (51,1%), suivi du
1,8-cinéole (23,1%) et du limonene (7,9%) [24].

En Tunisie, I’huile essentielle du fruit mir (60 jours APF) est riche en 1,8-cinéole (40,99%),
linalool (18,92%), acétate d’a-terpinyle (8,94%), a-pineéne (7,20%) et terpinéol (5,29%) [31].

1.4.2.3. L’huile essentielle de la fleur (Figure1)
Les feuilles et les fleurs sont les organes qui produisent la quantité la plus importante d’huile
essentielle représentant respectivement un rendement de 0,3% et 0,6%.

L’HE des fleurs de myrte en Tunisie est riche en a-pinene (17,53%), 1,8-cinéole (12,70%),
limonéne (10,11%), eugénol (10,11%) et I’a-terpineol (5,16%) [14].

En Croatie et en Espagne, la composition des HE de la fleur est caractérisée par sa richesse en
acétate de myrtényle représentant une proportion d’environ 23% [26,27].

Cependant, I’HE de la fleur de myrte du Maroc présente une proportion importante d’a-pinéne
atteignant 31% contre 1% d’acétate de myrtényle [27].
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Figure 1. Fleur de Myrte Figure 2. Fruit de Myrte

I1. Le pistachier lentisque

I1.1. Origine

Le pistachier lentisque est appelé communément « dharw » au Maghreb ou encore « Mastaka
» dans les pays du Moyen Orient. Sous ce nom, on vend une résine importée du Maroc, produite
par le méme arbre, mais provenant de 1’ile Chio en Mer Egée et des iles voisines. Ainsi, le
microclimat de ces iles favorise le développement d’une variété de lentisque (Pistacia lentiscus
L. var. chia DC.) qui se caractérise par une résine plus abondante, dure se présentant comme
des larmes et de meilleure qualité aromatique : la gomme-mastic existant é¢galement dans les
pays du Maghreb. L’espéce est signalée comme trés commune sur la frange littorale ou elle
constitue une formation caractéristique avec I’oléastre (un arbre originaire de I'Afrique du Nord
ou il pousse spontanément, a 1'état naturel mais il se trouverait plus au nord, dans la zone
méditerranéenne européenne) de 1’espéce Oleaeuropaea L. ; elle est également présente dans
les formations de 1’espece Quercus ilex L. (chéne vert). Le lentisque méditerranéen est une
espéce courante en Tunisie ou il constitue souvent des maquis [31].

I1.2. Caractéristiques botaniques

Il s’agit d’un arbuste ou arbrisseau buissonnant et touffu, vert et a feuillage persistant. Il mesure
1 a 3 m de hauteur et dégage une odeur résineuse treés prononcée. La feuille posséde un pétiole
étroitement ailé ; elle est persistante en hiver, coriace, luisante, longue de 2 a 4 cm sur 8-15mnm
de large, de couleur vert sombre brillant sur sa face supérieure ; elle est composée d’'un nombre
pair de folioles (4-5 paires) disposées comme les barbes d’une plume autour de 1’axe central
(feuilles dites paripennées). La feuille dégage une odeur de térébenthine lorsqu’on la froisse et
se caractérise par une saveur amere et camphrée. L’inflorescence est en grappes spiciformes,
rameuses, denses et courtes. Elles apparaissent seules ou par deux a I’aisselle d’une feuille ;
elles sont courtement pédicellées et comportent des fleurs petites males ou femelles. La fleur
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est unisexuée et sans pétales ; elle est verte ou rougeatre. La fleur male comporte 5 étamines
alors que la fleur femelle comporte un ovaire a 3 carpelles concrescents (soudés) et uniovulés.
Le fruit est petit et globuleux : c’est une drupe rouge puis noire a maturité contenant un noyau
[32.

I1.3. Usages traditionnels décrits dans le monde Magrébin

I1.3.1. La racine

En Tunisie, la racine est employée sous forme de décocté, comme béchique, ce décocté est
parfois conseillé dans le traitement de 1’asthme. Il est encore employé en bain de bouche pour
soigner les gingivites. Il est également préconisé en tant que cicatrisant et antirhumatismal [32].

I11.3.2. L’écorce

Elle est employée au Maroc sous forme de décocté ou réduite en poudre pour traiter les maladies
gastriques et intestinales [33].

I1.3.3. Oléorésine ou gomme

L’oléorésine était employée, en Algérie en fumigation contre la fievre, dans le Sahara de
I’Oranais a Taghit et était largement utilisée en fumigation a titre prophylactique et
thérapeutique au Sahara. Cette résine ou gomme (celle considérée comme la meilleure provient
de Chio) était employée au Maroc comme parfum par les gens aisés.

I1.3.4. Les feuilles

En 1921, en Afrique du Nord, elles passaient pour étre astringentes, diurétiques et
emménagogues. Sous forme d’infusé, elles étaient employées pour enlever la mauvaise haleine
et ’odeur de la sueur.

En Tunisie, en usage interne sous forme de décocté, elles sont utilisées pour calmer les douleurs
gastriques ou directement consommeées pour apaiser le pyrosis (reflux de 1’acide gastrique de
I’estomac vers I’cesophage). Elles sont mastiquées pour combattre I’hypertension artérielle dans
plusieurs villages du Nord-ouest Tunisien [32].

I1.3.5. Fruits, huiles de fruits

Le fruit de P. Lentiscus est consommeé en Tunisie pour apaiser le pyrosis [32]. Par ailleurs, son
huile est extraite apres €ébullition de la poudre de fruits ou de la poudre de leurs graines. Cette
huile est employée en Tunisie en usage interne pour apaiser les gastralgies et en usage externe
dans le traitement des rhumatismes dans la région de Souassi [33]. Il faut signaler également
que cette huile est employée au Maroc dans les traitements de la galle et des rhumatismes [32].

I1.4. Composition chimique de ’huile essentielle de Pistacia Lentiscus

De nombreux travaux ont indiqué une variabilité de la composition de I’huile essentielle de
Pistacia lentiscus, Zrira et al. [34] ont affirmé que I’analyse de la composition des huiles
essentielles de cette plante a partir de 3 lieux différents a montré que les composés majeurs des
huiles essentielles de la région d’Oulmes sont I’a-pinene, le B-myrcene (10,2-11,5%) et le



Partie A : Etude bibliographique

limonéne (6,8-9,8%) alors que les composés majeurs dans la région de Chaouen sont le
terpinéne-4-ol (32,7-43,8%), I’a-pinéne (7,1-13,5%) et 1’acétate de bornyle (6,8-10,3%).

Douissa et al. [35] ont analysé la composition de 1’huile essentielle issue de Zaghouan en
Tunisie. L’alpha-pinéne (17%), le gamma- terpinéne (9%) et le terpineéne-4-ol (12%) en
constituent les composés majeurs [36].

Par ailleurs, I’huile essentielle d’Espagne se distingue par la prédominance de la classe des
sesquiterpenes ou le B-caryophylléne (13,1%), le y-cadinéne (8,1%) et le germacréne-D (6,8%)
représentent les composés majeurs [36].

L’étude de I’extraction des feuilles des Pistacia, provenant de 1’Italie, par CO; supercritique été
étudiée par Congiu et al. [37]. La composition chimique de 1'huile, a été déterminée par analyse
GC-MS et a révélé la présence de B-caryophylléne (31,38%), D-germacrene (12,05%) et a -
cadinene (6,48%) comme des composés majeurs.

III. Activités thérapeutiques

Une grande importance était attribuée a 1’utilisation des herbes et des odeurs dans la vie
quotidienne, depuis 1’antiquité et surtout a I’époque médiévale, ou par exemple certaines herbes
¢taient utilisées pour purifier I'air ambiant que 1'on croyait capable de transmettre certaines
maladies, ainsi, les chemins, sur lesquels les cortéges royaux des siecles passés roulaient, étaient
la plupart du temps jonchés d'herbes séchées comme le romarin et le thym. Elles avaient pour
objet de protéger les souverains et leurs familles de maladies, comme la peste.

Toutefois 1’utilisation de ces plantes n’était basée ni sur des preuves scientifiques, ni sur une
¢étude clinique mais plutot sur des pratiques traditionnelles. Ce n’est que durant les deux
derniéres décennies que les substances chimiques extraites a partir de ces plantes ont été
valorisées prouvant ainsi leurs propriétés thérapeutiques.

La phytothérapie désigne la médecine basée sur les extraits de plantes et les principes actifs
naturels, elle est & ’origine de plusieurs travaux permettant de localiser le mode d’action de ces
substances chimiques a 1’échelle des organes, des tissus et méme a I’échelle cellulaire. Ainsi,
en médecine moderne, la tendance actuelle serait d’introduire dans la médication des substances
brutes ou méme des composés purs qui possederaient un effet curatif.

Neéanmoins, I’utilisation des plantes présente des limites et ne peut €tre aisément définie car les
composés phytochimiques endogenes se trouvent dans des systémes hétérogenes extrémement
complexes. De plus, ils sont présents d’une facon inéquitable dans les cellules végeétales.
Toutefois, le souci d’avoir une bonne santé et une vie saine a augmenté la demande en herbes
médicinales. C’est ainsi que des efforts scientifiques ont été déployés afin d’attribuer a ces
plantes le statut des véritables médicaments et de développer le secteur de la phytothérapie [36].

L'aromathérapie est l'utilisation thérapeutique des huiles essentielles a base d'herbes, de fleurs
et d’autres plantes. Les huiles essentielles peuvent étre absorbées dans le corps via la peau
ou par l'intermédiaire du systéme olfactif.
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Différentes méthodes sont utilisées pour fournir I'aromathérapie, tels que les diffuseurs, les
bains, les massages et les compresses. Plusieurs études ont montré que l'aromathérapie est
efficace pour réduire différents types de douleur, y compris la douleur postopératoire, la
fibromyalgie et la dysménorrhée. Toutefois, les effets thérapeutiques de 1'aromathérapie ne
sont pas bien pris en charge par des ¢tudes cliniques. La plupart des preuves de I'efficacité
thérapeutique de 1'aromathérapie a été publiée dans des livres sur I'aromathérapie et non
dans des revues scientifiques. De nombreux essais cliniques ont émergé, mais leurs résultats ne
sont pas confirmés complétement [37].

III.1. Activité antioxydante

II1.1.1. Les antioxydants et le stress oxydatif

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche 1’oxydation d’autres substances
chimiques.

Les antioxydants inhibent 1’oxydation par I'un de ces deux mécanismes :

e Le mécanisme de neutralisation des radicaux libres et par la suite 1’arrét des réactions
en chaine initialisés par ces derniers.

e Le mécanisme de la destruction des hypers oxyde donc la diminution de la vitesse de
formation des radicaux libres [38]

Les antioxydants sont utilisés pour la conservation des aliments dans 1’industrie agroalimentaire
et pour la conservation des produits cosmétiques, et ceci en empéchant la réaction d’oxydation
des lipides contenu dans leurs matrices [39].

Les radicaux libres sont produits dans notre organisme par des réactions biochimiques
déclenchant ainsi des réactions d’oxydation en chaine ayant une action néfaste sur les cellules
du corps humain, en les abimant et en accélérant le processus de vieillissement.

Si le corps humain fonctionne normalement, il produit simultanément les antioxydants et les
radicaux libres donc il maintient I’équilibre entre ces deux types de substances dans le processus
métabolique. Le déséquilibre entre ces deux types de composés conduit a un phénomene appelé
stress oxydatif [40]. Ce déséquilibre augmente avec 1’age et il est a I’origine de plusieurs
pathologies dans 1’organisme humain comme le vieillissement, le cancer, la cataracte, la
sclérose latérale amyotrophique, le syndrome de détresse respiratoire aigu€, 1’cedéme
pulmonaire [41], I’inflammation, les maladies neurodégénératives, l'athérosclérose [39,41],
I’infarctus, les allergies [39].

Le stress oxydant est aussi 1’un des facteurs favorisant I’apparition de maladies plurifactorielles
tels que le diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardio-vasculaires
[39] puisqu’il cause I’endommagement des molécules biologiques telles que I’ADN, les lipides,
les protéines...

Les facteurs favorables a la formation et a I’augmentation de radicaux libres sont 1’exposition
a des agressions de I’environnement, comme les agents infectieux, la pollution, les UV et le
rayonnement [42]. Le déséquilibre peut, aussi, étre dii @ un apport insuffisant d’antioxydants
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dans le régime alimentaire car chaque molécule d’antioxydant ne peut réagir qu’avec un seul
radical libre, il faut refaire le plein de ressources antioxydantes [43].

II1.1.2. Utilité alimentaire des antioxydants

Maitriser 1'oxydation est indispensable pour gérer 1'évolution des systémes biologiques dans
leur complexité, en particulier dans le cas des aliments dont la dégradation peut avoir des
conséquences sur la sécurité alimentaire. L'activité antioxydante est évaluée soit par le dosage
des produits formés (en particulier des hydroperoxydes) par des techniques photométriques plus
ou moins directes, soit par la mesure de 'efficacité du composé a piéger des radicaux libres.

Pour limiter 'oxydation, l'industrie agroalimentaire peut baisser le taux d'oxygeéne (immersion,
vide, atmosphere sous azote), pour ralentir les réactions par réfrigération ou congélation, en
détruisant les enzymes d'oxydation (polyphénols oxydases), en ajoutant des antioxydants
inhibant 'oxydation induite par l'oxygéne.

En limitant les risques de radicaux libres, la présence d'antioxydants, combinée a d'autres
techniques, est indispensable a la stabilité des produits [44].

II1.1.3. Propriétés

L'antioxydant alimentaire idéal, et facilement incorporable et efficace a faible dose, est non
toxique, n'entraine ni coloration, ni odeur, ni saveur indésirable. Il est résistant au changement
thermique et mécanique et stable dans le produit fini.

11 s'agit, en fait, d'agents de prévention ou de terminaison capables d'éviter ou de piéger les
radicaux libres en bloquant l'initiation, en complexant les catalyseurs, en réagissant avec
I'oxygene ou en déviant de l'aliment les effets de lumiere ou les rayonnements. Ils constituent
un groupe de substances chimiques largement utilisées pour prolonger la durée de conservation
d'une grande variété de produits alimentaires.

Bien que la plupart des matieres premieres utilisées contiennent déja des antioxydants naturels,
durant les procédés de fabrication des aliments, ils en sont appauvris, nécessitant 1'addition
d'antioxydants synthétiques. Les antioxydants peuvent étre efficaces a des trés faibles
concentrations, 0,01%, mais ils ne peuvent ni rendre le processus d'oxydation réversible ni
prévenir rancissement hydraulique [45].

Pour étre incorporé dans les produits alimentaires et utilis¢é comme additif alimentaire,
l'antioxydant doit satisfaire plusieurs critéres. Il doit étre soluble dans les lipides, au moins
effectif sur une durée d'une année a une température entre 25 et 30°C, facile a incorporer et
efficace a des faibles concentrations. Il doit aussi rester stable durant le chauffage sans apporter
de changement remarquable sur la qualité de l'aliment par rapport a une longue durée de
stockage [45].

La performance des antioxydants dépend du milieu, de leur concentration et du temps
d'oxydation [46].
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II1.1.4. Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques, vu leur efficacité, leur faible cott et leur disponibilité, sont
largement utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de prévenir la rancidité.
Plusieurs antioxydants synthétiques comme le butylhydroxyanisole (BHA), Ila
tétrahydrobutylhydroquinone (TBHQ), le 2,4,5-trihydroxybutyrophénone (THBP), le di-
tertbutyl-4-hydroxyméthylphénol (IONOX-100), le gallate de propyle (PG), le gallate d'octyle
(OQG), l'acide nordihydroguaiarétique (NDGA) et le 4-hexylrésorcinol (4HR), sont utilisés dans
les cosmétiques [47].

Le gallate de propyle et le butylhydroxyanisole sont des antioxydants phénoliques synthétiques
hautement actifs qui agissent en inhibant la chaine de réactions d'initiation et en réduisant la
peroxydation des acides gras insaturés [48]. Malgré la puissance de leur activité antioxydante,
I'exceés de ces antioxydants synthétiques peut étre toxique, et peut méme présenter un danger
sur la santé humaine [49].

I11.2. Antioxydants naturels

II1.2.1. Particularité des antioxydants naturels

Les antioxydants naturels apportés de 1'alimentation comprennent, généralement, de l'ascorbate,
des tocophérols, des caroténoides et des phénols végétaux bioactifs. Les bénéfices sur la santé,
des fruits et Iégumes sont largement dus aux vitamines antioxydantes présentées par un grand
nombre de composés phytochimiques.

En effet, les sources de tocophérols, de caroténoides et de I'acide ascorbique ainsi que leurs
bénéfices sur la santé sont bien connues et investiguées dans un surplus de publications de
recherches scientifiques bien vari¢es. Mais, les phénols végétaux n'ont pas été complétement
étudiés en raison de la complexité de leur nature chimique et la difficulté de leurs extractions.

Des nombreuses constatations, liées a la présence de phénols antioxydants dans des sources
végeétales, ont été établies dans le but de mieux les étudier et les évaluer tels que les produits
traditionnels, les sous-produits agricoles, les tisanes, les huiles végétales pressées a froid et
d'autres moins connues.

II1.2.2. Effet antioxydant naturel pour un aliment meilleur

Il y a de plus en plus d'intérét a 1'utilisation des antioxydants naturels comme des composants
bioactifs dans les aliments [50]. Grace a leur capacité a piéger les especes d'oxygene réactif
(ROS), les antioxydants sont capables d'inhiber le processus d'oxydation du cholestérol et par
la suite diminuent le risque des maladies cardiovasculaires [51]. Bien que 1'oxydation du LDL
(lipoprotéine a basse densité) puisse étre empéchée par 1'addition d'antioxydants synthétiques,
plus d'attention est dirigée vers les antioxydants naturels pour leur meilleure sécurité comparée
aux composants chimiques [52]. Les effets protecteurs de ces régimes riches en fruits et en
végétaux, contre certains cancers, ont €té attribués en partie aux antioxydants qu'ils contiennent,
particuliérement aux polyphénols [53]. Dans une étude récente, l'extrait des feuilles Olea
europea L. (la source la plus riche en phénols) a été utilisé pour déterminer son effet a ralentir
I'oxydation de la matiére grasse [54,55].
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Malgré une relative stabilité apparente et les soins apportés pour la conserver, tous les produits
alimentaires subissent des altérations. Leur manipulation (transformation, conditionnement,
stockage...) ¢loigne les produits transformés de leur état originel. Pour maintenir 1'état souhaité
des aliments, certaines pratiques physiques sont utilisables (cuisson sous vide, conditionnement
sous atmosphere modifiée...), mais I'emploi d'additifs rajoutés aux préparations est un moyen
facile et économique de pallier les évolutions oxydatives, principale cause de dégradation hors
celles des micro-organismes.

Bien que leur utilisation dans les formulations doive apporter une valeur ajoutée aux aliments
sans étre préjudiciable a la santé humaine, si la complexité de I'aliment final ingéré est ignorée,
il peut en découler de graves problémes toxicologiques dus aux synergies ou aux produits
dérivés.

IV. Procédés d’extraction des huiles essentielles

L’extraction cherche a isoler d’'un mélange végétal complexe, des constituants ou des composés
possédant des propriétés chimiques différentes [55]. Il existe plusieurs techniques d’extraction
des huiles essentielles. Ces techniques ne présentent pas le méme degré d’efficacité a 1’égard,
d’une part des molécules trés volatiles et peu polaires, et d’autre part des molécules peu volatiles
et trés polaires.

IV.1. Méthodes d’extractions conventionnelles

Les procédés traditionnels utilisés pour obtenir des huiles essentielles sont principalement la
distillation, I’entrainement a la vapeur et I’extraction par solvant.

La distillation a la vapeur est une opération unitaire qui se base sur la différence de volatilité
des composés présents dans la matiere végétale. L'industrie préfére la distillation et
I’entrainement a la vapeur en raison de leur simplicité et du cott faible du procéde [56]. Ce
procédé utilise une chaudiere pour générer de la vapeur, un extracteur, ou on place la matiere
premicre a extraire, un condenseur et un flacon de collecte. La vapeur d'eau pénetre a travers le
lit rempli en matiere végétale. Le mélange vapeur-huile essentielle se déplace ensuite vers le
condenseur, ou le changement de phase se produit. Le condensat est introduit dans un récipient
ou la séparation se produit entre la phase aqueuse et la phase huileuse, en raison des différences
de polarité.

Le procédé d'extraction utilisant un solvant consiste a placer un solvant organique en contact
avec une matrice végétale. Apres un temps suffisant pour permettre le transfert des composants
solubles présents dans la plante, I'huile est obtenue suite a une évaporation du solvant.

Les procédés d'extraction traditionnels présentent certains inconvénients et limitations. Dans ces
procédés, les constituants d'huiles essentielles peuvent subir une dégradation thermique ou
hydrolyse. Un autre facteur important est la limitation de l'utilisation de solvants toxiques,
puisque les huiles essentielles sont utilisées dans 1'alimentation et les produits pharmaceutiques
et cosmétiques.

Cependant, l'efficacité¢ de l'extrait et sa qualité doivent constituer des priorités et, vu que les
limites pour les résidus de solvant sont de plus en plus soumises a un examen attentif, les extraits
obtenus a l'aide de fluides supercritiques pourraient bien jouer un role central a défaut d'autre
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chose. Un des aspects les plus importants de toute extraction est probablement un substrat de
plus haute qualité, ceci pouvant étre un €lément clé pour définir le processus d'extraction qui
fournira le produit désiré.

IV.2. Extraction par CO; supercritique

L'extraction par fluide supercritique (SFE) est une technique de séparation qui utilise un fluide
supercritique en tant que solvant. Tout fluide est caractérisé par son point critique, qui est défini
en fonction de la température critique (T¢) et de la pression critique (P¢). Un fluide est dit
supercritique si sa température et sa pression ont des valeurs supérieures a celles de son point
critique [57,58].

Un fluide supercritique présente des propriétés physico-chimiques intermédiaires entre celles
d'un liquide et un gaz, ce qui facilite son utilisation en tant que solvant d’extraction. Certaines
caractéristiques font I’intérét de cette technique notamment la masse volumique du fluide ; sa
faible viscosité ; sa faible tension de surface ; une diffusivité élevée ; un pouvoir de solvatation
et un potentiel de sélectivité élevé [59,60].

Dans la technique d’extraction avec un FSC, on exploite la combinaison du pouvoir solvant
similaire a celui des liquides, et des propriétés de transport, similaires a celles des gaz, sachant
que I’ensemble des propriétés du fluide, sont trés sensibles aux changements de pression et de
température notamment lorsqu’on s’approche du point critique. En fait, de faibles changements
de pression et de température permettent d’effectuer des séparations difficiles ou complexes
[61]. (Tableau 1)

Tableau 1 : Propriétés des gaz, des liquides et des fluides supercritiques [62].

Densité Viscosité Diffusion
(g/cm’) (g/cm.s) (cm?/s)
Gaz (101,3kPa ; 15 - 30°C) 0,6-2,0).10°  (1,0-3,0) x 10* 0,1—04
Fluide Supercritique TC, Pc 0,2-0,5 (1,0-3,0) x 10 0,7x 107
Tc, 4Pc 0,4-0,9 (3,0-9,0) x 10 0,2x 1072
Liquide (15 - 30°C) 0,6 - 1,6 02-3,0)x 10*  (0,2-2,0)x 10°

En se basant sur la théorie du solvant a géométrie variable, il est possible d’augmenter le
rendement d’extraction en faisant varier la masse volumique du CO,. Sovova et al. [63] ont
évalué I’influence de la pression et la température sur le rendement de 1’extraction de la lutéine
et du B-carotene, ils ont trouvé que la pression était la variable la plus importante, alors que
pour la température, il est déconseillé d’aller au-dela de 60°C, puisque que les composés
d'intérét peuvent subir une dégradation thermique [64].

Une large gamme de fluides supercritiques peut étre utilisée comme indiqué dans le tableau
numéro2. L'eau, par exemple, a une température critique (Tc =374,1°C) et une pression critique
(Pc =220 bar = 22,06 MPa) : les coordonnées du point critique sont élevées, ce qui contribue a
un colit élevé du processus pour atteindre ces conditions. Le dioxyde de carbone, est le fluide
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le plus largement utilis¢, a cause des valeurs modérées de ses coordonnées critiques (Tc =
31,3°C et Pc = 74 bars = 7,38 MPa), cette propriété favorise l'extraction des composés
thermolabiles avec une dégradation minimale [65-68].

Tableau 2 : Les coordonnées critiques de certains composants purs [67].

Composé Tc (°C)* Pc (MPa)*
Ethyléne 9.4 5,04
Dioxyde de carbone 31,1 7,38
Ethane 32,3 4,87
Peroxyde d’azote 36,6 7,26
Propane 96,8 425
n-Hexane 2345 3,01
Acétone 235,1 4,70
Méthanol 239,6 8,09
Ethanol 240,9 6,14
Acétate d’éthyle 250,2 3,83
Eau 374,1 22,06

* Tc — Température critique, Pc — Pression critique.

co,
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Figure 3. Diagramme de phase de CO2 pur [68]

Le dioxyde de carbone a l'état supercritique est le solvant préféré dans des applications
alimentaires. Il est non seulement pas cher et facilement disponible a un haut niveau de puretg,
mais également il ne présente pas de danger a manipuler et préserve la qualité physiologique
des aliments [69].
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Selon [69], le fait que le dioxyde de carbone supercritique ait une température critique (31,1°C)
proche de la température ambiante (25 °C) fait qu’il est reconnu comme solvant trés intéressant
pour le traitement des produits sensibles a la chaleur tels que les ardmes, les pigments et les
antioxydants. Cette propriété a ét¢ appuyée par I’étude de I’effet de la méthode d’extraction par
CO» supercritique sur l'huile d’oignon, ou les auteurs ont montré que l'extraction a une
température modérée a donné un arome caractéristique de 1'oignon frais [70;71].

Les propriétés de solvatation du dioxyde de carbone supercritique peuvent varier sur une large
plage de modification de la pression et de la température [72]. Cette propriété peut étre utilisée
pour réaliser une extraction hautement sélective des composés d'intérét a basse température et
sans ajout de solvants organiques [69].

Lorsqu'il est utilisé a de faibles masses volumiques, le CO> supercritique a une capacité limitée
a dissoudre les molécules polaires. Toutefois, ce probléme peut étre évité par 1'addition d'un
solvant polaire pour modifier la polarit¢ de CO,. Cette deuxieme composante est appelée un
co-solvant ou modificateur. Cette substance, qui est liquide dans les conditions normales, a été
largement utilisée pour modifier les propriétés de solvatation de CO> [70].

Malgré les avantages présentés par SFE, le processus a aussi quelques inconvénients, par
rapport aux procédés classiques : le danger impliqué dans l'opération, la difficulté d’implanter
une telle technologie pour les usines de petit et de moyen capital. En ce qui concerne les cofits,
il faut tenir compte du fait que les produits obtenus par SFE ont une qualité supérieure, vu que
I’extraction a basse température conserve la qualité¢ des huiles et donne des ardmes avec une
qualité souhaitée. Actuellement, le colit des huiles essentielles a été jugé élevé, selon [71], et
les procédés d'extraction utilisant le CO- supercritique sont devenus compétitifs. Il faut ajouter
encore qu’il y a des cas ou la SFE permet I'extraction de produits qui ne peuvent étre obtenues
par d'autres moyens [72].

L'extraction par fluide supercritique est une technique qui peut remplacer les procédés
d’extraction traditionnelle (distillation, extraction liquide-liquide et 1'extraction solide-liquide).
Le choix du procédé d'extraction dépend de leur efficacité, de la matiére premiére, du colt de
la transformation, des caractéristiques physiques, de la destination et de 'utilisation du produit
fini.

Enfin, I'approche de la SFE nécessite la connaissance des propriétés physico-chimiques, des
données d'équilibre de phase et des modeles mathématiques pour simuler de maniere fiable le
processus d'extraction.

V. Modélisation de I’extraction des huiles essentielles en milieu supercritique

V.1. Méthode des plans d’expériences

Les plans d'expériences permettent d'organiser au mieux les essais qui accompagnent une
recherche scientifique ou des études industrielles. Ils sont applicables a de nombreuses
disciplines et a toutes les industries a partir du moment ou I’on recherche le lien qui existe entre
une grandeur d’intérét, y, et des variables, X Il faut penser aux plans d'expériences si I’on

s’intéresse a une fonction du type :
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Y=f (xi)

Avec les plans d'expériences, on obtient le maximum de renseignements avec le minimum
d'expériences [74]. Néanmoins, ces plans d’expériences ne permettent pas de localiser avec
précision un optimum présent dans le domaine d’étude exploré, sa recherche est réalisée via la
modélisation de la réponse étudiée et 1’exploitation du modele ajusté au moyen de différents
outils mathématiques et statistiques [75].

V.2. Réponse, facteur, niveaux

La grandeur physique « y » mesurée par I’expérimentateur est appelée réponse, cette réponse
varie en fonction des grandeurs physiques « Ubi » modifiables par I’expérimentateur, appelées
facteurs. La fonction mathématique « f » reliant les facteurs a la réponse est un polynéme du
premier ou second degré dans le cas des plans d’expériences. La valeur donnée a un facteur
pour réaliser un essai est appelée niveau. Les variations des facteurs sont bornées par une valeur
maximale et une valeur minimale appelées respectivement niveau haut et niveau bas, le code (-
1) est affecté au niveau bas, et le code (+1) est affecté au niveau haut.

V.3. Domaine d’étude, surface de réponse

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.
La réunion des domaines de chaque facteur définit le « domaine d’étude » (figure 4). Ce
domaine d’étude est la partie de 1I’espace expérimental retenu par 1’expérimentateur pour faire
ses essais. Une €tude, c’est-a-dire un ensemble d’expériences bien définies, est représentée par
une série de points disposés dans le domaine d’étude. 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 [74].

Facteur 2 4

+1

-1 +1  Facteur 1

Les points expérimentaux sont disposés dans le domaine d'étude.

Figure 4. Définition du domaine d’étude par I’expérimentateur [73]
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Réponse

-1 +1 Facteur 1

En général, on ne connait que quelgues réponses, celles qui correspondent
aux points expérimentaux A, B, C, D retenus par I'expérimentateur.
On interpole les réponses connues pour obtenir la surface de réponse.

Figure 5. Définition de la surface de réponse [73]

V.4. Notion de modéele mathématique

Si Pexpérimentateur réalise un essai en un point expérimental, il obtient une réponse y; qu’il
peut modéliser, selon le modéle du second degré avec interaction :

Y=ay +Ya;x+Y a;jxix; + Y ag x} (eql)

e Y : est la grandeur a laquelle s’intéresse I’expérimentateur. C’est la réponse ou la
grandeur d’intérét. Elle est mesurée au cours de I’expérimentation et elle est obtenue
avec une précision donnée.

e Xj:représente le niveau attribué au facteur 1. C’est la valeur de la coordonnée du facteur
1 retenue par I’expérimentateur pour réaliser un essai. Cette valeur est parfaitement
connue.

e o, aj, ajj, aii: sont les coefficients du modele mathématique adopté. Ils ne sont pas connus

et doivent étre calculés a partir des résultats des expériences.

Cependant, il existe toujours un écart entre la valeur renvoyée par le modéle mathématique ()
et la valeur mesurée expérimentalement (Y), soit :

Y=Y+e (eq2)

Deux raisons expliquent cet écart :
1. la réponse est une variable aléatoire, sa mesure est entachée d’une erreur

expérimentale pure désignée par €.

2. Le modele choisi n’est pas le meilleur, il y a donc un écart systématique entre le
modele mathématique et le modele postulé, cet écart est une variable non
aléatoire, cette variable s’appelle le manque d’ajustement ou «lack of fit » qu'on

note A [75].
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V.4.1. Evaluation de la qualité de I’ajustement

Les valeurs des coefficients sont estimées par plusieurs types d’estimateur et le cas présent c’est
la méthode des moindres carrés. Le modele ajusté est évalué a I’aide des quatre outils
statistiques suivants :

e La comparaison de la variance attribuable a la régression a la variance résiduelle, au
moyen du test de Fisher, pour ce faire, on calcule ainsi :

S@-D
régression=r§‘()zv (eq3)
2 ¢ /VR

F
Avec
Y : valeur moyenne des réponses mesurées,
v, : Nombre de degrés de liberté associ¢ a la somme des carrés des écarts a la
moyenne de la régression,
vg: Nombre de degrés de liberté associé a la somme des carrés des résidus,
La valeur de ce rapport doit étre supérieure a la valeur critique de Fisher a un niveau
de confiance supérieur a 95% (Fo.o5 (vx, VR)) pour que la régression soit acceptée.

e Le coefficient de détermination de la régression multilinéaire R* qui est défini par

le rapport de dispersion totale des résultats suivant :

222 (?l _Y)Z
209y (cq4)

Plus la valeur de R? est proche de I’unité, meilleur est I’ajustement.

o Le coefficient de détermination ajusté (Ra?)

_9.)? 2
Z(Yl Yl) /VR B Zel VR

Ra=l-—=m— =1 -
Z(YL Y)Z/VT Z(Yl Y)z

(eq5)

/VT

Avec :

vy, Le nombre de degré de liberté associé a la somme des carrés des écarts a la
moyenne des réponses mesurées. Plus la valeur de Ra? est proche de 1, plus
'ajustement est meilleur.

e [’analyse graphique des résidus ri. permet la vérification de la distribution autour
de zéro au moyen du diagramme de Daniel [75].
V.4.2. Validation du modéle

L’exploitation du modele ajusté n’est possible qu’apres sa validation c¢’est-a-dire vérifier que,
dans tout le domaine d’étude, sa qualité prévisionnelle est bonne. Dans la pratique, deux
méthodes de validation sont utilisées :
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e Analyse de manque d’ajustement

C’est une ¢évaluation et comparaison entre les variances du manque d’ajustement
expérimentales et résiduelles. En tenant compte des degrés de liberté associés a une somme de
carré (SS), les expressions de ces variances sont les suivantes :

v Variance résiduelle
A N2
SSr/vr = Z(YL - Yi) /Vr (eq6)
v Variance expérimentale

SSE _ 2

Ve = 2(i—m)7/ve (eq7)
Avec mj, moyenne des réponses d’une expérience répliquée plusieurs fois, en
général au centre du domaine.

v" Variance du manque d’ajustement

SSA/’V
A

Avec la variance due au manque d’ajustement (SSa) et le nombre de degré de liberté (va),
qui lui est associé, sont donnés par 1’expression suivante :

SS,4 = SSp — SSg (eq8)

VA = VR - VE
Le modele est validé si la variance due au manque d’ajustement, est non significative, c’est-a-
dire si la valeur du rapport F défini par :

SSA/VA
Fp= 5%/, (eq9)
E

est inférieure a la valeur critique de Fisher : Fo.05 (va, vE).

e Validation par les points tests

Le modele est validé si les rapports texp sont inférieurs a la valeur critique de Student
(au niveau de confiance 95% pour v; degrés de liberté) :

by = il = iV (eq10)
P Joay  Jom v 1

Avec
6r? : Variance résiduelle calculée avec v degrés de liberté.
du : Fonction de variance de prédiction au point test considéré [74].

V.4.3. Variables codées

Etant impossible de comparer les variables ayant des unités différentes, il est nécessaire donc
d’effectuer un codage pour surmonter ce probléme. Notons alors « x; » les valeurs des variables
codées qui sont définies de la maniére suivante :
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X="= (eql1)

wr

Umax i+Umini
2

Avec:u =

Umax i~ Umini
2

etu’ =

Ainsi, les facteurs obtenus sont sans dimension, par conséquent directement comparables entre
eux.

V.5. Systemes d’équation

Apres réalisation d’un plan d’expériences comportant n points expérimentaux, le systéme
s’écrit d’'une maniére simple en notation matricielle :

Y=Xa+

Avec

Y : vecteur des réponses.
X : matrice des effets.

a : vecteur des coefficients.
e : vecteur des résidus.

Ce systéme ne peut pas, en général, étre résolu simplement car le nombre d’équations est
inférieur au nombre d’inconnues. En effet, il y a n équations et (p + n) inconnues. Cette
résolution ne peut étre menée a bien que si I’on utilise une méthode de régression qui introduit
p €quations supplémentaires. La plupart du temps cette méthode est basée sur le critere
d’optimisation des moindres carrés.

Nous obtenons ainsi les estimations les plus probables des coefficients que 1’on note A.
Le résultat de ce calcul donne :

a=(XX)!' Xy (eql2)
Formule dans laquelle la matrice "X est la matrice transposée de X.
Deux matrices interviennent constamment dans la théorie des plans d’expériences :
— la matrice d’information X X;
— la matrice de dispersion ("X X)!

V.6. Dispersion des coefficients

Les statisticiens ont établi la formule qui donne I’erreur sur les coefficients du modele lorsque
I’on a une estimation du résidu.

Cette formule, sous sa forme la plus simple, est la suivante :
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DiagV(4)= Diag6:* (tXX)! (eql3)

C’est-a-dire que les variances des coefficients sont égales a la variance du résidu, 6,7, multiplié¢e
par I’¢lément diagonal de la matrice de dispersion.

Les variances des coefficients sont les termes diagonaux de la matrice V (a). On obtient ces
variances par identification [74].

V.7. Critéres de D-optimalité

Sinous voulons avoir la plus petite variance possible sur I’ensemble des coefficients, il faut que
les termes diagonaux de la matrice de dispersion soient eux-mémes les plus petits possibles.
Nous obtenons ce résultat en maximisant le déterminant de la matrice X X. Le critére
correspondant s’appelle le critére de D-optimalité [75]. Afin d’expliciter le principe du critére
de D-optimalité, il est nécessaire de revenir sur les bases de la régression multilinéaire. Si

I’expérimentateur réalise un essai en un point expérimental, il obtient une réponse y, qu’il peut

modéliser, selon le modéle du second degré avec interaction :
5 5 il 5

y=a,+Y.a,x,+ .Y a,x,x, +Y.a,,x, +eAvec n=2+j+ Max (i,2i-3)  (eql4)
i=1 i=2 j=1 i=1

y représente la réponse analysée. Celle-ci est mesurée avec une certaine erreur, il s’agit donc
d’une variable aléatoire. x; sont les facteurs fixés dans le plan d’expérience, ils n’introduisent

pas d’erreur. e est le résidu c’est-a-dire 1’écart entre la valeur renvoyé par le modele
mathématique et la valeur mesurée expérimentalement. Ce résidu est également une variable

, . , . 2
aléatoire, centrée de variance o .

Apres réalisation d’un plan d’expériences comportant n points expérimentaux, on a un systéme

de n équations a p coefficientsa; (1=0...20).

Y=Xa+e
Avec
Y : vecteur des réponses
X : matrice des effets
a : vecteur des coefficients
e : vecteur des résidus

Ce systéme ne peut €tre résolu directement puisque le nombre d’inconnues est supérieur au
nombre des équations. Il s’agit d’un systéme de n équations a n + p inconnues (a et ).

Notre objectif est de trouver un jeu de p coefficients qui résout le mieux possible le systéme
d’équations.
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Considérons I’i™ expérience, le résidu e est la somme de ’erreur d’ajustement du modele A,

due a I’incertitude sur les paramétres et de I’erreur de mesure, o

mi *

ei = Ai +O—mz (quS)

. 2 . < , , . , .
La variance d’erreur o, est proportionnelle a la somme des carrées des écarts, qui s’écrit sous
forme matricielle e’e. Or, cette variance d’erreur est la somme de la variance d’erreur due a

. . N 2 .
I’incertitude sur les paramétres A” et de la variance d’erreur de mesure, o .
2 2
o= N+o. (eql6)

La variance d’erreur de mesure, o, dépend de I’expérimentation, et ne peut étre réduite par
. e . . . 2

des constructions théoriques. Seule la variance de I’erreur d’ajustement du modéle, A, peut

étre minimisée pour un jeu de parameétres donné. La recherche du minimum de variance d’erreur

consistera a rechercher le jeu de parametres minimisant la variance d’erreuro. . Elle sera

Oe'e

minimale par rapport aux coefficients si : 0

Oa
La relation représente p équations, ¢’est-a-dire une par coefficient. On se retrouve alors avec le
systéme de n+p €quations a n+p inconnues, qui peut étre résolu :

y=Xa+e
de'e 0 (eq17)
oa

La résolution de ce systéme est :

é=y-x(x'x)'x'y (eq18)

Ces relations permettent d’estimer le jeu de coefficients du modéle ainsi que les résidus, ceci a partir
des facteurs et des réponses mesurées. L’accent circonflexe montre qu’il s’agit de valeurs
obtenues par la méthode de recherche du minimum de variance d’erreur.

Les jeux de coefficients ainsi obtenus sont utilisés pour écrire le modele mathématique. Ce
modele permet de calculer les réponses dans le domaine d’étude.

n . . . 2 ~ 1 s
e De méme, une estimation de la variance de I’erreur de mesure, ( 0, )est, peut étre réalisée

a partir de e’e. Pour le jeu de paramétres solution, la variance d’erreur d’ajustement, A
. . 2 A \ r1z
, est petite devant la variance d’erreur de mesure, o, . € est un vecteur a n €léments,

donc dans un espace a priori de dimension n. Cependant, ce vecteur est soumis a p
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contraintes correspondant aux p paramétres. Son espace est alors de dimension (n-p).

La variance d’erreur de mesure peut donc étre estimée :

Al A

(o)== (¢q19)

Pour les paramétres, il est défini une région de confiance de niveau a telle que :

(a-a)x'X(a-d)=. L &eF, (p.n=p) (eq20)

La région de confiance correspond a un ellipsoide centré en 4, dont le volume est proportionnel

a I’inverse de déterminant de Fisher X' X . Cette matrice est appelée « matrice d’information ».
Le critere de D-Optimalité conduit a une dispersion des points expérimentaux qui maximise le
déterminant de la matrice d’information et donc minimise le volume de région de confiance sur
les parametres.

Le principe de la D-Optimalité peut étre mieux appréhendé si nous considérons la relation
existante entre la variance d’erreur sur les coefficients et la variance d’erreur de mesure.

Vg =c(x'x)" (eq21)

Dans cette relation, la matrice V(2) est la matrice des variances—covariance des coefficients.
Les variances sont disposées sur la diagonale principale de V(4) et les covariances sont les

¢léments non diagonaux.

Pour déterminer les variances sur les coefficients du modéle, nous sommes amenés a calculer,
I’inverse de la matrice d’information (matrice de dispersion) et donc a utiliser le déterminant
de X'X comme diviseur. Ainsi, une maximisation du déterminant de la matrice d’information

conduira a une réduction des variances d’erreur sur les coefficients du modeéle.

V.8. Utilisations possibles de la méthode des plans d’expériences

Les deux principales utilisations possibles de la méthode des plans d’expériences (MPE) sont :

e La technique de screening : parmi les facteurs recensés par I’expérimentateur, cet outil
permet de déterminer ceux qui ont une influence statistiquement non négligeable sur les
variations de la réponse. Nous procédons ainsi implicitement a une simplification du
probléme. Nous cherchons pourquoi la réponse varie.

e [améthodologie des surfaces des réponses : les variations de la réponse sont calculées
en fonctions des facteurs précédemment jugés influents. Cette étude est d’avantage

quantitative, le but étant de déterminer comment la réponse varie [76].
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V.9. Différents plans d’expériences

V.9.1. Plan factoriels complets

Les plans factoriels complets sont des plans a deux niveaux, la matrice des effets X est une
matrice orthogonale d’Hadamard, donc la matrice d’information devient :

XX=nl (eq22)
Ainsi les éléments de cette matrice sont +1 ou -1.

Un plan comportant k facteurs & deux niveaux est noté 2~ :

e le k en exposant signifie qu’il y a k facteurs étudiés ;

e le 2 indique le nombre de niveaux par facteur.

On remarquera que cette notation indique également le nombre d’essais a effectuer.

V.9.2. Plans factoriels fractionnaires 2 deux niveaux 2k

Les plans factoriels fractionnaires sont des plans a deux niveaux, ils permettent d’étudier tous
les facteurs, ainsi qu’il réduit le nombre d’essais par rapport aux plans factoriels.

Un plan comportant k facteurs a deux niveaux est noté 259

e Le k en exposant signifie qu’il y a k facteurs étudiés.
e Le 2 indique le nombre de niveaux par facteur.
e Le plan complet a été divisé par 29.

11 y a donc 29 essais a éliminer et 2¥ essais a retenir pour 1’étude, le choix de rejet ou de rétention
de essais n’est possible qu’en connaissant convenablement la théorie des aliases [77,78].

V.9.3. Matrice des aliases
La réalisation de n expériences donnera n équations a p inconnues d’ou I’impossibilité de la

résolution de systéme ayant le modele suivant :
Y = X a (modeéle 1)
(1) (mp) (1)
Nous pouvons écrire le modele 2 sous la forme suivante :
Y = X L (modéle 2)
(n, 1) (n,n) (n, 1)
Avec

Xs: la matrice qui dépend de I’emplacement des points expérimentaux du plan fractionnaire et
du modele 2.

£ : les contrastes ou sont regroupées les nouvelles inconnues.
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La décomposition de la matrice X (n,p) donnera la relation existant entre cette derniere et Xs

X=[Xs Xp] (eq23)

Xp : sous matrice de dimension (n,p-n).

Alors Y devient : Y= [X:Xg] {“} (eq24)
a
B
Soit Y=X; a, + Xp ap
D’ou :
0= a,+(X:Xs)! XXpag (eq25)

avec 'XXpap: matrice des aliases de dimension (n,p-n).

V.9.4. Plans de Plackett et Burman
Les plans de Plackett et Burman sont des plans a deux niveaux, la matrice des effets X est une

matrice orthogonale d’Hadamard et les éléments de cette matrice sont uniquement +1 et -1.

Ces plans utilisent comme modele mathématique des polynomes de premier degré sans
interaction.

Y=a, +Y a;x; (eq26)

IIs permettent également I’étude d'un grand nombre de facteurs avec un minimum d’essais. [73-
76]

V.9.5. Tables de Tagauchi

Tagauchi propose d’organiser les expériences selon les tables qu’il les appelle L8 ou L16 ou
L27[77]. Les tables de Tagauchi sont des plans factoriels fractionnaires simplifiés dans lesquels
+1 et -1 sont remplacés respectivement par 1 et 2, donc la table L8 par exemple, peut étre
considérée comme un plan factoriel fractionnaire 2° ou 24! ou 2%2 ou 2% ou 274,

L’objectif de cette simplification est de rendre ces plans accessibles & un grand nombre
d’expérimentateurs, ces plans sont tres utilisés dans le domaine de la qualité [78].

V.9.6. Plans de Koshal

Les plans de Koshal sont des plans a deux niveaux permettant la détermination directe de 1’ effet
des facteurs sans évaluation des interactions. Le modéle mathématique est :

Y= Qo+ Z a; X;
Pour un polynome de degré d et de nombre de facteurs k, le nombre des coefficients, est donné
par la formule :
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(k+a)!
N= dlk!

N est €gal au nombre de points expérimentaux.

(eq27)

V.9.7. Plans composites

Un plan composite est constitué de trois parties (Figure 6) :

e Un plan factoriel a deux niveaux (les points A, B, C et D).
e Au moins, un point expérimental situé¢ au centre du domaine d’étude (le point E).

e Des points axiaux ou un plan en étoile (les points F, G, H et I)

Figure 6. Plan composite pour deux facteurs

Les plans composites sont parfaitement adaptés a 1’acquisition progressive des résultats [73].

V.9.8. Plans de Doechlert

Doehlert a proposé une répartition uniforme des points expérimentaux dans 1’espace
expérimental [78]. Pour deux facteurs, tous les points sont a la méme distance du centre du
domaine expérimental et sont réguliérement disposés sur le cercle trigonométrique. Ils forment
un hexagone régulier. Le premier facteur prend cing niveaux et le deuxiéme prend trois niveaux,
la matrice représentant ce plan est présentée par le tableau 3 :

Tableau 3 : Matrice de Doehlert

N° de I’essai x T2
1 0 0
2 —1 0
3 +1 0
4 -1/2 | —v3/2
5 +1/2 —V3/2
6 -1/2 | +v3/2
7 +1/2 | +V3/2
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Pour mieux connaitre le domaine expérimental, I’expérimentateur peut ajouter des points
d’expériences supplémentaires (figure 7) et retrouve une disposition identique a celle de départ
[76].

4%
a_ +0.886 5 10
5 1 2 ]
-1 -0,5 b ¢ +0,5 +1 22 X,
6 -0,886 7

Les points 1 & 7 illustrent un premier plan de Doehlert.
Les trois points 8, 9 et 10 illustrent les expériences supplémentaires.
Les points 2, 7, 8, 2, 10, 3 et 1 illustrent un deuxiéme plan de Doehlert.

Figure 7. Plan de Doehlert
Dans un espace a trois dimensions, la répartition des points expérimentaux est représentée par

une sphére de rayon unité puisque six nouveaux points s’ajoutent aux points de 1’hexagone et
chaque point forme avec ses voisins les plus proches un tétra¢dre régulier.

Figure 8. Disposition des points expérimentaux d’un plan de Doehlert
pour trois facteurs

Pour un plan de Doehlert a trois facteurs (figure 8), le premier et le deuxiéme facteur
prennent cinq niveaux, le troisieme prend trois niveaux, la matrice correspondante est
représentée par le tableau 4 :
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Tableau 4: Matrice de Doehlert a 3 facteurs

N° de I’essai Facteur 1 Facteur 2 Facteur 3
1 0 0 0
2 -1 0 0
3 1 0 0
4 -1/2 —V3/2 0
5 +1/2 —V3/2 0
6 —1/2 +v3/2 0
7 +1/2 +v3/2 0
8 —1/2 —1/2v/3 —/2/3
9 0 +1//3 —/2/3
10 +1/2 -1/2v3 —/2/3
11 —~1/2 +1/2/3 ++/2/3
12 0 -1/V3 +4/2/3
13 +1/2 1/2/3 ++/2/3

Pour un plan de Doehlert a quatre facteurs, il est difficile de définir les niveaux de chaque
facteur donc il faut utiliser des matrices préparées a I’avance, par exemple la matrice a
quatre facteurs représentée par le tableau 5 :

Tableau 5: Matrice de Doehlert a 4 facteurs

| N® de 'essai Facteur 1 | Facteur 2 Facteur 3 Facteur 4

1 0 0 0 0

| 2 ~1 0 0 0
3 1 0 0 0
4 —1/2 | —/3/2 0 0
5 +1/2 —/3/2 0 0
6 -1/2 +/3/2 0 0

| 7 +1/2 +/3/2 0 0

' 8 -1/2 -1/2V/3 —/2/3 0
9 0 +1/v3 —\/2/3 0
10 +1/2 -1/2v3 | —/2/3 0
11 L =1/2 +1/2v3 | +/2/3 0
12 | 0 —~1/v3 +v/2/3 0
13 +1/2 1/2/3 +/2/3 0
14 ~1/2 ~1/2v3 —1/+/24 —/5/8
15 0 +1/v/3 —~1/v/24 —/5/8
16 _ 0 0 3/8 —/5/8
17 1/2 ~-1/2/3 —1//24 —/5/8
18 -1/2 1/2v/3 1/v24 V58
19 0 -1/v3 1/v24 5/8
20 0 0 —/3/8 V58
21 1/2 1/2v/3 | 1/v24 5/8

Cette matrice correspond a vingt et un points régulierement répartis sur I’hyper sphére a quatre
dimensions de rayon unité.
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Les plans de Doehlert permettent d’obtenir des modeles de second degré avec un minimum
d’essais. Le modele mathématique utilisé dans ce cas pour I’interprétation des résultats et pour
la construction des surfaces de réponse est un polynéme de second degré avec interaction [76-
78].

Malgré que les plans d’expérience soient un outil trés performant pour comprendre et optimiser
un tel procédé, ils restent toujours limités et trés spécifiques et ne peuvent pas étre généralisés.
Chaque optimisation par la méthode des plans d’expériences n’est applicable que pour une
situation particuliére.

La mod¢lisation a partir du plan d’expériences ne se base pas sur des explications physiques du
phénomene étudié. Etant donné que cette étude n’est qu’une analyse des effets des facteurs sur
des réponses qu’on choisit en avance. La modélisation avec les modeles de reconnaissance reste
toujours un outil ou un moyen qui peut servir et aider les chercheurs a comprendre un tel
procédé sur des bases solides.

VI. Modélisation avec des modéles de reconnaissances

VI.1. Courbe de cinétique d’extraction

L’allure de la courbe de l'extraction dans une matrice solide avec un fluide supercritique peut
étre représentée par une courbe de cinétique d’extraction, la quantité d'extrait recueillie au cours
du processus est représentée en fonction du temps ou en fonction de la quantité du solvant utilisé
[80].

Les courbes d'extraction sont réalisées a partir de la masse totale de 1'huile obtenue en fonction
du temps d'extraction, cette relation peut étre décrite par la relation représentée par 1'équation
28.

liogal

My = co, | Y()dt (eq28)
0

Avec :

m, .. - Masse totale de I'huile extraite (kg)

total

Oco, : Debit du solvant (kg/s)

Y (¢) : Concentration de 'huile en fonction du temps d’extraction

La figure 9 montre deux types de courbes d'extraction. La premicre partie des deux courbes
(ligne) correspond a la premiere étape d’extraction (période de CER ou période d’extraction a
vitesse constante), ou la surface extérieure de la particule est recouverte d'une couche d'huile et
le solvant entraine la couche de cette surface au cours de 1’étape de transfert de masse
principalement influencée par l'effet de convection. La deuxiéme partie (en pointillé) est la
courbe FER (période de taux d’extraction réduite), cette étape caractérisée par une diminution
du taux d'extraction, dans laquelle les deux effets de la convection et de la diffusion dans la
phase solide sont responsables de la détermination du taux d’extraction (en pointillés).

31



Partie A : Etude bibliographique

La troisiéme phase, qui n'est représentée que dans la courbe I correspond a la phase de diffusion
ou le soluté dans la surface solide subit un épuisement en déclenchant la fin du processus
d’extraction, a cette étape la matrice solide est totalement épuisée et le phénomene de diffusion
de la phase solide est prédominant [79,80].

Masse cumulée d’extrait

—— Etape CER
- --Etape FER
= = *Etape de diffusion

Temps ou masse du solvant

Figure 9. Allure générale d’une courbe de cinétique d’extraction par un fluide
supercritique dans un milieu poreux

La courbe I est typique pour les solides ayant une forte concentration initiale en extrait. A I'étape
CER, le transfert de masse est commandé par la constante d'équilibre entre la phase fluide et
l'extrait, avec une faible résistance au transfert de masse externe. La courbe II représente le cas
ou la concentration initiale du soluté dans la matrice solide est faible, au bien le soluté est
inaccessible au solvant, dans ce cas, comme dans 1'é¢tape FER de la courbe I, la résistance au
transfert de masse interne est dominante [79].

En général, pendant la période CER on arrive a extraire de 50-90% de la totalité de I'extrait et
I'optimisation du processus doit étre réalisée a ce stade [79].

Sovova [79] a montré qu’a partir des courbes d'extraction, les modeles mathématiques €élaborés
pour les systémes utilisant des fluides supercritiques peuvent avoir des solutions simples, et
ainsi permettre la détermination des conditions d'extraction optimales.

L'analyse des courbes d'extraction nous offre la possibilité d'obtenir des renseignements
importants sur la méthode d'extraction. Le rapport massique du soluté dans le fluide pendant la
phase CER (Yckr) est représenté par la pente de la droite ajustée aux données expérimentales
(masse de l'extrait en fonction du temps d'extraction). Le taux de transfert de masse pour la
période de CER (Mckr) est déterminé par le rapport entre le Ycer et le flux de solvant.
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L’optimisation des procédés utilisant des fluides supercritiques nécessite la connaissance des
facteurs qui ont une influence ainsi que 1’aspect économique d'un procédé d'extraction. Il
convient donc de trouver des conditions de fonctionnement qui optimisent le rendement
d’extraction a partir des matiéres premieres végétales, sans compromettre la qualité du produit,
ce qui lui confére une forte valeur ajoutée [80].

La conception d’un procédé d’extraction en utilisant un fluide supercritique dans des milieux
poreux, devrait non seulement avoir des informations concernant la caractérisation du lit et
I'optimisation des parametres du procédé (pression, température, débit du solvant, tension
superficielle, la densité apparente d’écoulement...), mais également nous devons prendre en
compte la solubilité du soluté dans la phase supercritique [81].

L’idéal pour une matrice exposée a une extraction en milieu supercritique est d’avoir des
particules solides finement broyées, qui ont une bonne perméabilité, permettant une grande
exposition de soluté au solvant [82].

Un autre facteur trés important et primordial dans le processus d’extraction, est la solubilité qui
peut étre déterminée expérimentalement par des méthodes statiques et / ou dynamiques, et elle
est définie comme étant la concentration maximale de soluté dissous dans la phase solvant a la
sortie de 1'extracteur pour une condition donnée de température et de pression. A cet effet, la
colonne d'extraction doit étre suffisamment longue, ou le flux de solvant suffisamment bas pour
garantir un temps de contact ou un temps de séjour suffisant, ce qui permet une saturation de
I’huile dans le solvant a la sortie de 1'extracteur [81-83].

VI1.2. Rendement d’extraction

Le rendement est défini comme le rapport entre la masse extraite et la masse de matiere végétale
séche selon I’équation 29.

Le rendement global (Xo) est obtenu a partir des courbes globales d'extraction et il est défini
comme la quantit¢ maximale du soluté qui peut étre extraite a partir de la matrice solide aux
conditions données de température et de pression [83].

Masse d'extrait

Rendement(%) =
(o) Masse de la matiéreséche (eq29)

Selon Mezzomo et al. [84], I’extraction par fluide supercritique de matieres premicres végétales
en utilisant le CO2 comme solvant fournit le contenu de matiéres extractibles pour 1-10%, a
l'exception du clou de girofle, dont le rendement peut atteindre 18,2% pour Ivanovic [85] et de
17,1% pour Martinez [86]. Le faible rendement de I’extraction des plantes nous conduit a
réaliser une optimisation pour comprendre le processus d’extraction afin de I’améliorer. La
modélisation mathématique représente un moyen de comprendre et d’optimiser les phénomenes
d’extraction, pour arriver a extraire le maximum du produit qui influence par la suite le colt
d’extraction.

VI1.3. Modélisation mathématique

Les modeles mathématiques jouent un rdle pour le dimensionnement de [’installation
d’extraction et également dans le controle et I'amélioration des procédés. Pour 1'application
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industrielle d'un procédé impliquant un fluide supercritique, il est trés important d'avoir une
connaissance approfondie des modeles qui permettent de corréler et d'extrapoler les données
expérimentales [86].

La modélisation mathématique du procédé a été utilisée par plusieurs auteurs pour reproduire
des données expérimentales et par la suite ajuster les parametres qui contribuent a la simulation
de procédés d'extraction a différentes échelles et pour différentes conditions de fonctionnement
[87-89].

La littérature nous a fourni une gamme trés large des modeles mathématiques plus ou moins
complexes décrivant un procédé d’extraction. A ’aide de ces modéles, on cherche toujours a
avoir un résultat plus fiable, conforme a la réalité du processus d'extraction.

Goto et al. [90], ont réalisé un travail en matiére de modélisation mathématique des processus
d'extraction en milieu supercritique, ou ils ont proposé un modele basé sur les bilans
différentiels et les lois de conservation de la masse pour un procédé d'extraction de 1'huile de
canola.

Reverchon et al. [91], ont proposé un modele mathématique pour EFSC d'huiles essentielles et
de cires a partir des matrices herbacées. Le mod¢le se base sur des bilans différentiels dans une
particule sphérique, en tenant compte de la diffusion interne, donnée par 1'équation (eq30). Dans
ce modele, l'absence de de dispersion axiale dans la phase a donné une égalité de profils radiaux
de toutes les particules.

oC 1 o ,0C
D] = =] == 30
ot ’L’z ﬁr(r or ﬂ (ca30)

Avec :
C : concentration du soluté dans le solide (kmol/m?)
D; : diffusion du soluté dans la phase solide (m?/s)
r : coordonnée radiale (m)
t : temps (s)

Goto et al. [92] ont présenté un modele mathématique pour I'extraction d'huile essentielle de
menthe, basé sur un équilibre local l'adsorption de l'huile essentielle et des lipides en
considérant les particules comme des plaques planes. La constante d’équilibre dans ce modele
est le parametre ajustable. La diffusion dans les pores et le transfert de masse de la particule au
fluide se produisent selon un gradient d’une force d'entrainement de type linéaire. L'évaluation
globale a été effectuée sur la particule en termes de concentration moyenne. Le modele complet
est représenté par les équations (eq31), (eq32) et (eq33):
dc C

aE+?:—(l—a)kpap.(C—a.) (eq31)
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dC, _ A1 )95
ﬂ?_kpap(c CI) (1 ﬂ) dt

Avec
ap : Surface superficielle spécifique (m™)

C : Concentration du soluté dans la phase fluide (kg/m?)

C, : Concentration moyenne du soluté dans les pores (kg/m?)

C. : Concentration moyenne du soluté dans le solide (kg/m?)

K : Constante d'équilibre d'adsorption (adimensionnel)
k : Coefficient de transfert de masse combiné (m/s)

& : Porosité du lit (adimensionnel)

B : Porosité du solide (adimensionnel)

T : Temps de séjour(s)

(eq32)

(eq33)

SOVOVA [79] a étudié le phénoméne d’extraction des huiles essentielles a partir d’une matrice
végétale a 1’aide d’une modélisation mathématique. Dans ce travail, la phase solide a été
partagée en des cellules ouvertes et des cellules intactes. Ainsi, le soluté facilement accessible
depuis les cellules ouvertes est rapidement €liminé, par contre 1'extraction du soluté contenu
dans des cellules intactes se produit plus lentement. Cette ¢tude visait a combiner les équations
pour les deux périodes dans un modele unique avec une solution analytique simple. Les

équations décrivant le modele sont les suivantes :
O=P+K (eq33)

P K
X(t=0)=x,=—=X_+X, =—+— eq34
(t=0)=x, PR TN (eq34)

z|O

Bilan de masse du soluté

-ps<1—e>%x=J<x,y)

Ny _
pe 6\tpU H J(%,y)

Jx=x,y)=kap.(y, —y)

J(x<x,.y) =k agp,(x—x")

(eq35) Bilan dans la phase solide

(eq36) Bilan dans la pahse fluide

(eq37) Transfert de masse dans 1'étape rapide

(eq38) Transfert de masse dans I'étape lente

35



Partie A : Etude bibliographique

Avec

ao : Aire interfaciale spécifique (m™)

H : Coordonnée axiale (m)

J : Flux de transfert de masse (kg.m™s™)

ks : Coefficient de transfert de masse dans la phase fluide (m/s)
ks : Coefficient de transfert de masse dans la phase solide (m/s)
K : Masse initiale du soluté difficilement accessible (kg)

N : Masse du solvant pauvre du soluté (kg)

O : Masse initiale du soluté dans la phase solide (kg)

P : Masse initiale du soluté facilement accessible (kg)

t: Temps (s)

U : Vitesse superficielle du solvant (m/s)

x : Concentration de 1’huile dans la phase solide libre (accessible)
K e .
Xk v (kg d’huile/kg du solide)

x": Concentration a I’interface dans la phase solide (kg d’huile/kg de solide)
y : Concentration dans la phase fluide relative a la concentration initiale

yr : Solubilité (kg d’huile/kg de solvant)

& : Porosité du lit (adimensionnel)

P : Masse volumique du solvant (kg.m™)

Ps - Masse volumique du solide (kg.m-3)

Spricigo et al. [93], ont utilisé un modele qui consideére une particule sphérique contenant un
noyau central ou se focalise le soluté et qui se rétrécit pendant I'extraction. Ce modele est appelé
dans la littérature modéle du « cceur rétrécissant ». Les auteurs ont utilis€¢ deux parameétres
ajustables (solubilité et diffusivité effective). Le modele est constitué des équations suivantes :
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oc oC azC_l—g 3k

—4y—=D L(C=C.(R eq39
o oz tar z C-CB) - (ea39)
oa k
A =L (c-c,B) (eq40)
ot R
D 0
¢ — eqdl
e ( j (eq4l)
q _ nj @
—-—=|= q42)
90 (R
conditionsaux limites:
r= rc 4 Ci = Csat
r=R; ( . gj
61’ r=R
z=0; v.C-D, oc
Oz
z=1; % =0
oz
Conditionsintialies:
C=0 pourt =0
C, =C, pourt =0
=R pourt =0

Avec

C : Concentration de I’huile dans la phase fluide (kg.m™)

Ci : Concentration de I’huile dans les pores (kg.m™)

Csat : Concentration de saturation (solubilité) de ’huile dans la phase fluide (kg.m™)
D. : Constante de diffusion effective (m?/s)

D : Coefficient de dispersion axiale (m/s)

ke : Coefficient de transfert de masse dans le film externe (m/s)

L : Hauteur du lit (m)

g : Concentration moyenne de I’huile dans la phase solide (kg.m™)

qo : Concentration initiale de I’huile dans la phase solide (kg.m™)
1 : Coordonnée radiale (m)

R : Rayon des particules (m)
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re : Rayon critique (m)

t: Temps (s)

z : Coordonnée axiale (m)

& : Porosité du lit

v : Vitesse interstitielle du solvant (m/s)

Reverchon [80] a proposé un modele pour I’extraction de I’huile essentielle de sauge. Les
résultats ont montré que le transfert de masse interne est 1’étape la plus importante de
I’extraction. Il a été démontré que la forme des particules est un facteur important dans
l'ajustement des données expérimentales. Le mod¢le a examiné le profil axial de la colonne et
une relation linéaire entre les concentrations en phase solide et en liquide a été établie. Ce
modele est représenté par les équations suivantes :

Phase fluide:

a—C+1/6—C+—1_6.6—C:O (eq43)
ot 0z & ot

Phase solide:

(1- g).V.%—f ——4,K(C-C") (cq44)

C=k,C’ (eqd5)
(1-¢)v

t, = 46

1 AP.K (eq46)

12
t=f.— eqd’
j D (eq47)

Avec
A, : surface totale des particules (m?)

C : concentration de I’huile dans la phase fluide (kg.m™

Ql

: Concentration de I’huile dans la phase solide (kg.m™)

£

: Concentration de I’huile dans la phase solide a I’interface solide-fluide (kg.m™)

QY
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Di : Coefficient de diffusion interne (m?.s™)

f : Coefficient qui dépend de la géométrie de la particule:

f:

| W

pour une sphere

H-)
I

pour un cylindre

N | —

f= — pour une plaque

W | =

1 : Rapport du volume de la particules et sa surface externe (m)
t : Temps (s)

ti : Temps du diffusion interne (s)

V : Volume de I’extracteur (m?)

z : Coordonnée axiale (m)

& : Porosité du lit

V . vitesse interstitielle du solvant (m/s)

Reverchon et al [91, ont montré I’effet de I’organe de la plante (feuilles, graines, racines, fleurs)
sur le phénoméne de transfert de masse. Plusieurs modeles ont été testés, et les résultats
montrent que le meilleur était un modele a un seul parametre ajustable, qui est représenté par
I’écart par rapport a 1'état d'équilibre en raison d'une faible résistance au transfert de masse
externe. Les équations suivantes décrivent ce mod¢le :

Phase fluide :

2 J—
o€, Vo€ _p, 0C 1ze p o1 (eq48)
ot oz 0z e p ot
Phase solide:
Y _k alc-C)=k a. ("J —C (eq49)
o ¢ K

Avec
a : Aire superficielle spécifique des particules (m™)

C : Concentration du I’huile dans la phase fluide (kg.m™)
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C" : Concentration de I’huile dans la phase fluide a I’interface ((kg de I’huile/kg de solide)

D : Coefficient de dispersion axial (m/s)
K= % : Constante d’équilibre (kg d’huile /kg de solide)

ke : Résistance externe au transfert de masse (m/s)

q : Concentration de 1’huile dans la phase solide (kg d’huile/kg de solide)
t: Temps (s)

z : Coordonnée axiale (m)

& : Porosité du lit (adimensionnel)

v : Vitesse interstitielle du solvant (m/s)

P : Masse volumique du solvant (kg.m™)
P, : Masse volumique du solide (kg.m™)

Goto et al. [92] ont présenté un modele qui comprend l'interaction du soluté solide et la
solubilité dans la phase liquide, avec ce modele il a obtenu de bons résultats pour ’EFSC de
feuilles de menthe. Ce mode¢le est constitué¢ de I’équation représentée ci dissous, en utilisant,
dans ce cas, I'équation d'équilibre d'adsorption BET :

= = — (eq50)
Co (1— G J{1+(K—1). G }
C C

Avec

C, : Concentration moyenne du soluté dans les pores (kg.m™)

C,, : Constante qui correspond a la quantité maximale absorbé dans le cas du lit avec une

monocouche (kg.m™)
C, : Concentration moyenne de ’huile dans la phase solide (kg.m™)

Csat : Concentration de saturation (solubilité) de I’huile dans la phase fluide (kg.m™)

K : Constante d’équilibre d’adsorption
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Reis Vascou et al. [94] ont étudié I’extraction avec fluide supercritique de menthe (feuilles et
fleurs), et ont proposé un modele mathématique basé sur une étape de désorption, suivie d'une
période au cours de laquelle une résistance au transfert de masse interne gouverne le processus
d'extraction. Le mod¢le est constitué des équations suivantes :

Etape de désorption :

_ 2
1+1—‘9.&Keq .ﬂw.%—q%:o (eq51)
E p ot 0z 0z

q9=K,C (eq52)

Avec

Keq : constante d’équilibre de désorption (kgCOz/kg du solide)

conditions initiales:

z=0, V.C—DLa—Czo, t>=0
Oz
oz

Périodede résitanceinterne aux transfert de masse:

2 J—
ot oz oz e p Ot
a *
A= K,.alg—q") (eq54)
ot
9 =K,,.C, (eq55)

Avec
K : Coefficient de transfert de masse interne
q : Concentration de I’huile dans le solide, a I’interface (kg de I’huile/kg de solide)

Reverchon et al [91], ont étudié le procéd¢é d'extraction supercritique de l'huile a partir de
graines, et ils ont montré que la taille des particules est I’un des parameétres qui contrdle la
vitesse d'extraction. Ces auteurs ont utilis¢é la microscopie électronique a balayage pour
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observer la microstructure des cellules, la détermination de la forme et la taille des cellules de
graines de tournesol, de raisin et la tomate. Sur cette base, ils ont proposé un modele qui tient
compte du soluté solide présent dans les deux phases distinctes. Une phase qui contient du
soluté¢ dans la structure interne des particules et 'autre phase contient le soluté "libre". Le
modele est constitué des équations suivantes :

oC oC oP
s.p.a+p.u.a+(1—8)<Dt.ps.a+(l—8)d)fp0%=O (eq56)

k -K,C
p@=—fa(p0—‘”) (eq57) Lorsque ¥ >0 et W
ot (1-9¢)o; ot
k.alP-K
pﬁz_Lp) (eq58)
ot (1_8)(Pt

Conditions initiales :
t=0 : C=0; P=Po; v=y, (Vz)

Conditions aux limites :

70 : c=0 (V1)
=L : C_o vy
0z

Les valeurs de ¢, et @, ont ét¢ determinées a partir de I’image des particules obtenu a I’aide

d’un microscope €électronique a balayage.

La valeur Cy a été déterminée a partir de la courbe de la variation du rendement en fonction de
la quantité du solvant utilisée.

¥, , Po et p, ont été déterminés a partir des équations de bilan de masse suivantes :

Po(l —£).0; =py.(1-8).0;.y, +C,.pp. (eg59)
Pe-Y, =Po-0; +Py.ps.0, (eq60)
Ps- P, =Pe- Y, (eq61)

La liste des variables utilisées dans ce mode¢le est la suivante :
a : Aire spécifique du solide (m™)
ks : Coefficient du transfert de masse de 1’huile libre au solvant (kg/kg)

ki : Coefficient du transfert de masse de I’huile stockée (kg/kg)
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kp : Constante d’équilibre entre de 1’huile stockée et le solvant (kg/kg)

K, : Constante d’équilibre entre de I’huile libre et le solvant (kg/kg)

P : Concentration de I’huile dans la phase solide exprimée en termes de masse du soluté par
unité¢ de masse du solide insoluble (kg/kg)

Po : Concentration de I’huile dans la phase solide au début d’extraction

Y, : Rendement asymptotique d’extraction

¢, : La fraction volumique des particules qui occupe la phase huileuse "libre"

n

¢, : La fraction volumique des particules qui occupe la phase huileuse "stocké

P, : Masse volumique des particules avant extraction

Po . Masse volumique de I’huile

Py : Masse volumique du solide non soluble

¥, : Rapport entre le volume de I’huile libre et le volume des particules ouvertes ou accessibles

au solvant au début de 1’extraction

¥ : Rapport entre le volume de I’huile libre et le volume des particules ouvertes ou accessibles

au solvant
V. Conclusion

Aprés cet apercu de la modélisation mathématique des processus d’extraction en milieu
supercritique, il est évident que les différents modeles publiés different non seulement du point
de vue mathématique mais aussi des mécanismes de transfert de masse qui commandent le
proceédé d’extraction. Selon Gaspar et al. [71], les modeles décrits dans la littérature se divisent
généralement en trois catégories distinctes : les modeles empiriques, les modeles basés
principalement sur le bilan de masse dans la phase fluide et les mod¢les dont le principal objectif
est le bilan de masse dans la phase solide. Les mod¢les empiriques nécessitent une signification
physique et il devient donc difficile de prévoir leurs paramétres ajustables. Dans le cas des
modeles basés sur le bilan de masse de la phase liquide, la plupart des mécanismes de transfert
de masse intra-particules n’ont pas été prises en compte. Le modele qui se concentre sur les
équilibres de phase solide a été considéré comme le plus approprié pour le procédé¢ d'extraction
des huiles essentielles, en raison du fait que le transport intra-particulaire est habituellement le
facteur limitant pour I'extraction. Nous remarquons, 1’existence d’une tendance a attribuer plus
d'importance a I'¢tude des travaux de modélisation de la matrice végétale.

La cinétique de I'extraction des huiles essentielles a partir de matrices végétales dépend non
seulement des conditions de fonctionnement du procédé, mais aussi de la morphologie réelle
de la plante, c'est a dire la partie de la structure de la matrice ou est stockée 1’huile essentielle.
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Les modeles sont basés sur le bilan massique différentiel, appliqué a la phase liquide et la phase
particulaire. En outre, la proposition inclut également la modélisation mathématique de
I'extracteur de l'étape de mise sous pression, qui devient plus importante lorsque nous
travaillions a 1’échelle industrielle.

Comme nous avons pu le constater tout au long de ce chapitre, les propriétés des fluides
supercritiques ont été mises a profit dans des secteurs d’applications trés diversifiés, et ce, plus
particuliérement, dans le secteur de 1’extraction des maticéres végétales ou le pouvoir solvant a
géométrie variable offre des possibilités en termes de rendement et de sélectivité de 1I’extraction
que ne peuvent apporter les techniques traditionnelles d’extraction a 1’aide de solvants
organiques. De plus, I’utilisation du dioxyde de carbone, qui ne laisse aucune trace de solvant
résiduel dans les extraits, est également un atout trés important lors de son utilisation dans
I’industrie agroalimentaire et pharmaceutique.

Enfin, I’étude de la modélisation de la cinétique de 1’extraction a montré qu’un modé¢le
mathématique n’intégrant pas la texture du matériau et les parameétres opératoires du processus,
ne peut avoir qu’une validité limitée, bien qu’il puisse corréler ou ajuster de manicre tres
satisfaisante les résultats expérimentaux.
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I. Matériel végétal

Les boutons floraux de myrte (Myrtus communis. L) et les feuilles de Pistacia Lentiscus ont été
collectés des arbrisseaux poussant spontanément dans la région de Sejenan (nord tunisien) a
une altitude de 20 m et a une longitude de 914° (Institut national de la métrologie (NIM), la
Tunisie, 2009). Avant I’extraction, les deux plantes sont séchées a 1’air dans 1’obscurité ainsi la
teneur en humidité est déterminée par dessiccation a 1’étuve 100°C, de 100 g de matiere fraiche,
jusqu’a l'obtention d'un poids constant. Avec cette méthode, nous calculons le pourcentage de
la teneur en eau et par la suite, le rendement de 1’extraction sera déterminé par rapport a la
maticre seche.

II. Méthodes d’extraction

I1.1. L’hydrodistillation

L’hydrodistillation est la méthode d’extraction la plus répandue, son principe consiste a
exploiter la volatilit¢é des composés des huiles essentielles. L hydrodistillation consiste a
immerger la matiére premicre dans ’eau, ’ensemble est porté a ébullition sous pression
atmosphérique. La distillation peut s’effectuer avec ou sans recyclage communément appelé
cohobage (figurel0).

Systemé d'eau

pour refroidissement / ﬁ Condenseur
-’

ey

J

Huile

Figure 10. Montage de I’hydrodistillation (appareil de Clevenger)

Le montage est composé de quatre parties principales :

1. Le réacteur, un ballon dans lequel on introduit la matiére végétale et I’eau.

2. Lacolonne, un cylindre en verre placé au-dessus du réacteur qui recueille la phase
vapeur.

3. Le réfrigérant dans lequel se condensent les vapeurs.

4. Le vase florentin ou vont se séparer la phase organique (huile essentielle) et la
phase aqueuse (eau florale).

Ce systeme peut étre équipé d’un recyclage ou cohobage : un principe de siphon renvoie I’eau
florale du vase florentin vers le réacteur. Un simple robinet au bas du vase permet de recueillir
I’huile essentielle a la fin de la réaction. Le mélange constitué par la matiere végétale et 1’eau
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est porté a ¢bullition grace a un chauffe-ballon. La température est limitée par la température
d’ébullition de I’eau 100°C. Apres I’extraction de 1’huile essentielle, il faut ajouter du sulfate
de sodium anhydre pour éliminer les traces d’eau, I’huile essentielle obtenue est conservée a
I’abri de la lumiére et de la température dans des flacons opaques dans le réfrigérateur a une
température T= 4°C.

I1.2. Extraction par CO: Supercritique

I1.2.1. Présentation de matériels

L’installation utilisée dans ce travail a été congue par 1’équipe de recherche du laboratoire
Réactions et Génie des Procédés (LRGP) a Nancy-France. Il s’agit d’un systéme d’extraction
dynamique ou I’extracteur est un cylindre métallique, placé en série avec trois séparateurs. Le
schéma d’installation est représenté par la figurel 1 : I’extracteur est li¢ a un bain thermostaté (
£0,1°C) qui nous permet de monter en température, et & une pompe a membrane métallique,
qui permet d’atteindre la pression de 1’extraction (Dosparo Milton Roy-MILROYAL D). Son
débit maximum est de 3,2 kg.h'!. Un bain froid sert a liquéfier le CO, au niveau de la téte de
pompe. Le débit de CO» est mesuré a I’entrée de la colonne d’extraction a 1’aide d’un débitmetre
a force de Coriolis (MICROMOTION : *1g) qui permet de connaitre la quantit¢ de CO;
utilisée pendant la durée de 1’extraction. La séparation CO; / extrait se fait a une température
de T=30°C. Ces séparateurs sont aussi les autoclaves qui servent a récupérer les huiles
essentielles. Puis le CO» est évacué a I’atmospheére.

Extraction

jg
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q--[F-=--==

=
@
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Sl [T = [|TsTs [+ Ts T8
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de COz = |
@ I
| © |
3y !
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=
2 . .
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" Bain
= thermostaté Ts

Figure 11. Schéma de P’installation d’extraction dynamique
(Conditions limites d’extraction T=80°C, P=250 bars)

Sur cette installation, maintenir le débit de COz constant est trés délicat, ce qui oblige a faire
trés attention au réglage des vannes. C’est surtout le réglage de I’ouverture de la vanne entre le
premier et le deuxieme séparateur qui est le plus important, en effet, la pression du premier
séparateur est proche de la pression de 1’extraction.
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I1.2.1.1. Caractéristiques de I'’extracteur

La colonne d’extraction est une enceinte cylindrique, en acier inoxydable contenant un
réceptacle dont la fermeture se fait en utilisant un fritté en inox permettant d’assurer que la
matiere végétale ne puisse pas sortir de 1’extracteur a 1’état solide. Les caractéristiques de
I’extracteur sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau 6 : Caractéristiques de I’extracteur utilisé

Volume (ml) 125
Hauteur (mm) 300
Diamétre interne (mm) 23
P max 250
Matériel En acier inoxydable

I1.2.2.2. Conduite du procédé

Le COz sort de la bouteille a I’état gazeux : a température ambiante et a pression de la bouteille
entre 50 et 60 bars. Il est ensuite refroidi & une température entre 4 et 5 °C, a ’aide d’un
échangeur froid. Puis le liquide est pompé¢, réchauffé a 1’aide d’un échangeur chaud et dirigé
vers I’extracteur, qui est déja a une température T d’extraction. Le CO; est supercritique. Le
CO: pénetre alors dans I’extracteur. Il s’agit d’un cylindre contenant la matiere végétale
finement broyée. La température de I’extracteur est maintenue grace a une double enveloppe.

A la sortie de I’extracteur, 1’huile extraite est séparée de CO». Pour cela, le CO; st ramené dans
I’état gazeux par détentes successives. Ces détentes sont effectuées a 1’aide des vannes
micrométriques situées en aval de chacun des séparateurs. Il est possible de régler grace a ces
vannes la pression de chacun des séparateurs. Une fois que la pression de travail est atteinte,
la vanne entre I’extracteur et le premier séparateur est ouverte. Puis il est nécessaire de régler
les vannes d’une facon a laisser le CO: jusqu’a la sortie, en faisant attention au débit auquel
nous nous proposons de travailler. La durée d’extraction dépend des conditions opératoires,
mais nous tenons a ce qu’elle soit la plus longue possible, afin d’arriver a extraire le maximum
des huiles essentielles.

La chute de pression au niveau des vannes étant importante, les trois détentes s’accompagnent
d’un refroidissement important. Un systéme de cordons chauffants entourant les vannes permet
d’atténuer ce phénomene et a éviter ainsi la formation de carboglace qui bouche les tuyaux. Les
séparateurs sont de type cyclone, I'huile est récupérée en bas des séparateurs a 1’aide des
vannes.

11.2.2.3. Remplissage du réceptacle
Nous placons dans le réceptacle : la matiere végétale, de la laine de verre et des billes de verre.
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o La matiére végétale : une quantité de matiere végétale (30g) est pesée a une précision de
£0,Img.

o Les billes de verres : le but de 1’utilisation de ces derniéres est a accroitre la surface de
contact entre le CO» et la matiere végétale, en assurant une contribution homogeéne de la
matiere végétale et du CO> dans I’autoclave. Le diametre des billes de verre est de 0,7
mm. La quantité de billes de verre utilisée est de I’ordre de 25 g.

o Lalaine de verre : ’intérét de son utilisation est d’empécher 1’entrainement de la matiére
végétale pendant I’extraction. La quantité utilisée est de 1’ordre 2 g. Elle sert a
homogénéiser le flux du gaz dans I’extracteur et pour remplir le volume mort.

Le remplissage réceptacle fait que ce dernier se compose de trois parties.

10 -
: - CO2
L —
HE
[ ] [Ziisnscsvers ]
3 :Matiére végétale+billes de verre L

Figure 12. Schéma de I’extracteur en inox

Le réceptacle est fermé a ’aide de frittés en inox servant a empécher 1’entrainement de la
matiere végétale et a maintenir I’ensemble.

Le remplissage du réceptacle se fait avec beaucoup de précautions, car il faut assurer une
distribution homogene de la matiére végétale par rapport aux billes de verre dans 1’autoclave.

III. Le plan d’expériences

La technique des plans d’expériences consiste a faire varier simultanément les niveaux d’un ou
plusieurs facteurs (qui sont les variables, discreétes ou continues) a chaque essai. Ceci va
permettre de diminuer fortement le nombre d’expériences a réaliser tout en augmentant le
nombre de facteurs étudiés, en détectant les interactions entre les facteurs ainsi que les
conditions optimales par rapport a une réponse. Le point délicat dans I'utilisation des plans
d’expériences sera donc de minimiser le plus possible le nombre d’expériences a mener sans
sacrifier la précision sur les résultats.

Il existe actuellement un nombre important de plans différents. Chacun, par ses propriétés,
permet de résoudre certains problémes particuliers. L’idée essentielle qui doit mener la
démarche expérimentale de I’expérimentateur est que 1’on met en ceuvre un plan d’expériences
afin de répondre a une problématique bien précise. Il faut donc choisir ou construire le plan qui
donnera les informations recherchées.

Afin d’obtenir des informations pertinentes, une démarche méthodologique doit étre suivie :

e Définir les objectifs et les criteres,
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e Définir les facteurs étudiés et le domaine expérimental,
e Construire un plan d’expériences,

e Expérimenter,

e Analyser les résultats,

e Conduire éventuellement les essais supplémentaires,

e Valider les résultats,

A I’issue de cette procédure, on pourra conclure sur les résultats donnés par les plans.

II1.1. Le domaine d’étude

La méthodologie des plans d’expériences offre le choix entre plusieurs matrices expérimentales
ayant chacune des propriétés intrinséques bien définies. Il est donc nécessaire au préalable, de
décider quel type de matrice est le mieux adapté a la problématique de I’expérimentateur. Nous
avons choisi d’utiliser deux plans d’expériences qui sont le plan de Dochlert et le plan
composite central (CCD) qui nous permettent d’une part, de minimiser le nombre d’expériences
pour obtenir une surface de réponse capable de donner les conditions optimales et d’autre part
de présenter les résultats expérimentaux sous forme d’une fonction polynomiale de second
degré.

L’ensemble des valeurs prises par les différents facteurs sont choisies en considérant les limites
d’exploitation du matériel expérimental et compte tenu des données de la littérature sur les
conditions d’extraction des plantes en milieu supercritique. Le codage des facteurs nous permet
d’¢liminer le probleme d’unité et de simplifier les calculs par la suite. Le codage des facteurs
ainsi que leurs valeurs réelles pour les deux plans utilisés sont regroupés dans les tableaux 7 et
8 ci-dessous :

Tableau 7: Facteurs étudiés et leurs niveaux pour le plan de Doehlert

Parameétre Code -1 0 1
Pression d’extraction (bar) Xi 80 140 200
Masse de la matiére végétale (g) X 20 30 40
Température d’extraction (°C) X3 40 50 60
Temps de contact (min) X4 20 30 40
Débit de CO; (kg.h™) Xs 0,6 0,9 1,2

Tableau 8: Facteurs étudiés et leurs niveaux pour le plan composite central (CCD)

Parametre Code -1 0 1
Masse volumique de CO, (kg.m™) X, 2544 5558 857,2
Taille des particules (pm) X 220 435 650
Débit de CO; (kg.h™) X3 0,6 0,9 1,2
Temps de contact (min) X4 20 30 40

La masse volumique de CO: a différentes pression et a température 40°C a été calculé avec le logiciel DIAGSIM en utilisant I’équation

d’état SRK (Soave-Redlich-Kwong).
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II1.2. Matrices d’étude des facteurs

L’objectif de notre étude est 1I’optimisation du rendement de 1’extraction des fleurs de myrte en
utilisant un plan d’expérience de Doehlert a 5 facteurs et de donner les conditions optimales qui
nous offre un rendement maximal.

En utilisant un CCD, une optimisation multicritére du rendement et de 1’activité antioxydante
(normalisée par rapport a un antioxydant commerciale (BHT), va étre réalisée afin de trouver
un extrait de Pistacia avec une meilleure qualité (un bon pouvoir antioxydant d’extrait) et avec
le moindre cotit de fabrication a faible et a grande échelle d’équipement.

Les résultats du premier plan seront obtenus par une programmation et traitement individuel en
décrivant toutes les étapes de passage de la stratégie des plans d’expérience et dans la deuxieéme
partie, nous utiliserons NEMRODW comme logiciel de calcul commercial. La modélisation a
partir de ces deux plans est réalisée avec un modele polynomial d’ordre 2.

II11.2.1. Matrice de Doehlert

L’optimisation d’extrait des fleurs de myrte sera réalisée en utilisant une matrice de Doehlert
présentée dans le tableau 9. Dans notre cas, 1’étude consiste a étudier I’effet de 5 facteurs ce qui
nous donne un ensemble de 30 expériences a réaliser pour satisfaire la théorie du plan de
Dochlert et 4 répétitions au centre pour étudier 1’erreur expérimentale, le nombre d’expériences
total a effectuer est de 34.

Tableau 9 : La matrice d’expériences (en variables codées) du plan de Doehlert a cing facteurs

X1 X; X3 X4 X5
1 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
2 -1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
3 0.5000 0.8660 0.0000 0.0000 0.0000
4 -0.5000 -0.8660 0.0000 0.0000 0.0000
5 0.5000 -0.8660 0.0000 0.0000 0.0000
6 -0.5000 0.8660 0.0000 0.0000 0.0000
7 0.5000 0.2887 0.8165 0.0000 0.0000
8 -0.5000 -0.2887 -0.8165 0.0000 0.0000
9 0.5000 -0.2887 -0.8165 0.0000 0.0000
10 0.0000 0.5774 -0.8165 0.0000 0.0000
11 -0.5000 0.2887 0.8165 0.0000 0.0000
12 0.0000 -0.5774 0.8165 0.0000 0.0000
13 0.5000 0.2887 0.2041 0.7906 0.0000
14 -0.5000 -0.2887 -0.2041 -0.7906 0.0000
15 0.5000 -0.2887 -0.2041 -0.7906 0.0000
16 0.0000 0.5774 -0.2041 -0.7906 0.0000
17 0.0000 0.0000 0.6124 -0.7906 0.0000
18 -0.5000 0.2887 0.2041 0.7906 0.0000
19 0.0000 -0.5774 0.2041 0.7906 0.0000
20 0.0000 0.0000 -0.6124 0.7906 0.0000
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Xi X, X3 X4 Xs
21 0.5000 0.2887 0.2041 0.1581 0.7746
22 -0.5000 -0.2887 -0.2041 -0.1581 -0.7746
23 0.5000 -0.2887 -0.2041 -0.1581 -0.7746
24 0.0000 0.5774 -0.2041 -0.1581 -0.7746
25 0.0000 0.0000 0.6124 -0.1581 -0.7746
26 0.0000 0.0000 0.0000 0.6325 -0.7746
27 -0.5000 0.2887 0.2041 0.1581 0.7746
28 0.0000 -0.5774 0.2041 0.1581 0.7746
29 0.0000 0.0000 -0.6124 0.1581 0.7746
30 0.0000 0.0000 0.0000 -0.6325 0.7746
31 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
32 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
33 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
34 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

Nous remarquons bien que dans ce plan, les facteurs ne prennent pas le méme nombre de

niveau, le premier facteur est a 5 niveaux alors que le 2™ est a 8 niveaux, les autres facteurs

ont aussi un nombre de niveaux différents.

Dans ce présent travail, nous essayerons de bien analyser ce plan et de I’améliorer en se basant
sur des regles mathématiques et en utilisant des algorithmes d’échange (DETMAX) (voir
annexe |) afin de rendre ce plan plus efficace et plus fiable.

I11.2.2. Matrice de CCD

Dans la partie de I’optimisation multicriteres (rendement et activité antioxydante) nous
utiliserons un plan CCD a quatre facteurs qui ont été cités dans I’étude bibliographique.

L’utilisation de ce plan nous donne une matrice codée de 29 expériences, dont les 5 derniéres
sont des répétitions au centre. Les expériences réalisées sont regroupées dans le tableau 10 ci-
dessous.

Tableau 10: La matrice d’expériences (en variables codées) du plan CCD a quatre facteurs

X1 X X3 X4
1 -1.0000 -1.0000 -1.0000 -1.0000
2 1.0000 -1.0000 -1.0000 -1.0000
3 -1.0000 1.0000 -1.0000 -1.0000
4 1.0000 1.0000 -1.0000 -1.0000
5 -1.0000 -1.0000 1.0000 -1.0000
6 1.0000 -1.0000 1.0000 -1.0000
7 -1.0000 1.0000 1.0000 -1.0000
8 1.0000 1.0000 1.0000 -1.0000
9 -1.0000 -1.0000 -1.0000 1.0000
10 1.0000 -1.0000 -1.0000 1.0000
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X1 X X3 Xy
11 -1.0000 1.0000 -1.0000 1.0000
12 1.0000 1.0000 -1.0000 1.0000
13 -1.0000 -1.0000 1.0000 1.0000
14 1.0000 -1.0000 1.0000 1.0000
15 -1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
16 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
17 -1.0000 0.0000 0.0000 0.0000
18 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000
19 0.0000 -1.0000 0.0000 0.0000
20 0.0000 1.0000 0.0000 0.0000
21 0.0000 0.0000 -1.0000 0.0000
22 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000
23 0.0000 0.0000 0.0000 -1.0000
24 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000
25 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
26 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
27 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
28 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
29 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

I11.3. Le modéle mathématique

Lorsqu’on utilise un modele du deuxieme degré, la réponse Y est estimée a 1’aide d’un
polyndme de degré 2.

Plus le degré du polynome est ¢élevé, plus nous avons théoriquement de chance d’avoir un
modele proche de la réalité. Mais les polynomes de degré élevé nécessitent beaucoup de points
expérimentaux et leur validité est trés douteuse en dehors du domaine expérimental.

C’est pour cette raison que nous nous contentons dans cette étude de polyndme de second degré
en fonction des facteurs donc il faudra estimer 21 coefficients pour le cas du plan de Doehlert
et 15 coefficients pour le cas du plan CCD.

Le nombre d’inconnues d’un modéle de second degré est déterminé par la formule suivante :

. (kkJ!rzz!)! _(k +2§(k +1) (ea60)

L’équation générale utilisée pour représenter la variation des parametres pour chaque réponse
est la suivante :

Y=a, +Ya; Xitlay XX+ Xy Xite (eq61)
Avec

Y: la réponse expérimentale,
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ao : la réponse au centre et indépendante des facteurs,

ai : le coefficient de terme linéaire,

aji : le coefficient quadratique,

ajj : le coefficient correspondant a I’interaction entre le facteur i et le facteur j.
g ’erreur globale (erreur de manque d’ajustement + erreur expérimentale).

Pour calculer les coefficients du modele, nous avons a résoudre le systéme matriciel
suivant pour n expériences et p parametres :

Y=Xa (eq62)

La résolution de ce systéme est obtenue par la méthode du maximum de vraisemblance de
Fisher ou minium de variance :

=(XX)LXY (eq63)
Avec

X : la matrice des effets du modéle de dimension (n, p) ou n le nombre d’expériences et p est
le nombre des paramétres du modéle,

'X : est la matrice transposée de X de dimension (p, n),
Y : est le vecteur des réponses mesurées de dimension (n, 1)

a : le vecteur des coefficients estimés de dimension (p, 1).

IV. Analyse chimique des huiles essentielles et des extraits

IV.1. Conditions analytiques des composés volatils
L’analyse des composés volatils des huiles essentielles et des extraits des différentes plantes est
réalisée a I’aide d’un chromatographe en phase gazeuse de marque Young Lin Autochro série
6000 muni d’un détecteur a ionisation de flamme. La colonne utilisée de marque Agilent
présente les caractéristiques suivantes :

e Phase stationnaire apolaire : de type DBS,

e Longueur:30m

e Diame¢tre interne : 0,32 mm

e Epaisseur du film : 0,25 um

e Température maximale : 350 °C
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Figure 13. Chromatographe Young Lin

L’appareil est piloté par un micro-ordinateur exploitant Young Lin-3000 Chromatographe avec
systéme d’exploitation des données, permettant de faire varier les parameétres physiques des
analyses (température, débit, allumage de la flamme ....) menées dans les conditions suivantes:

e Gaz vecteur : azote (N2) (débit colonne : 3 ml/min)

e Rapport de split : 10 :1

e Température de I’injecteur : 250 °C

e Température du détecteur : 300 °C

e Programmation de température du four (tableau 11) :

Tableau 11 : Programme de température de GC-FID

Etape | Température initiale (°C) | Rate (°C.min") | Température finale (°C)
1 50 3 270
2 270 10 300

IV.2.1. Identification des composés volatils

L’identification des composés volatils a été réalisée par trois méthodes qui sont : la Co-
chromatographie, le couplage chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de masse et le
calcul de I’indice de Kovats.

1V.2.1.1. Co-chromatographie

Il s’agit d’analyser des témoins des composés volatils par CPG et de comparer leurs temps de
rétention (Tr) a ceux des composés de I’échantillon analysé, dans les mémes conditions
opératoires.

IV.2.1.2. Couplage chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de masse

Le principe du couplage CPG/SM repose sur la fragmentation des composés suite a leur
bombardement par un flux d’électrons et leur exposition a des champs électriques. Les ions
libérés seront classés selon leur rapport masse/charge.

Le spectrometre de masse (SM) est de type Varian Star 3400 Cx chromatograph (Les Ulis,
France)

e Colonne HP5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
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e Gaz vecteur : Hélium

e Débit : 1,2 ml/min

e Split ration : 60 :1

e Pression 11,7 Psi

e Température de I’injecteur : 250°C

e Température du détecteur : 280°C

e Température de la source : 175°C

e Température de I’interface : 280°C

e Programme de température du four :
v' Isotherme a 80°C pendant 1,2 min
v De 80 a 175°C a raison de 30°C / min
v 1754 225°C araison de 45°C /min

1V.2.1.3. Indice de Kovats

L’indice de Kovats [96] est un parameétre caractéristique de chaque composé organique analysé
par CPG. Le principe de cette méthode consiste a injecter, dans les mémes conditions
analytiques, une série d’hydrocarbures aliphatiques & nombre croissant d’atomes de carbone.
Le calcul des indices de rétention (IK) a été effectu¢é comme suit :

=100.N + (TR(A)_TR(N))

IK ,
(To(N +1D) =T, (N))

(eq64)
Avec
A : Compos¢ a identifier,

N : Nombre d’atomes de carbone de I’hydrocarbure aliphatique injecté avec I’échantillon dont
le temps de rétention est le plus proche du temps de rétention du composé A

T,(A) : Temps de rétention du composé A

T, (N) : Temps de rétention de I’hydrocarbure injecté avec I’échantillon qui est élué juste avant

le composé A

T, (N +1): Temps de rétention de I’hydrocarbure injecté avec 1’échantillon et qui est élué juste
apres le composé A
IV.2.2. Quantification

Aprés D’identification des composés par GC-MS, I’analyse quantitative des composés
majoritaires telle que I’a-pinéne, le 1,8-cinéole, le limonéne, le linalol et ’a-terpinéol ...est
effectuée par GC-FID en utilisant la méthode des gammes étalons.
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Pour cela une masse de la solution commerciale (ACROS) de I’étalon est pesée avec une
balance de précision, puis dilué dans I’éthanol absolu (Sigma Aldrich, C:HeO, pureté = 99,8%,
Masse molaire =46,07) jusqu’a obtention de la concentration désirée.

Apres la préparation d’une gamme d’étalon ayant les concentrations suivantes : 1mg/ml,
2mg/ml, 4mg/ml, 6mg/ml, et 8mg/ml) et puisque ’injection est manuelle, chaque concentration
est injectée trois fois ainsi la courbe d’étalonnage n’est tracée que si le test d’homogénéité des
variances (Test de Cochran) est réalisé confirmant 1’absence des points aberrants pour a=1% et
I’absence des points suspects pour 0=5%.

Les résultats ne sont fiables que si les courbes d’étalonnages ont un coefficient de régression
linéaire R? égal a 0,99. (Voir Annexe 3)

V. Activité antioxydante

Actuellement, une grande importance est donnée aux antioxydants naturels a cause de leurs
propriétés thérapeutiques. Sachant que les antioxydants synthétiques comme le BHT
(butylhydroxytoluene) et le BHA (butylhydroxyanisol) sont cancérigenes, plusieurs recherches
scientifiques dans diverses spécialités ont été¢ développées pour 1’extraction, I’identification et
la quantification des antioxydants naturelles a partir de plusieurs substances a savoir les plantes
aromatiques médicinales et les produits agroalimentaires pour les utiliser comme substituant
des antioxydants synthétiques.

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation.

Les antioxydants les plus puissants sont : le B-caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques.

Les antioxydants naturels que soit d’origine naturelle ou synthétique, possédent dans la plupart
des cas dans leurs structures des groupes hydroxyphénoliques jouant un réle important dans la
réaction de piégeage des radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH’). Plusieurs
méthodes sont utilisées pour évaluer 1’activité antioxydante par piégeage de radicaux mais de
point de vue méthodologique le test au radical libre DPPH" est recommandé pour des composés
contenant les groupements SH™, NH et OH™ [97].

Il a ’avantage de s’effectuer a température ambiante ce qui garantit la stabilité des molécules
thermolabiles.

Dans ce cadre, ce test est utilisé pour 1I’évaluation de I’activité antioxydante de nos échantillons
pour chaque méthode d’extraction.

V.1. Principe de la méthode

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picryl- hydrazile fut 'un des premiers radicaux libres
utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques [97].

Il posseéde un électron non apparié¢ sur un atome du pont d’azote et a température ambiante il
reste relativement stable.
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Figure 14. Structure chimique du radical DPPH"

L’activité anti radicalaire est mesurée par la dégradation du DPPH, qui présente une intense
coloration violette en 1’absence de I’antioxydant. La couche électronique de ce radical est
saturée en contact d’antioxydants, ce qui explique la disparition de sa coloration. Cette
décoloration refléte le pouvoir de 1’extrait de la plante a piéger ce radical.

Les antioxydants assurent le piégeage des radicaux libres par ’'une de ces méthodes :

e La libération d’un atome d’hydrogeéne du groupement hydroxyle (cinétique rapide de
certains acides et dérivées phénoliques).

e La libération d’un électron (cinétique lente des dérivées glycolysées et des
anthocyanes).

Pour les composées phénoliques, c’est le premier mécanisme qui se déroule et donne la
formation d’une molécule stable DPPHH :

DPPHes+ ®OH — DPPHH + ®O¢

Des autres voies sont également possibles et permettent 1’obtention des structures plus au moins
stables :

OO+ OO — PO-0OD
DPPHe+ ®O+s— ®O-DPPH
®Oe (semi-quinone) " — ®=0 (quinone)

V.2. Préparation des échantillons et protocole utilisé

Pour les études des activités antioxydantes, des solutions d’extraits méthanoliques et d’huiles
essentielles de fleurs, différentes concentrations croissantes sont préparées. Pour I’extrait des
solutions de concentration 5, 10, 20, 40, 60,80 et 100 pg/ml sont préparées dans le méthanol.

Pour HE des solutions de concentration 1, 3, 5 et 7 mg/ml sont préparées dans le méthanol.

L’activité antioxydante est évaluée en utilisant le DPPH selon la méthode de Blois [98] avec
quelques modifications (on a modifié les volumes utilisés pour avoir des valeurs d’absorbance
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positives). Pour cela, 1,5 millilitre de chaque concentration est mélangé avec 1,5 millilitre de
solution méthanolique de DPPH de concentration 0,2 mM. Aprés une incubation de 30 min a
I’obscurit¢ a 25°C, D’absorbance de chaque mélange est mesurée au moyen d’un
spectrophotométre UV-visible (Beckman Coulter UV/vis spectrophotométre model DU-520),
la longueur d’onde étant fixée a 517 nm celle du maximum d’absorbance de DPPH.

La méme procédure a été également appliquée au blanc analytique (solution contenant toutes
les réactifs, et ne contenant pas 1’analyte). Pour chaque concentration, le test est répété 3 fois,

L’activité anti radicalaire est estimée en pourcentage d’inhibition grace a la formule suivante :

Ao

- A
%inhibition = A—e * 100 (eq65)

Avec
Ao : Absorbance du témoin

A. : Absorbance de 1’échantillon

VI. Etude de la stabilité oxydative d’huile de beurre additionnée des extraits

de Pistacia et de Myrte

Aux cours de ce travail, nous avons procédé a une étude comparative de I’effet des ajouts des
antioxydants naturels (extraits de myrte et de Pistacia, B-caroténe) sur la stabilité oxydative de
la maticre grasse laitiere (huile de beurre). Les échantillons, entreposés a une température de
44°C, font I’objet d’un suivi régulier de leur degré de rancissement pendant une période de 24
jours.

Les échantillons font aussi I’objet, d’un test rancimat apres 4 moins d’entreposage réfrigére.

Un test de cuisson est prévu dans une derniére partie de cette étude, afin d’€lucider le
comportement des différents échantillons une fois inclus dans une matrice alimentaire.

VI.1. Préparation des échantillons

Pour la préparation des échantillons nous avons procédé d une maniere similaire a celle adoptée
par Karabulut [98]. Le beurre a été fondu dans un bain marie a 60°C, additionné d’une pincée
de bicarbonate de sodium anhydre et mis sous agitation pendant quelques secondes. La phase
lipidique est séparée du sérum par filtration sur papier Watlman. La filtration a lieu dans une
étuve a 60°C.

Cinq séries d’échantillons : A, B, C, D et E préparées a partir d’un méme échantillon d’huile
de beurre ont été utilisés au cours de cette étude. Chaque série comporte trois échantillons du
beurre additionnés respectivement de 200, 300 et 500 ppm de 1’antioxydant en question. Le
tableau ci-joint, résume le mode de préparation de ces échantillons.
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Tableau 12 : Préparation des différents échantillons

Concentration
Séries (ppm) Nature de I’antioxydant ajoutée dans le beurre.
A1 (200ppm) 100 ml beurre +200 ppm d’huile extraite des fleurs Myrtes par
hydrodistillation.
A A> (300ppm) 100 ml beurre+300 ppm d’huile extraite des fleurs de Myrte par
hydrodistillation.
A 3(500ppm) 100 ml beurre + 500 ppm d’huile extraite des fleurs de Myrte par
hydrodistillation.
B (200ppm) 100 ml beurre+200 ppm d’huile extraite des feuilles de Pistacia issue
de I’extraction par hydrodistillation.
B B> (300ppm) 100 ml beurre+300 ppm d’huile extraite des feuilles Pistacia issue
d’extraction par hydrodistillation.
B3 (500ppm) 100 ml beurre+500 ppm d’huile extraite des feuilles de Pistacia issue
d’extraction par hydrodistillation.
Ci (200ppm) 100 ml beurre+200 ppm d’extrait des fleurs de Myrte obtenu par CO,
supercritique
C C: (300ppm) 100 ml beurre+300 ppm d’extrait des fleurs de Myrte obtenu par CO»
supercritique
Cs (500ppm) 100 ml beurre+500 ppm d’d’extrait des fleurs de Myrte obtenu par
CO; supercritique
D (200ppm) 100 ml beurre+200 ppm de B-caroténe
D D, (300ppm) 100 ml beurre+300 ppm de B-caroténe
Ds (500ppm) 100 ml beurre+ 500 ppm de B-caroténe
E (200ppm) 100 ml beurre+200 ppm d’extrait des feuilles de Pistacia obtenu par
CO; supercritique.
E> (300ppm) 100 ml beurre+300 ppm d’extrait des feuilles de Pistacia obtenu par
E CO; supercritique.

E; (500ppm)

100 ml beurre+500 ppm d’extrait des feuilles de Pistacia obtenu par
CO; supercritique.
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VI.2. Détermination du degré d’oxydation

VI.2.1. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde d’un corps gras représente le nombre de microgramme d’oxygene actif
présent dans 1g de matiere grasse. L’oxygene actif est I’oxygeéne existant sous forme d’hydro
peroxyde ou d’époxyde dans une maticére grasse. Il est déterminé conformément a la norme Iso
3960 Juin 2010 dont le principe est le suivant :

Une prise d’essai est mise en solution dans un mélange d’acide acétique et de chloroforme,
traitée ensuite par une solution d’iodure de potassium. On titre 1’iode libéré par une solution de
thiosulfate de sodium en présence d’empois d’amidon.

En présence de I’oxygene de ’air, les acides gras insaturés s’oxydent en donnant les peroxydes
selon la réaction suivante :

B-CE=CH-E" +(x » B-CH — CH-E’

| I
(Acide gras insature) 0O —0 (Peroxyde)

Figure 15. Schéma réactionnel de ’oxydation d’un acide insaturé

Sur une molécule de peroxyde, une molécule d’oxygene est fixée.

Sur les deux atomes d’oxygene fixés, un seul est actif et est capable d’oxyder les iodures selon
la réaction suivante :

B-CH-CH- R +2KI+2CH:CO0H —— EBE-CH-CHE +2CH:COOKE+EO+12
| WA
0—0 o

Figure 16. Schéma réactionnel de I’oxydation d’un acide carboxylique en présence d’un
peroxyde

VI1.2.2. Mode opératoire :

On pese environ 1 g de beurre dans un erlenmeyer de 250ml auquel on ajoute 10ml de
chloroforme et 15ml d'acide acétique et immédiatement aprés 1 ml d'une solution aqueuse
saturée d'iodure de potassium. Nous agitons pendant une minute et nous mettons a l'obscurité
pendant Smin., nous ajoutons 75 ml d'eau distillée en agitant vigoureusement et quelques
gouttes d'empois d'amidon (Indicateur). Le dosage se fait alors avec une solution de thiosulfate
de sodium 0, OIN. Un essai a blanc sans le corps gras est effectué parallelement au premier
essai. Le calcul de I’indice de peroxyde est fait a partir de 1I’équation ci-dessous :

(V-V)N

IP(ug/g)= 7 —.8000 (eq66)

Avec
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8000=0.5*16 (Mass molaire de O2) *1073(volume exprimé en ml) *10° (conversion de g en
ng) ; (V-Vo) *N =n (S205%) a I’équilibre=2*n I, formé=2*n peroxyde=2*0, fixé

ng/g= Masse de O» fixée

VO : Volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour 1’essai a blanc en ml ;

V : Volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour la prise d’essai en ml ;

N : Normalité de la solution de thiosulfate de sodium ;

P : Masse de la prise d’essai en gramme.

VI1.3. Test d’oxydation accéléré ou détermination de la stabilité a I’oxydation ou

encore test au Rancimat (892 Professional, Metrohm) [100]

VI.3.1. Principe

Le principe du test consiste a vieillir prématurément les matiéres grasses par décomposition
thermique a une température spécifiée. Cette opération se fait a une température comprise entre
100 et 120 °C, sous un bullage intensif dair (2 98°C dans les conditions opératoires de notre
travail). Les acides organiques, produits de dégradation de cette oxydation poussée, sont
entrainés par un courant d’air et recueillis dans une fiole contenant de I’eau déminéralisée ou
distillée, dans laquelle est immergée une électrode de mesure de la conductivité. Le temps est
déterminé par conductimétrie et correspond au TIR (Temps d‘Induction au test Rancimat). La
fin de ce test est indiquée lorsque la conductivité se met a augmenter rapidement. Cette
augmentation accélérée est provoquée par 1‘accumulation d’acides gras volatils produits au
cours de 1‘oxydation.

VI. 3.2. Mode opératoire

Fixer la pompe a membrane pour gaz et régler le débit a 10 1/h exactement. Puis arréter a
nouveau la pompe. Amener le bloc chauffant a la température voulue (100°C en général) a
1‘aide du thyristor et du thermomeétre a contact. La température doit €tre maintenue constante a
+ 0,01 °C pres pendant la durée de 1‘essai. Remplir les cellules de mesure de 50 ml d‘eau
distillée ou déminéralisée a 1‘aide d“une pipette de mesure. Vérifier les électrodes et régler leurs
signaux a 1‘aide du potentiomeétre d‘étalonnage de fagon a ce quelles soient sur 1‘axe zéro du
papier de 1‘enregistreur. A 1’aide d’une pipette peser, a 0,01 g pres, 3 g de I’échantillon et les
introduire dans le flacon d’oxydation a I’air.

Mettre en marche la pompe a membrane pour gaz et régler a nouveau le débit sur 10 1/h
exactement. Relier le tube d‘arrivée et le tube de sortie d’air aux flacons d’oxydation a I’air et
aux cellules de mesure a 1’aide des tubes de raccordement. Introduire le flacon d’oxydation a
I’air muni de son bouchon hermétique dans le trou percé a cet effet dans le bloc chauffant ou
dans le bain chauffant, qui doivent étre tous deux a la température requise.

Arréter les mesures au moment ou le signal a atteint 100% de 1’échelle de I’enregistreur
(généralement 200 puS/cm).
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Figure 17. Vue schématique du dispositif d’un test Rancimat

1) débitmetre (flux d’air 20 L/h) ;

2) fiole contenant 1’échantillon d’huile ou de graisse ;
3) bloc de chauffage en aluminium ;

4) récipient contenant 1’eau distillée et I’¢électrode ;

5) amplificateur du signal de conductivité et enregistreur 6 voies.

VII. L’huile essentielle de myrte, conservateur des produits de la péche (filet
de sardine)

VII.1. Introduction

Dans I’objectif de souligner le potentiel d’exploitation de I’huile essentielle de myrte comme
conservateur alimentaire naturel, on a étudié 1’effet d’un enrobage a base d’amidon additionné
d’huile essentielle de myrte obtenu par hydrodistillation sur I’oxydation des lipides et la
dégradation des protéines des filets de sardine congelés. L’effet de 1’enrobage a été comparé a
celui de I'immersion dans des solutions aqueuses de vitamine C et d’extrait éthanolique de
raisin.

VII.2. Préparation des échantillons

Des poissons frais de masse moyenne de 110 g sont achetés sur le quai de Bizerte, conservés
sous glace durant une nuit, éviscérés et lavés sous un jet d’eau froide. Pour les lots
d’échantillons additionnés de la vitamine C et des extraits phénoliques, les filets sont émergés
pendant 30 minutes dans des solutions aqueuses de vitamine C et d’extrait phénolique du vin
(vin 100 fois concentré apres passage dans un évaporateur rotatif). Les filets sont égouttés et
conditionné immédiatement dans des sacs plastiques.
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Pour les échantillons enrobés par le film a base de gélatine, les filets sont immergés dans la
solution d’enrobage pendant 2 minutes, égouttés, séchés a 30°C et placés dans des sacs
plastiques alimentaire. Les différents lots sont placés dans le réfrigérateur (4°C). Des
prélevements sont effectués chaque jour durant une semaine. Les parametres de suivi de
I’altération sont : I’indice de peroxyde des lipides du poisson, la valeur de ’ABVT (Azote
Basique Volatil Total), I’indice de rétention d’eau.

Des séances, d’analyse sensorielle ont été effectuées apres les 7 jours de stockage. Un lot
d’échantillon témoin est préparé dans les mémes conditions.

VIL.3. Préparation de la solution d’enrobage

Pour la préparation de la solution d’enrobage nous avons adopté la méme procédure que celle
adoptée par Floch et al. [101], avec quelques modifications (on a modifié les concentrations
utilisées pour donner suite a des essais préliminaires) :

Un mélange d’eau distillée et de gélatine du poisson est préparé en ajoutant progressivement la
poudre de gélatine a I’eau jusqu’a obtenir une concentration finale de 3% (m/v). Le mélange
est d’abord agité a la température ambiante pendant 30 minutes, puis il est porté a 60°C pendant
15 minutes. Apres solubilisation compléte, 1’huile de mais additionné d’huile essentielle de
myrte, est ajouté au mélange a raison de 25% (m/m) de la totalité des protéines. Afin de
stabiliser 1I’émulsion, le tween-20 est aussi utilisé a une concentration de 15% (m/m) a base de
son contenu en huile essentielle. Le mélange obtenu est homogénéisé a une vitesse de 11 000
rpm pendant 2 minutes utilisant un Ultra-turax (mélangeur a haut cisaillement : Model T25
basic). Avant d’immerger les filets du poisson dans la solution ainsi préparée, le mélange est
laissé reposer a la température ambiante pendant 5 min afin d’éliminer les bulles d’air qui se
sont formées au cours de ’agitation.

VIL.3. Parametres d’évaluation de degré altération de la chair du poisson

VII1.3.1. Détermination de I’indice de peroxyde Ip

VIL.3.1.1. Principe

Le dosage des hydro-peroxydes a été effectué selon la méthode de Stone [102]. En milieu acide,
les hydro-peroxydes extraits des échantillons par le méthanol, oxydent le Fe** (présent dans le
réactif) en Fe**. Ce dernier forme un complexe coloré avec le xylénol orange qui posséde un
maximum d’absorption a 560 nm. Les hydro-peroxydes présents dans 1’extrait sont alors
quantifiés par spectrophotométrie et par référence a une courbe étalon.

VIL.3.1.2. Procédure

Un volume d’extrait lipidique, contenant une masse de lipides allant de 50 a 100 mg est évaporé
sous courant d’azote, repris dans 9,9 ml de chloroforme/méthanol (7/3) et homogénéisé pendant
10 mn dans un bain ultrasonique. Apres 1’ajout de 50 pl de xylénol orange en solution et 50 ul
de chlorure de fer (II), le mélange a ét¢ homogénéisé de nouveau. Aprés exactement 5 mn,
I’absorbance de I’échantillon est lue a 560 nm par le spectrophotométre BIORAD. La
préparation de la gamme étalon est réalisée par le chlorure de fer (III) 10pg/ml.

_[(Ae—AB)xPi]
IP_(miX55,84x2) (eq69)
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Ae : absorbance de I’échantillon

AB : absorbance du blanc

pi : I’inverse de la pente de la gamme ¢étalon

mi: masse de I’extrait lipidique (g); 55,84 : masse moléculaire du fer (ng/umol)
L’indice de peroxyde est exprimé en meq oxygene actif’kg d’huile

VII1.3.2. Détermination de 1'Azote Basique Volatil Total

L’ABVT (azote basique volatil total) est un des criteres utilisés pour évaluer 1'altération des
produits de la mer. Il résulte principalement de la dégradation des protéines par l'action des
bactéries ou d’enzymes présents dans la chair des poissons.

VIL.3.2.1. Principe de la méthode utilisée
Les protéines sont extraites par I’acide perchlorique. Les bases volatiles sont séparées par la
suite par distillation, et I’extrait obtenu est finalement neutraliser par I’acide chlorhydrique.

VIL.3.2.2. Mode opératoire

VI11.3.2.2.1. Préparation de 1'échantillon

Broyer soigneusement 1'échantillon a analyser. Prélever 10 g de I'échantillon broy¢ et placer le
prélevement dans un récipient adapté. La pate obtenue est mélangée et homogénéisée pendant
2 min avec 90 ml d’une solution d’acide perchlorique avant d’étre filtrée. L'extrait ainsi obtenu
peut €tre conservé pendant au moins sept jours a une température comprise entre + 2 et + 6 °C
environ.

VI11.3.2.2.2. Distillation a la vapeur d'eau

Mettre 50,0 ml de 1'extrait obtenu dans un appareil de distillation a la vapeur. Quelques gouttes
de phénolphtaléine sont ajoutées au distillat afin de vérifier I’alcalinité¢ du distillat. Apres
adjonction de quelques gouttes d'agent anti-moussant a base de silicone, ajouter a 1'extrait 6,5
ml de solution de soude caustique et commencer immédiatement la distillation a la vapeur.

Régler le dispositif de distillation de fagon a obtenir environ 100 ml de distillat en 10 minutes.
Immerger le tube d'écoulement du distillat dans une fiole contenant 100 ml d'une solution
d'acide borique (assurer la fixation des bases volatiles) a laquelle ont été ajoutées 3 a 5 gouttes
d'indicateur. Arréter la distillation aprés exactement 10 minutes. Enlever le tube d'écoulement
du réceptacle et le rincer a l'eau. Les bases volatiles contenues dans la solution du réceptacle
sont déterminées par titrage avec 1’acide chlorhydrique. Le pH du point limite devrait étre de
5,0+0,1.

VI1.3.2.2.3. Titrage

Les analyses doivent étre effectuées en double. La méthode appliquée est correcte si la
différence entre les deux analyses ne dépasse pas 2 mg/100 g.
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VI111.3.2.2.4. Essai a blanc

Effectuer un essai a blanc a la place de l'extrait, utiliser 50,0 ml de solution d'acide perchlorique.

VI11.3.2.2.5. Calcul de la concentration en ABVT

Calculer la concentration en ABVT par titrage de la solution du réceptacle avec de I'acide
chlorhydrique en appliquant 1'équation suivante : [102]

(V, =V,)*0,14*2*100
M

ABVT (enmg/100g) = (eq70)

V1 = volume d'acide chlorhydrique a 0,01 mol/l en ml pour 1'échantillon
Vo = volume d'acide chlorhydrique a 0,01 mol/l en ml pour le témoin
M = masse de I'échantillon en g.

VII.3.3. Détermination de la capacité de rétention d’eau

Pour la détermination de I’aptitude de la chair de poisson a retenir I’eau, 10 g de la chair de
poisson hachée, est mélangée avec 10 ml d’eau distillée. Apres un temps de repos de 30 min a
basse température, le mélange est centrifugé (3000g, 10 min, 4°C). Le volume d’eau récupéré
est mesuré a 1’aide d’une éprouvette.

VIL.4. Analyses sensorielles

L'analyse sensorielle [103] a ¢été réalisée sur les filets par un jury d'analyses sensorielles
(employés a la société TRAD, et ¢tudiants a I’'ISET de Bizerte). Le jury est composé de 16
individus sélectionnés pour son intérét, sa disponibilité et ses capacités a discriminer ou a
mémoriser les intensités sensorielles. Chaque membre est volontaire et participe a des sessions
d'entrainement afin de développer leurs performances sensorielles et leurs connaissances des
produits de la mer.

Les séances d'évaluation se déroulent dans une salle climatisée, dédiée aux analyses
sensorielles, divisée en dix cabines individuelles éclairées par une lumicre blanche standard
(TO : 6500K) et équipées d'un micro-ordinateur permettant une acquisition automatique des
données. Ces conditions sont nécessaires a une bonne concentration et évitent la communication
entre les membres du jury et la perturbation par des facteurs externes (AFNOR V-09-105,
1995).

Les tests sensoriels ont été réalisés sur les filets marinés et les filets enrobés. Cependant vu que
les deux types d’échantillons ont des aspects trés différents avant cuisson, on s’est contenté
pour les échantillons enrobés d’une évaluation apres cuisson.

Les échantillons sont cuits a la vapeur durant 3 min. les échantillons sont présentés couverts du
papier aluminium. Ils sont codés de mani€re anonyme par un nombre a trois chiffres. Les
échantillons, présentés simultanément sont notés sur une échelle structurée.
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Le test choisi est un test de classement, il permet de caractériser et de discriminer les filets au
niveau de l'aspect de la chair, de 1'odeur, de la flaveur et de la texture. Les critéres d'odeur sont
immédiatement jugés apres avoir ouvert le récipient, alors que les critéres concernant la flaveur
et la texture en bouche sont évalués apres avoir coupé et gotité 1'échantillon. Les données sont
directement transmises a un ordinateur central pour leur traitement statistique.

VIII. Aromatisation de Yaourt par I’ajout de ’eau florale de Myrte fleur :

VII.1. Introduction

Bien que la fabrication et la consommation des laits fermentés remonte a la plus haute antiquité,
les progres réalisés dans 1’¢laboration, la standardisation et la diversification des yaourts
correspondent pour la plupart aux efforts de recherche entrepris au cours du si¢cle dernier.

Avec les progrés technologiques réalisés, le yaourt apparait comme un produit laitier tres
digeste qui posséde une grande valeur nutritionnelle et qui est apprécié pour son golt et sa
texture. C’est un produit, consommé la plupart du temps comme dessert, trés prisé de par le
monde, car il convient a toutes tranches d’age et méme chez les sujets intolérants au lait.

Traités au départ comme un déchet de la distillation des huiles essentielles, les hydrolats sont
aujourd'hui de plus en plus présents sur le marché des produits naturels. Les praticiens en
aromathérapie les utilisent souvent en complément d'une thérapie par les huiles essentielles.

Malgré la faible proportion en principes actifs, les hydrolats présentent certaines activités
pharmacologiques et biologiques intéressantes. Leur popularité aupres des consommateurs est
principalement due a leur non-toxicité par rapport aux huiles essentielles du fait de leurs faibles
teneurs en principe actifs. Ils sont de ce fait beaucoup mieux tolérés que les huiles essentielles
ce qui en fait un produit de choix pour les aromathérapeutes. Malgré cet engouement, les
chercheurs s'intéressent peu aux hydrolats et a leurs potentiels thérapeutiques et il existe donc
un réel manque de données fiables dans ce domaine.

VIIL. 2. Préparation des échantillons

Des pots de yaourt nature sucré de 110 g sont récupérés a la sortie de I’emballeuse. L’ajout de
I’eau florale a lieu dans des conditions d’asepsie a 1’aide des seringues stériles.

Le mix de yaourt a la composition précisée ci-dessous :

Composition Quantité
Lait en poudre 4000 L
Sucre 75 kg/1000L
Ferment 700 g/1000L

Les pots de yaourt sont par la suite incubés dans la chambre chaude (45°C). Pour réaliser le
suivi de la fermentation, un pot de yaourt est prélevé toutes les 30 min puis est placé
immédiatement dans un bac de glace afin d’arréter la fermentation.
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Pour les yaourts qui ont servi aux analyses sensorielles, les pots sont gardés dans la chambre
d’étuvage pendant 4 heures puis ils sont entreposés immédiatement a 5°C a D’intérieur de la
chambre froide. Les productions du yaourt sont dupliquées.

VIIL.3. Analyses physico-chimiques de la matiére premiére « lait »

Pour s'assurer de la qualité du lait frais utilisé dans la préparation du yaourt et pour avoir une
bonne qualité du produit a la fin de la fabrication, le lait qui a servi a la préparation des yaourts
a fait I’objet des analyses suivantes :

VIII1.3.1. Détermination du pH (NF V05-108,1970)

La mesure du pH du lait est réalisée a I’aide d’un pH-metre. La standardisation de 1’appareil est
assurée par ’usage de deux solutions tampon a pH 7 et a pH 4. La mesure s’effectue en
introduisant les deux sondes (pH et température) dans un échantillon de lait de 40 ml
préalablement chauffé a une température de 20-25°C.

VIII.3.2. Détermination de ’acidité

VIII.3.2.1. Définition
Nous entendons par acidité titrable du lait, celle exprimée conventionnellement en gramme
d'acide lactique par litre du lait [104].

VIIIL.3.2.2. Principe
I1 s'agit d'un titrage acido-basique, l'acide lactique est neutralisé par une solution d'hydroxyde
de sodium NaOH (N/9) en présence de phénolphtaléine comme indicateur coloré.

VIIL.3.2.3. Mode opératoire

Nous introduisons dans un Bécher 10 ml d'échantillon a analyser, auxquels on ajoute 2 a 3
gouttes de l'indicateur coloré. Puis nous titrons avec la solution NaOH (N/9) jusqu'a l'apparition
d'une coloration rose. L’acidité titrable est calculée par la formule suivante :

AT=V x 10(D°) (eq71)
Avec
AT : Acidité titrable
V : le volume en ml utilisé pour le dosage.

D¢ : Dalton
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VIII1.3.3. Détermination de la densité :

La densité du lait est une grandeur sans dimension qui désigne le rapport entre la masse d'un
volume donné de lait a 20°C et la masse du méme volume d'eau [105].

La densité est déterminée a 20°C par un lactodensimetre. Nous versons le lait dans 1’éprouvette
tenue inclinée afin d’éviter la formation de mousse ou des bulles d’air. Nous remplissons
I’éprouvette jusqu’a un niveau tel que le volume restant soit inférieur a celui de la caréne du
lactodensimetre (il est commode de repérer ce niveau par un trait de jauge sur 1’éprouvette).

L’introduction du lactodensimétre dans I’éprouvette pleine de lait provoque un débordement de
liquide, ce débordement est nécessaire, il débarrasse la surface du lait des traces de mousse qui
géneraient la lecture. Placer I’éprouvette ainsi remplie en position verticale, il est recommandé
de la plonger dans le bain a 20°C, lorsque la température du laboratoire n’est pas comprise entre
18°C et 22°C. Plonger doucement le lactodensimeétre dans le lait en le maintenant dans 1’axe de
I’éprouvette en le retournant dans sa descente jusqu’au voisinage de sa position d’équilibre.
Attendre trente secondes a une minute avant d’effectuer la lecture de la graduation, cette lecture
étant effectuée a la partie supérieure du ménisque, lire la température. Si le lactodensimeétre est
utilisé a une température autre que 20°C, une correction de la lecture doit étre réalisée de la
facon suivante :

% Si la température du lait au moment de la mesure est supérieure a 20°C, augmenter de
0,0002 par degré au-dessus de 20°C.

% Si la température du lait au moment de la mesure est inférieure a 20°C, diminuer la densité

lue de 0,0002 par degré au-dessous de 20°C.

VIII1.3.4. Détermination des teneurs en protéines et en matiére grasse :

La détermination des différents teneurs se fait par un MilkoScan FT120.

VIIL 3.4.1. Principe de fonctionnement du MilkoScan FT120

Le MilkoScan™ FT120 est un spectrophotométre a FTIR (Infrarouge & Transformée de

Fourrier) automatique de grande capacité (120 échantillons analysés par heure). Il utilise la
technologie d'absorption spectroscopique en moyen infrarouge a Transformée de Fourrier.
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Figure 18. Principe de fonctionnement d’un spectrometre infra-rouge
VIIL.4. Mesure et suivi la teneur en sucre réducteurs (méthode DNS) [106]

VIII.4.1. Principe du dosage par le DNS :

Le DNS (3,5-acide dinitro-salicylique) a chaud et en présence de sucres réducteurs développe
un produit réduit de couleur rouge brun 1’acide-3-amino-5-nitrosalicylique.

La technique du DNS est un moyen de détermination de la teneur en sucres réducteurs libres
présents dans les échantillons a doser.

VII1.4.1.1. Mode opératoire

On place 500 pl de yaourt dilué et 500 pl de solution de DNS dans un tube en verre, le volume
total est complété a 2 ml avec de I’eau distillée. Le mélange a été homogénéisé et chauffé au
bain-marie bouillant pendant 10 min. La densité optique a été mesurée au spectrophotometre a
550 nm contre un témoin contenant les réactifs a I'exception de I’échantillon. La quantité de
sucres réducteurs libérés a été déterminée a 1'aide d'une courbe d'étalonnage réalisée dans les
conditions expérimentales.

L’équation de la courbe d’étalonnage est la suivante :

[Sucre réducteurs]sqec(g/1)=0,375*abs avec R?=0,99
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VII1.4.1.2. Mesure et suivi du pH

Le pH a ét¢ mesuré a 20°C avec une sonde de pH/métre (730 WTW, série MOLAB), étalonnée
a20°C (solutions tampon 4 et 7). Deux répétitions de chaque mesure ont été effectuées sur deux
pots de yaourts.

VIIL.5. Mesure et suivi de ’acidité

L’acidité Dornic du yaourt est titrée par la soude (N/10). Dans un bécher contenant 10g du
produit, 1’¢lectrode du pH/métre est immergée dans la suspension. Le contenu du bécher est
titré avec une solution d’hydrogeéne de sodium (NaOH) N/10, jusqu’au pH de 8,30.

Les résultats sont exprimés en degré Dornic (°D) oul®D correspond a 0,1g/1 d’acide lactique
Deux répétitions de chaque mesure ont été effectuées sur deux pots de yaourt.

IX. Analyse sensorielle

Les tests sensoriels peuvent étre divisés en deux catégories : affectifs et analytiques [107]. Les
tests affectifs impliquent des consommateurs et leurs perceptions d'acceptabilité. Les tests
analytiques impliquent le recours a des panélistes formés dont les réponses sont traitées comme
des données expérimentales. La sélection des panélistes, leur formation et I’échelle d’évaluation
adoptée sont des éléments clés de toute approche analytique descriptive.

Un groupe d'individus (généralement de 8 a 12) est utilisé pour I'analyse sensorielle descriptive
afin d’avoir des résultats cohérents qui puissent étre présentatifs [ 108]. Lors de cette mesure, le
travail est focalisé sur I’impact des différents enrichissements, a savoir la poudre de lait, les
concentrés de protéines sériques ou la caséine présure sur la qualité organoleptique du yaourt.
Pour cela, nous avons eu recours a 1’analyse descriptive qui est un outil de choix pour
différencier les aliments qualitativement et quantitativement.

IX.1. Les sujets

Dix panélistes, agés de 25 a 40 ans, essentiellement des membres du personnel de laboratoire,
dont cinq sont du sexe féminin et trois du sexe masculin, ont été sélectionnés d'apres leur
disponibilité et volonté a participer a ces essais ainsi que leur expérience dans 1’évaluation
sensorielle. Celle-ci est réalisée a J+1 de chaque journée de production.

IX.2. L’environnement de la dégustation

Les séances ont eu lieu au niveau du laboratoire des analyses physicochimiques. Elles se sont
déroulées dans une salle, ou les conditions nécessaires a la réalisation des analyses sensorielles
sont réunies en termes d’éclairage et de température.

Ces dernieres ont permis de bien gérer les séances et de recueillir les réponses des sujets sans
qu’il n’ait aucune influence entre les membres du panel.

IX.3. Les produits

Tous les échantillons sont enlevés du réfrigérateur 1 h avant le début de chaque session
d'évaluation. La gamme d’échantillons est servie a une température allant de 10 a 12°C. Chaque
yaourt est présenté dans un contenant plastique de 40 g et étiqueté avec un code de 3 chiffres.
L’ordre de présentation des échantillons est randomisé.

71



Partie B : Matériels et méthodes

IX.4. Déroulement des séances de dégustation

L’analyse est menée en suivant la procédure décrite par [102]. Les qualités organoleptiques
évaluées concernent le gout, la texture, I’ardme et I’aspect.

L’aspect visuel qui consiste a examiner la surface des yaourts (présence de lactosérum), texture

(Epaisseur « Thickness », Granulosité « lumpiness », et saveur (gout de cuit, golt de

lactosérum, gotit d’étable, aigre, salé, sucré, 1’astringence, et I’arriere/gott). Chaque attribut est
mesuré selon une échelle d’intensité universelle de 0 a 15, ou 0 = non détecté et 15 =

extrémement fort.

L’analyse descriptive nécessite un lexique ou un langage pour décrire les propriétés

sensorielles. Celui qui est adopté dans cette étude est présenté dans le tableau 13.

Tableau 13 : Langage sensoriel utilisé pour I’évaluation descriptive des yaourts

Terme Définition Référence
Lactosérum Quantité de lactosérum présent a la surface Assigné aux panélistes
libre du yaourt

Granulosité «
lumpiness »

Le degré de granulosité observé visuellement

Assigné aux panélistes

Epaisseur «
Thickness »

La Force exigée pour comprimer le gel d’un
yaourt dans la bouche

1 = eau, 10 = yaourt
ordinaire avec 15% ndm

Cuit

Aromes associés avec le lait cuit

Lait chauffé a 85°C
pendant 30 min.

la surface de la langue sous ’effet de

Lactosérum Aromes associés avec la poudre de Dissoudre 5 g de poudre
lactosérum de lactosérum dans 100
ml d'eau
Etable Aromes associés avec les granges et les 5% d’une solution de
animaux caséinate de sodium dans
l'eau
Fermenté Aromes associés avec le yaourt Yaourt frais
Aigre La sensation de gofit aigre associé avec les 2 =0,05% acide citrique
acides ;
5 =10,08% acide citrique.
Salé La sensation du gofit sal¢ associé avec les 2,5=10,2% NaCl;
sels 5=10,35% NaCl
Sucré La sensation du gotit sucré associ¢ avec les 2 = 2% saccharose ;
sucres 5 = 5% saccharose
Astringence Sensation d'asséchement et de crispation sur | Le trempage pendant une

heure d’un petit sachet

certaines substances telles que les tanins de thé =6,5
L'arriere-gofit Sensation de l'arriere/gott Téche assignée aux
panelistes
Appréciation Téche assignée aux
globale panelistes
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X. Conclusion

La valorisation des espéces aromatiques et médicinales passe principalement par leur évaluation
biochimique et biotechnologique a travers I’extraction, I’analyse et I’identification de leurs
constituants et 1’étude structurale de leurs composés biactifs.

Afin de contribuer a la mise en valeur des huiles essentielles, les applications industrielles de
ces huiles dans divers domaines comme 1’agroalimentaire et la pharmacie représente une grande
importance et une valeur ajoutée remarquable.
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I. Etude de la fleur de Myrte

1.1. Introduction

La teneur des huiles essentielles dans les plantes est relativement faible (<a 1%) et parfois
difficile a extraire. Par suite, la récupération de quelques pour cent de ces matiéres actives, a
forte valeur ajoutée, peut étre déterminante pour la mise en ceuvre du procédé. Ainsi, il est
primordial de déterminer les conditions opératoires optimales d’extraction permettant de les
récupérer en ayant recours a 1’optimisation par la méthode des plans d’expériences. Dans ce
chapitre, nous allons examiner I’effet de plusieurs facteurs sur le rendement de I’extraction par
CO> supercritique de fleurs de myrte, par la suite nous identifierons la composition chimique
des extraits obtenus par hydodistillation et par CO; supercritique, tout en comparant leur activité
antioxydante.

I.2. Optimisation de I’extraction de Myrte en fleurs par plan de Doehlert modifié
par P’algorithme de DETMAX (Voir Annexe I)

I.2.1. Analyse du plan d’expériences

Le plan d’expériences réalisé est un plan de Doechlert, c'est-a-dire un plan destiné a une
optimisation expérimentale (sans passer par un modele). Il n’est pas trés bien adapté a une
modé¢lisation, tout au moins dans un hypercube. Le domaine exploré est ici « patatoidique »
[109], comme le montre les figures de représentation des niveaux pris par chaque facteur en
fonction d’un autre facteur. Cette représentation en fonction des valeurs codées pour chaque
facteur nous donne une idée sur la répartition des points expérimentaux dans le plan
expérimental formé par deux facteurs (tableau 9, III 2.1). Au total nous avons 5 facteurs alors
nous aurons 10 figures possibles dont nous représentons seulement 4.

Pour couvrir un hypercube, des expériences sont manquantes. Elles correspondent a celles d’un
plan factoriel complet (plan de Hadamard ou de Tagushi).
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Figure 19. Espace expérimental formé¢  Figure 20. Espace expérimental formé par
par la pression et la masse de la plante le temps de contact et la température
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Tableau 14 : Analyse des points expérimentaux du plan de Doehlert existant par rapport a un plan factoriel

Figure 22. Espace expérimental formé par
la pression et le débit du CO2

complet
Pression Masse de la Température | Temps de Débit de Distance
d’extraction matiére végétale | d’extraction X3 | contact X4 CO;
X3 Xz Xs
1 1 1 1 -1 1,56
1 1 -1 1 -1 1,56
1 -1 1 1 -1 1,56
1 -1 -1 1 -1 1,56
-1 1 1 1 -1 1,56
-1 1 -1 1 -1 1,56
-1 -1 1 1 -1 1,56
-1 -1 -1 1 -1 1,56
1 1 1 1 1 1,46
1 1 -1 1 1 1,46
1 -1 1 1 1 1,46
1 -1 -1 1 1 1,46
-1 1 1 1 1 1,46
-1 1 -1 1 1 1,46
-1 -1 1 1 1 1,46
-1 -1 -1 1 1 1,46
1 1 1 -1 -1 1,45
1 1 -1 -1 -1 1,45
1 -1 1 -1 -1 1,45
1 -1 -1 -1 -1 1,45
-1 1 1 -1 -1 1,45
-1 1 -1 -1 -1 1,45
-1 -1 1 -1 -1 1,45
-1 -1 -1 -1 -1 1,45
1 1 1 -1 1 0,85
1 1 -1 -1 1 0,85
1 -1 1 -1 1 0,85
1 -1 -1 -1 1 0,85
-1 1 1 -1 1 0,85
-1 1 -1 -1 1 0,85
-1 -1 1 -1 1 0,85
-1 -1 -1 -1 1 0,85
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Il faut rappeler que pour déterminer avec précision une pente avec 2 points, il faut que ces 2
points soient les plus éloignés possibles. De ce fait, il faut toujours commencer par réaliser les
expériences les plus éloignées les unes des autres pour apprécier au mieux les effets linéaires,
et compléter par des expériences intermédiaires pour prendre en compte les effets non linéaires.
Dans le cas présent, les 8 expériences les plus éloignées de I’expérience réalisée la plus proche
sont (distance égale a 1,56) les premieres dans le tableau 14. Elles sont suivies par un ensemble
de 16 expériences a une distance de 1,46 a 1,45.

Dans le dernier groupe, les 8 expériences sont les plus proches des expériences réalisées dans
le plan utilisé avec une distance est ¢gale a 0,85.

1.2.2. Etude du type d’erreur de mesure

Quatre expériences ont été répétées plusieurs fois (voir tableau 15). Le tableau 15 indique le
numéro de I’expérience, les résultats du rendement, la moyenne et 1’écart type par expérience.
Au vu de la courbe obtenue a partir du tableau, il semble manifeste que I’erreur de mesure ne
soit pas absolue (additive), mais relative (multiplicative).

Tableau 15 : Etude du type d’erreur expérimentale (voir tableau 19).

N° d’expérience Rendement en extrait (%) Moyenne (%) | Ecart type
1 0,8 0,87 0,9 0,88 0,863 0,043
12 1,11 0,523 0,817 0,415
15 0,77 0,982 0,876 0,150
36 2,02 1,5231 1,2675 1,3922 1,551 0,330
0.4 -
0,35 || Ecart type =0,2177 . Moyenne
0,3 -
2 0,25 -
2> 02 - Q
5 015 -
= o o
0,05 -
m
0 T . T T 1
0 0,5 1 1,5 2
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Figure 23. Variation de I’écart type en fonction de la moyenne pour chaque répétition

Comme la théorie de la modélisation statistique (surface de réponses) nécessite une erreur de
mesure additive (absolue), nous modéliserons le logarithme népérien de la mesure (pour lequel
I’erreur est additive lorsque 1’erreur de mesure est relative).
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Nous pouvons maintenant estimer la variance de I’erreur de « mesure » grace aux 4 expériences
répétées. Si la mesure d’origine est Y, la nouvelle « mesure » est In(Y). A 1’aide du tableau
N°15 nous obtenons le tableau 16.

Tableau 16 : Analyse de la variance d’erreur expérimentale

N° Nombre de degrés de liberté Moyenne des Somme des carrés
d’expérience (nombre de répétition -1) In(Y) des écarts
1 3 -0,149 0,008
12 1 -0,272 0,283
15 1 -0,140 0,030
36 3 0,423 0,122
Total 8 0,442

Dans la somme des carrés des écarts, nous entendons les écarts entre les « mesures » et la
moyenne. La variance de I’erreur de « mesure » est donnée par :

0,442

variance = = 0,0553

[.2.3. Analyse préliminaire de ’importance des facteurs

Comme le plan de Doehlert n’est pas D-optimal [110], il ne conduit pas a la meilleure
identification paramétrique. De ce fait, il existe un risque d’une mauvaise convergence de la
procédure de réduction de modele.

Afin d’apprécier I’importance de chaque facteur, nous ferons, dans un premier temps, une
modélisation simple, de type affine :

In(Y) = ag+ ay1x1 + ayx, + azxs + azx, + asxs (eq72)

Ou les facteurs x; sont la pression, la masse de la matiere végétale utilisée, la température, le
temps de contact et le débit de CO».

L’identification paramétrique, menée avec les 55 « mesures » (voir tableau 18, 19 et 20, a
donné une variance d’identification de 0,183 (a comparer a 0,0553), et les résultats suivants :

Tableau 17 : Estimation des coefficients du modéle linéaire

Parameétre | Domaine de confiance vrai | Domaine de confiance réduit Valeur
ag -0,472 -0,038 -0,469 -0,041 -0,255
aj 0,465 1,225 0,486 1,204 0,845
as -0,312 0,327 -0,309 0,323 0,007
as -0,721 0,311 -0,710 0,300 -0,205
a4 -0,189 0,728 -0,158 0,697 0,270
as -0,100 0,996 -0,085 0,981 0,448

Nous constatons que seuls les domaines de confiance du second parameétre sont centrés sur 0.
Ce parametre n’est donc pas significativement différent de 0. Ceci indique que I’influence de
la masse de la matiere végétale est faible. Pour la suite de la modélisation, nous négligerons
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I’effet direct de ce facteur, tout en le conservant dans les termes croisés (on ne 1’élimine pas
complétement). Des essais de modélisation ont permis de conforter cette approche.

1.2.4. Identification paramétrique

Le modéle retenu est le polyndme complet du 2°™ degré dont on a exclu la puissance 1 du 2°m°
facteur conformément a ce qui a été vu dans 1’étude préliminaire :

In(Y) = ag + a;x; + azxs + azx, + asxs + asx? + agxs + a;x3 + agx? + agxs
+ a17X3X4 + A18X3X5 + A19X4 X5

On dispose de 47 (voir tableaux 18,19 et 20) expériences différentes, dont 4 ont été répétées
(tableau 19). Les 4 expériences répétées forment I’ensemble de répétition, et les 43 autres
doivent étre réparties dans un ensemble d’identification (tableau 20) et un ensemble de
validation (tableau 18). Usuellement, 1’ensemble d’identification est formé de deux tiers des
expériences utilisables et celui de validation du dernier tiers restant. Nous choisirons donc 29
expériences parmi les 43, pour faire partie de I’ensemble d’identification, par D-optimalité.

La D-optimalité consiste a minimiser I’erreur sur les paramétres du modéle. L algorithme utilisé
pour extraire 29 expériences D-optimales parmi les 43 est I’algorithme DETMAX (déterminant
maximum), dérivé de I’algorithme de Federov [111]. La figure 24 montre I’évolution du
déterminant de la matrice d’information de Fisher en fonction des itérations de 1’algorithme
DETMAX.

1E+07 -
1E+06 - g B E m
1E+05 - g T

1E+04 - =

1E+03 | m

1E+02 -
1E+01 -

1E+00 T T
0 5 10 15
Nombre d'itérations d'algorithme de
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matrice de Fisher

Figure 24. Variation du déterminant de la matrice de Fisher en fonction du nombre
d’itérations

Les 4 expériences répétées sont les n® 1, 12, 15 et 36. Les 14 expériences non sélectionnées par
DETMAX et servant a la validation sont les N° 2, 3,4, 6, 9, 13, 14, 20, 24, 26, 27, 28, 41 et 47.
Les 29 autres forment I’ensemble d’identification.

L’algorithme de DETMAX nous a permis d’obtenir la matrice de validation présentée par le
tableau 18 et la matrice d’identification présentée par le tableau 19, ainsi que les vecteurs de
réponses correspondant a ces deux vecteurs.
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Tableau 18 : Matrice de validation

N° d’expérience | X; Xs X3 X4 Xs Ln(Y)
3 0,5 | 0,866 0 0 0 0,2624
4 -0,5 | 0,866 0 0 0 -0,4308
5 -1 0 0 0 0 -1,0200
6 -0,5 | -0,866 0 0 0 -0,4155
7 0,5 | -0,866 0 0 0 0,0410
9 -0,5 | 0,289 | 0,816 0 0 -0,5801
13 0 | 0,577 | -0,816 0 0 0,0677
14 0,5 | 0,289 | 0,204 | 0,791 0 0,1044

20 0 | 0,577 | -0,204 | -0,791 0 -0,12800
24 0 |-0,577 | 0,204 | 0,158 | 0,775 -0,199
26 0 0 0 -0,632 | 0,775 -0,139
27 0,5 |-0,289 | -0,204 | 0,158 | -0,775 | 0,1133
28 -0,5 | -0,289 | -0,204 | -0,158 | -0,775 | -1,2379
41 0 -1 0,408 | 0,395 | -0,3875 | -0,1165

L’identification paramétrique est réalisée suivant la méthode du maximum de vraisemblance
de Fisher [112], qui correspond ici au minimum de variance. Celle-ci étant faite, nous pouvons
calculer les simulations de chaque expérience des 3 ensembles, d’identification, de validation

et de répétition. Par comparaison avec les mesures, les variances d’erreur des ensembles
d’identification, de validation et de répétition sont évaluées. La variance d’identification permet
de déterminer le domaine de confiance de chacun des paramétres du modele. Nous appelons
intervalle de confiance réduit d’un paramétre, 1’intervalle obtenu en fixant tous les autres
parametres a la valeur de leur estimation. Ceci permet de s’affranchir des corrélations entres

parametres.

Tableau 19 : Matrice de répétition

N° d’expérience | X1 X2 X3 X4 X5 Ln(Y)
1 0 0 0 0 0 -0,2231
1 0 0 0 0 0 -0,14
1 0 0 0 0 0 -0,105
1 0 0 0 0 0 -0,1279

12 -0,5 1 -0,289 | -0,816 0 0 0,1044
12 -0,5 | -0,289 | -0,816 0 0 -0,649
15 -0,5 1 0,289 | 0,204 | 0,791 0 -0,26137
15 -0,5 | 0,289 | 0,204 | 0,791 0 -0,0191
36 1 1 0,408 -1 10,3875 | 0,7031
36 1 1 0,408 -1 10,3875 | 0,42074
36 1 1 0,408 -1 10,3875 | 0,2370
36 1 1 0,408 -1 10,3875 | 0,3309
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Tableau 20 : Matrice d'identification

Numéro X1 X2 X3 X4 X5 Ln(Y)
d’expérience

2 1 0 0 0 0 0,4886
8 0,5 0,289 0,816 0 0 -0,134
10 0 -0,577 0,816 0 0 -0,400
11 0,5 -0,289 -0,816 0 0 0,077
16 0 -0,577 0,204 0,791 0 0,48
17 0 0 -0,612 0,791 0 0,565
18 0,5 -0,289 -0,204 | -0,791 0 0,37157
19 -0,5 | -0,289 -0,204 | -0,791 0 -1,0789
21 0 0 0,612 -0,791 0 -0,274
22 0,5 0,289 0,204 0,158 0,775 0,077
23 -0,5 0,289 0,204 0,158 0,775 -0,26
25 0 0 -0,612 0,158 0,775 -0,083
29 0 0,577 -0,204 | -0,158 -0,775 -0,5276
30 0 0 0,612 -0,158 -0,775 -0,6162
31 0 0 0 0,632 -0,775 -0,3285
32 0 1 0,408 0,37 0,3875 -0,1165
33 1 -1 0,408 0,37 0,3875 0,1906
34 -1 1 -0,408 0,395 0,3875 -0,03046
35 0 -1 0,408 -1 0,3875 -0,4943
37 -1 -1 0,408 -0,395 0,3875 -0,994
38 0 1 -0,408 -0,395 0,3875 0,379
39 1 -1 -0,408 -0,395 0,3875 0,010
40 -1 1 0,408 0,395 -0,3875 -2,813
42 1 1 -0,408 0,395 -0,3875 0,3501
43 -1 -1 -0,408 0,395 -0,3875 -1,892
44 0 1 0,408 -0,395 -0,3875 -0,4001
45 1 -1 0,408 -0,395 -0,3875 0,3506
46 -1 1 -0,408 -0,395 -0,3875 -2,408
47 0 -1 -0,408 -0,395 -0,3875 -0,2232

Un parametre n’est pas significativement différent de zéro si son intervalle de confiance réduit
est centré sur 0. On appelle réduction de modele le fait de fixer a 0 le paramétre dont I’intervalle
de confiance réduit est le plus centré sur 0. Pour accepter une réduction de modele il faut que
la plus grande variance, parmi les 3 d’identification, de validation et de répétition, n’augmente
pas apreés la réduction. La figure 25 présente les 3 variances en fonction du nombre de
réductions. La variance d’erreur de mesures est calculée initialement et est indépendante des
réductions.
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Figure 25. Variation les trois types de variance en fonction des itérations

Initialement, c’est la variance d’identification qui est la plus élevée, mais dés la 1% réduction
sa diminution est suffisamment importante pour que la plus grande variance devienne celle de
répétition. Lors des réductions des modeles suivants, la variance la plus grande (répétition) ne
fait qu’augmenter sans réel gain concernant celle de validation. La variance d’identification ne
fait que diminuer, mais ceci est probablement di a un sur-ajustement (overfitting). Nous
arrétons donc la réduction du modéle aprés la 1°7 itération.

Tableau 21 : Estimation des coefficients du modéle final

Paramétre Effet Valeur Minimum Maximum
a 0,169 -2,169 2,507
a; X] 0,908 0,135 1,681
a, X3 -0,179 -1,311 0,954
a3 X4 0,303 -0,825 1,432
a4 Xs 0,554 -0,604 1,713
as X1¥X1 -0,476 -2,161 1,208
a6 X2¥X -0,149 -1,481 1,182
a7 X3%X3 -0,699 -4,391 2,993
ag X4¥X4 0,075 -3,268 3,418
9 X5*Xs -0,603 -3,755 2,550
ao X1¥X2 0,081 -1,191 1,354
an X1%X3 0,095 -2,366 2,556
an X1%X4 -0,518 -3,178 2,142
a13 X1*Xs -1,167 -4,228 1,894
Ay X2%X3 -0,425 -2,877 2,028
ais X2¥X4 -0,371 -2,733 1,991
a7 X3%X4 -0,326 -3,805 3,154
as X3%Xs -0,240 -3,743 3,263
a9 X4*Xs 0,134 -4,201 4,470
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Le paramétre fixé a 0 est a;s, correspondant a I’interaction x2xs. Le parametre le plus significatif
(dont I’intervalle de confiance est le moins centré sur 0) est a;, correspondant a la pression, ce
qui est cohérent avec 1’étude préliminaire. Le tableau 21 présente la valeur des paramétres et
leur intervalle de confiance (min et max).

Le nombre important de parametres a tendance a diminuer la valeur de chacun d’eux, sans pour
autant réduire I’erreur sur chacun d’eux. De ce fait, ’intervalle de confiance est large par
rapport a la valeur de chaque paramétre. Tous les intervalles de confiance contiennent 0, sauf
celui d’a;. Cependant, ceci ne signifie pas que ces parametres soient significativement nuls, car
leurs intervalles de confiance ne sont pas réellement centrés sur 0.

L’existence de corrélation entre les parametres augmente la taille des intervalles de confiance,
nous devons donc contrdler la valeur des coefficients de corrélation 2 a 2. La figure 26 présente
la fréquence de tranches de coefficients de corrélation (0 4 0,2; 0,3 24 0,4; 0,4 2 0,6; 0,6 2 0,8 et
0,8 a 1) sous la forme de pourcentage.
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Figure 26. Représentation de la corrélation totale entre les paramétres du modele

Sur 171 couples de parametres, seuls 5 ont un coefficient de corrélation supérieur a 0,6. Ceux
ayant un coefficient de corrélation supérieur a 0,8 sont ag-ag et aop-ag, ce qui correspond a un
couplage entre la constante et les carrés de x4 et xs. Les autres (entre 0,6 et 0,8) sont ap-a7, a7-
a9 et ag-ag, ce qui indique un couplage entre la constante et le carré de x3 d’une part, et entre les
carrés de xs et ceux de x3 et x4 d’autre part. Ce résultat est surprenant car, en général, lorsque
la courbure de la surface de réponse est faible, il existe une corrélation entre les puissances 2 et
1 des facteurs. Ici, c’est entre la constante et les puissances 2 de X3, X4 et Xs, ainsi qu’entre
carrés. Cependant, il s’agit d’un signe de faible non-linéarité de In(Y') en fonction de x3, x4 et
xs. Ce n’est pas le cas en ce qui concerne X1, ce qui conforte le choix d’un mode¢le non linéaire.
Le résultat global est que les parametres sont treés peu corrélés entre eux, ce qui est remarquable
et confirme la bonne qualit¢ du modele et de 1’identification paramétrique, donc du plan
d’expérience.
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I.2.5. Validation du modéle

Pour valider le mode¢le nous utiliserons les tests de Fisher Snedecor et de Student. Dans le cas
du test de Fisher Snedecor, nous comparerons les variances d’erreur des ensembles
d’identification, de validation et de répétition a la variance d’erreur de mesure, ainsi qu’entre-
elles.

En théorie, nous n’avons pas le droit d’utiliser le test de Fisher Snedecor pour comparer la
variance d’erreur de répétition et celle de mesure car il s’agit des mémes mesures et donc des
mémes erreurs de mesures (variances non indépendantes), néanmoins nous ferons tout de méme
cette comparaison, tout en sachant que nous pourrons contester un résultat négatif s’il s’agit de
la seule comparaison rejetant le modele. Le test de Fisher Snedecor permet de vérifier si deux
erreurs indépendantes sont bien du méme ordre de grandeurs, ce qui doit étre réalisé quel que
soit les ensembles de données comparées si le modéle est exact.

Les tests de Fisher Snedecor et de Student utilisés 1’ont été a 90% (et non a 95% comme
usuellement), ce qui veut dire que ces tests ont un risque de 10% de rejeter le modele par erreur.
C’est donc étre exigeant avec le modele que de choisir un tel risque, les intervalles de confiance
étant alors plus petits qu’avec 95%. Pour les 2 types de test, ’intervalle de confiance est formé
d’une valeur minimum et d’une valeur maximum. Dans les 2 cas, le risque de 10% se
décompose en un risque de 5% a gauche et un risque de 5% a droite. Le tableau 22 présente 6
rapports de variances, dont celui répétition/mesure dont nous avons mis en doute la validité.
Deux colonnes indiquent les degrés de liberté du numérateur (gauche) et du dénominateur
(droit), elles sont suivies de la valeur de chaque rapport et de son intervalle de confiance. Les 6
valeurs sont comprises dans leur intervalle de confiance, donc aucun de ces tests de Fisher
Snedecor ne permet de rejeter le modele.

Tableau 22: Test de Fisher Snedecor

Rapports de variance | Nombres de degrés de liberté | Rapport Minimum Maximum
Identification/mesure 10 8 2,100 0,326 3,35
Validation/mesure 14 8 1,832 0,370 3,24
Répétition/mesure 12 8 2,233 0,351 3,28
Validation/Identification 14 10 0,872 0,385 2,86
Répétition/Identification 12 10 1,064 0,364 2,91
Validation/Répétition 14 12 0,820 0,395 2,64

Le test de Student permet de vérifier s’il existe ou non des données aberrantes. Il s’agit d’un
test local par rapport au test de Fisher Snedecor qui est global pour deux ensembles de données.

Ici 'intervalle de confiance est obtenu a partir de I’ensemble d’identification, ce qui exclut de
I’appliquer a ces mémes données (non-indépendance), néanmoins nous 1’appliquerons tout de
méme en sachant que s’il en résulte un rejet du modele, ce rejet pourra éventuellement étre
contesté. Sur la figure 27, les mesures sont portées sur 1’axe vertical et les simulations sur 1’axe
horizontal.
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Figure 27. Représentation des résultats du Test de Student

Les 2 traits obliques correspondent a I’intervalle de confiance (2 90%) et les points aux 3
ensembles d’identification, de validation et de répétition. Nous constatons que seule une mesure
de répétition est en dehors de I’intervalle de confiance sur 55 points. Compte tenu du risque
choisi il aurait été théoriquement possible que 10% des points soient en dehors du domaine de
confiance, ce qui n’est pas le cas. Par ailleurs, il s’agit de la mesure 1,11 (In (1,11) =0,104) de
I’expérience n°12 pour laquelle la deuxiéme mesure a donné 0,523 (In (0,523) =-0,65), donc
une mesure tres élevée, sans doute fortement entachée d’erreur.

Finalement, aucun des tests de Fisher Snedecor ou de Student ne permettent de rejeter le
modc¢le, nous le considérerons donc comme validé.

[.2.6. Preuve de I’intérét de I’analyse préliminaire

Si nous n’avions pas effectué I’analyse préliminaire (I1.2.3) nous n’aurions pas éliminé le terme
linéaire en x> du modéle. Dans ce cas, la sélection de I’ensemble d’identification aurait été
différente puisque le modele est différent. L’ensemble de répétition est le méme, mais, en ce
qui concerne I’ensemble de validation, les expériences n°3 et 47 du paragraphe 1.2.3 sont
remplacées par les expériences n°5 et n°7, et inversement pour 1’ensemble d’identification.

Comme montré sur la figure 29, nous avons poussé le nombre de réductions du modele jusqu’a
6 sans que le terme x> soit éliminé du mod¢le. La conséquence de ce fait est que la variance
d’erreur de répétition (€carts mesures — simulations) est supérieure a 0,45 alors que la variance
d’erreur de mesure (écarts mesures — moyennes pour les mémes mesures) est de 0,055. La
différence est beaucoup trop grande pour que le modele soit validé, d’ailleurs le test de Student
est négatif (figure 29) avec 9 points en dehors de I’intervalle de confiance sur 55. Ce mod¢le
est donc rejeté.
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Figure 29. Résultats du Test de Student avant I’étude préliminaire

1.2.7. Interprétation du modele et détermination des conditions optimales
d’extraction

L’analyse du mod¢le obtenu a la fin de la modélisation nous donnera I’effet de chaque facteur
sur le rendement, et cela en examinant les coefficients du modele attribués pour chaque facteur
seul ainsi que ses interactions. Le modéle final retenu apres élimination des coefficients non
significatifs est :

In(Y) = 0,169 + 0,908.x; — 0,179.x3 + 0,303.x, + 0,554. x5 — 0,476.x2 — 0,149.x2 —
0,699.x2 + 0,075.x% — 0,603.x2 + 0,081.x;x, + 0,095.x;x3 — 0,518.x;x, —
1,167.x,x5 + —0,425. x,x3 — 0,371. x,x, — 0,326.x3x, — 0,240. x3x5 + 0,134. x,x5 (eq73)

La représentation de chaque courbe est réalisée a partir du modéle établi en faire variant les
facteurs deux a deux et maintenant a chaque fois les 3 autres facteurs au niveau 0 qui correspond
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a la valeur au centre de chaque facteur. L’ensemble des courbes est représenté dans les 4 figures
ci-dessous. D’apres les courbes 30 et 31, nous constatons que la pression est le facteur le plus
influengant sur le rendement d’extraction qui peut étre expliqué par le fait qu’a haute pression la
masse volumique du solvant est trés importante, dans cette condition la densité ¢levée de CO»
permet au solvant de solubiliser des composés a masse molaire importante qui influence le
rendement global. Nous remarquons qu’effectivement quand la pression augmente, la masse
volumique du solvant (CO;) augmente, cependant la pression de vapeur du soluté va
certainement diminuer. A des hautes pressions, la variation de la masse volumique est moindre
et devient moins importante, alors que celle de la pression de la vapeur du soluté devient plus
importante.

Ceci permet d’atténuer les effets de la variation de la masse volumique du fluide sur le taux
d’extraction.

Par conséquent, 1’¢lévation de la pression a température constante, a un effet positif sur le taux
d’extraction qui est contrdlé par un équilibre entre les variations de masse volumique du solvant
et celle de la pression de la vapeur du soluté.

Figure 30. Variation de la réponse - rendement dans le plan : Pression(X1), Masse de la
matiére végétal(Xz) : FACTEURS FIXES : Température =50 °C ;
Temps de contact =30 minutes ; Débit de CO2 = 0,9 kg/h

Figure 31. Variation de la réponse - rendement dans le plan : Température(X3),
Pression(X1), FACTEURS FIXES : Masse de la matiére végétale=30 g ;
Temps de contact =30 minutes ; Débit de CO2 = 0,9 kg/h

En examinant la courbe 33 nous avons un rendement optimal en fixant la pression a sa valeur
maximale (200bar) et le débit de CO; a une valeur moyenne de 1’ordre 0,9kg/h. Cette valeur
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moyenne de débit pour un rendement assez important de 1’ordre de 1,37%, peut étre expliquée
physiquement par le fait qu’a ce débit nous aurons un temps de séjour optimal pour assurer un
bon transfert de matiére. Dans la courbe 30, nous constatons que 1’allure de la courbe
d’isoréponse est presque parallele a I’axe qui porte les valeurs de X», cela montre un faible effet
de la masse de la matiere végétal sur le rendement global.

L’influence de la température sur la solubilité d'une substance dans un solvant supercritique est
plus difficilement prédictible que celle de la pression. A pression é¢levée, le fluide est
difficilement compressible et donc la solubilit¢ augmente avec la température suivant ainsi
I'augmentation de pression de vapeur du soluté.

D’apres la courbe 31 Ieffet de la température est négatif sur le rendement global, ot nous avons
le maximum du rendement pour une température proche de 40°C.

Ce comportement peut étre expliqué par le fait qu’a des pressions intermédiaires, le fluide est
hautement compressible et une faible augmentation de la température entraine une forte
diminution de la masse volumique et parallé¢lement la solubilit¢ du composé diminue dans le
fluide supercritique. La pression a laquelle s’effectue le changement de I’influence de la
température sur la solubilité du composé a été défini comme la pression de croisement ou de
« Crossover » au-dessus de celle-ci, la solubilité du composé est favorisée par une augmentation
de la température, en dessous de celle-ci, I’effet inverse se produit. Dans notre cas nous n’avons
pas remarqué 1’effet inverse suite aux conditions opératoires choisies.

L’effet du temps de contact a été évalué par la représentation graphique de la figure 32, nous
avons le maximum du rendement pour un temps de contact proche de 40 minutes. C’est le temps
nécessaire pour avoir une saturation du solvant en extrait ou le temps nécessaire pour établir un
¢état d’équilibre soluté-solvant pendant la période statique d’extraction.

243 —

Temps de contact

Figure 32. Variation de la réponse - rendement dans le plan : Temps de contact(Xy),
pression(X;) : FACTEURS FIXES : Masse de la matiére végétale=30g
Température= 50°C ; Débit de CO: = 0,9 kg/h
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Tan

Figure 33. Variation de la réponse - rendement dans le plan : pression(X1), débit de CO2
(X5) : FACTEURS FIXES : Masse de la matiere végétale =30 g ;
Température= 50°C ; Temps de contact = 30 minutes

Les travaux sur I’optimisation de I’extraction des fleurs de myrte par CO> supercritique
n’existent pas dans la bibliographie, mais on peut comparer nos résultats par rapport aux travaux
réalisés sur les feuilles de myrte, Pereira et al. [113] ont étudié I’influence de la pression, de la
température et du débit CO; sur le rendement global. En comparant nos résultats avec les
résultats trouvé par Pereira et al., on peut conclure que 1’effet de la pression reste le méme pour
les deux plantes, mais les deux autres facteurs ont des effets inverses de ce que nous avons
trouvé, cela peut étre expliqué par la morphologie de la plante et par la nature de I’organe de la
plante traitée.

Zerman et al. [114] ont étudié¢ I’influence de la pression et la température sur le rendement
d’extraction des feuilles du Myrte Algérien, ils ont constaté qu’une augmentation de la pression
conduit @ une augmentation de la solubilité et que I’effet de la température est négatif sur la
solubilité des extraits en milieu supercritique.

En résumé pour avoir un maximum du rendement de 1,3 % en extrait des fleurs de myrte, on
doit travailler a ces conditions opératoires :

Pression : 200 bars

Température : 40°C

Débit : 0,9kg/h

Temps de contact : 40 minutes

Masse de la matiére végétale : pas d’influence (20-40 g)

Chaque étape d’optimisation d’extraction est suivie par une analyse chimique d’extrait afin
d’identifier et de valoriser les extraits pour donner une valeur ajoutée au produit d’extraction.
Dans le paragraphe suivant nous allons étudier la composition d’un extrait de myrte obtenu
dans les conditions permettant d’avoir le maximum de rendement, et la comparer a celle de la
composition d’huile essentielle pour mieux mettre en valeur notre procédé d’extraction.
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I.3. Comparaison de la composition chimique et de I’activité antioxydante de
I’huile essentielle de fleurs issu par hydrodistillation et d’extrait obtenu par CO;

supercritique

I.3.1. Composition chimique

Le tableau 23 nous montre que I’a-pinéne est le composé majeur de 1’huile essentielle de la
fleur de myrte avec (42,53%), I’huile essentielle est caractérisée également par sa richesse en
1,8-cinéole (14,04%), eugénol (7,7%), eugénate de méthyle (3,68%), a-terpinoléne (3,45%), a-
terpinéol (3,05%), 6-terpinene (3,2%), limonene (2,94%), B-pinéne (2,8%) et linalol (2,07%).

Par contre la composition de 1’extrait a subi un changement de chémotype, en passant d’un
chémotype a-pinene/1,8-cinéole pour les huiles essentielles a un chémotype 1,8-cinéole
/eugénol pour I’extrait issu par CO» supercritique. Les principaux composés d’extrait de CO>
supercritique aux conditions opératoires optimales du rendement sont le 1,8-cinéole (27,22%),
I’eugénol (9,23%), I’a-pinene (8,90%), le B-caryophylléne (8,6%), le methyl eugénol (6,3%).

En tenant compte des sommes de composés identifiés, il en découle que la principale variation
notée est ’augmentation des monoterpenes oxygénés pour I’extrait par CO; supercritique, cette
variation est tres nette en regardant le tableau 23, ou les pourcentages des monoterpenes passent
de 13% et 22 % et le pourcentage des monoterpeénes hydrocarbonés a subi une diminution trés
nette en passant d’un pourcentage de 60 % a un pourcentage de 30%. On note aussi un
enrichissement en sesquiterpenes et en sesquiterpenes oxygenés particulicrement tel a été le cas
de nombreuses études comparatives tels que le thym, la lavande, la sarriette et la menthe poivrée
[115]. Nous pouvons conclure que les extraits obtenus par CO> supercritique se distinguent par
une prédominance des composés lourds par rapport a 1’huile essentielle, une faible teneur des
composés légers, ce fait est probablement dii aux grandes teneurs des composés lourds qui
réduisent les proportions des légers. En fait, les composés légers sont solubles dans le CO2
supercritique [116].

Or le moyen de piégeage et de récupération des composés volatils lors de 1’extraction par CO>
supercritique permet d’obtenir un rendement plus élevé que celui de I’hydrodistillation, fait qui
pourrait induire une récupération plus importante des composés lourds et une détection de
teneurs a I’état de trace des composés 1égers. La composition chimique particuliére des extraits
volatils pourrait étre induite par la particularité des propriétés d’extraction par CO; supercritique
notamment la température relativement basse (40°C) comparativement a I’hydrodistillation
(100°C) pouvant causer la dégradation de certains composés, et la non-immersion de la matiére
végétale dans I’eau pouvant induire des réactions d’hydrolyse pour 1’hydrodistillation [117-
118].
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Tableau 23 : Composition de I’huile essentielle des fleurs de myrte et d’extrait de CO;

Composé Temps de | Indice Huile Extrait Identification
rétention de essentielle | (conditions
(min) Kovats % optimales)
CO2 (%)
a-thujéne 4,98 700,80 1,12 0,30 CG-SM
a-pinéne 5,20 900,19 42,53 8,90 SM, Co-CG
Sabinéne 6,61 900,31 0,10 - CG-SM
B-pinéne 6,75 900,90 2,80 1,20 CG-SM
o-terpinéne 6,88 1018,00 0,71 - CG-SM
o-cymene 7,09 1000,05 1,68 - CG-SM
Limonéne 7,20 1000,10 2,94 8,70 SM, Co-CG
1,8-cinéole 7,30 1000,13 14,04 27,22 SM, Co-CG
E-B-ociméne 7,57 1000,24 0,12 - CG-SM
0-terpinéne 7,90 1000,40 3,20 7,80 CG-SM
a-terpinoléne 8,67 1000,70 3,45 1,10 CG-SM
Linalol 8,90 1000,77 2,07 4,22 SM, Co-CG
Bornéol 10,74 1100,48 0,13 - CG-SM
terpinéne-4-ol 11,02 1100,58 0,36 0,02 CG-SM
a-terpinéol 11,39 1100,72 3,05 2,30 SM, Co-CG
Myrténol 11,68 1100,83 0,04 0,10 CG-SM
Nérol 11,82 1100,90 0,05 - CG-SM
Z-carvéol 12,12 1101,00 0,10 0,20 CG-SM
acétate de linalyle 12,99 1201,00 1,08 0,60 CG-SM
acétate de bornyle 13,89 1202,00 0,04 - CG-SM
acétate de terpenyle 15,52 1302,50 1,21 0,60 CG-SM
Eugénol 15,84 1303,00 7,71 9,23 CG-SM
nerylacétate 16,33 1303,30 1,67 - CG-SM
méthyl eugénol 16,93 1304,00 3,68 6,30 CG-SM
B-caryophylléne 17,43 1403,40 1,31 8,60 SM, Co-CG
B-humuléne 20,79 1505,80 0,69 0,10 CG-SM
oxyde de caryophylléne 21,41 1506,40 0,46 - SM, Co-CG
1,2-époxyde humuléne 22,02 1606.00 0,11 - CG-SM
éther eugénol méthyle 22,30 1606,30 0,79 - CG-SM
Total 97,24 87,49
hydrocarbonés 13.00 22.00
Monoterpeneoxygénés 3.00 9.00
Sesquiterpeneshydrocarbonés 2,50 5,00

Sesquiterpenesoxygénés
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Au cours de cette ¢tude, on a montré la possibilité d’augmenter le rendement d’extraction des
fleurs de Myrte par CO> supercritique en changeant les conditions opératoires jusqu’a
I’obtention d’un rendement supérieur est €gale a 1,37%. La modification du plan d’expérience
de Doehlert nous a permis d’obtenir un plan D-optimal avec une D-efficacité proche de 100%,
et nous avons pu trouver une solution en modifiant le plan existant dans la littérature par le biais
des algorithmes d’échange Detmax-Fedrov sans refaire les expériences a nouveau.

Contrairement aux huiles essentielles, I’extrait de Myrte présente des teneurs importantes en
eugénol et eugénate de méthyle. Ces deux composés appartenant a la classe des benzoides sont
trés recherchés comme molécules bioactives vu leurs hautes activités antioxydantes.

L’¢étude dans le paragraphe suivant va nous permettre de comparer 1’activité antioydante de
I’huile essentielle et de I’extrait pour bien appuyer 1’effet de ces deux composés sur 1’activité

antioxydante.

[.3.2. Activité Antioxydante

L’huile essentielle des fleurs de myrte ainsi que ’extrait par CO> supercritique dans les
conditions optimales trouvées précédents ont été soumis au test de DPPH afin d’évaluer
I’activité antioxydante, le résultat de ce test pour différentes concentrations a permis le tracé
des courbes de la figure 34 et de la figure 35, ce qui nous a donné la concentration d’inhibition
a 50% (Clso).

Par projection sur la courbe on a trouvé que Clso est égale a 0,8 mg/ml, d’ou on peut dire que
la capacité d’inhibition des radicaux libres de I’huile essentielle est moyennement bonne.

100

% d'inhibition

0 T T T 1
0 2 4 6 8
Concentration (mg/ml)

Figure 34. Activité antioxydante de I’huile essentielle de myrte

Dans le cas de I’extrait par CO; supercritique et par projection sur la courbe on a trouvé que
Clso est égale a 30 pg/ml, donc d’ou on peut dire que I’activité de 1’extrait est beaucoup plus
importante que celle de 1’huile essentielle puisqu’il réagit a une concentration tres faible avec
les radicaux libres. Nous pouvons expliquer ce pouvoir par 1’existence des composés
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phénoliques tels que I’eugénol et I’eugénate de méthyle ainsi que 1’existence des sesquiterpénes
comme le B-caryophylléne. Cette concentration est proche de I’antioxydant commercial utilisé
comme référence le BHT (hydroxytoluéne butyle) ayant une Clso égale a 23 pg/ml. Ce résultat
prouve bien que I’extrait des fleurs de myrte peut jouer le role d’un antioxydant naturel qui
remplace un autre commercial sans perdre la qualité d’antioxydant.
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Figure 35. Activité antioxydante de I’extrait par CO:z et de BHT

I.5. Conclusion

L’optimisation des conditions d’extraction des fleurs de myrte avec le plan de Doehlert existant
dans la littérature n’a pas abouti a une bonne modélisation. Par le biais des algorithmes
d’échanges appliqués a ce plan, nous avons pu donner la possibilité d'ajouter des points
expérimentaux en suivants des régles mathématiques pour bien exploiter notre espace
expérimental.

Nous pouvons conclure que I’extrait par CO: supercritique est le meilleur en termes de
rendement et aussi en termes d’activité antioxydante. Le développement de cette technologie
se trouve confronter au colit d’extraction et au prix élevé d’un tel procédé. Cette contrainte peut
étre évitée en faisant I’étude du colit d’extraction et en cherchant un produit avec un rapport
qualité prix bien acceptable par rapport aux autres méthodes conventionnelles.

I1. Etude de Pistacia Lentiscus

II.1. Introduction

La récupération de certains de ces ingrédients actifs est de tres faible rendement, avec une forte
valeur ajoutée, peut étre critique pour le processus de mise en ceuvre.

Ainsi, il est important de déterminer les conditions opératoires optimales pour l'extraction et la
récupération de ces extraits pour optimiser les performances et réduire le colt de fabrication.
Le nombre des parametres expérimentaux est trés important, nous avons di fixer certains
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parametres tels que la pression et la température des séparateurs, la quantité du matériel végétal.
L’effet de la masse volumique du CO> (X1), de la taille des particules (X2), du temps de contact
(X4) et du débit de CO2 (X4), a été étudi¢ en utilisant un plan composite central (Partie B, § V.1)
afin de déterminer les conditions optimales pour récupérer le maximum d’extrait (Y1) avec une
bonne activité antioxydante (Y2). Puis nous proposons d’évaluer le colt d'extraction pour un
meilleur rapport qualité prix d’extrait

I1.2. Optimisation du rendement d’extraction et de I’activité antioxydante
I1.2.1. Etablissement des deux modeles

La matrice de calcul est une matrice de (29,15) puisqu’il y a 29 essais et 15 coefficients pour
chaque modele postulé. Les résultats des essais sont obtenus via le logiciel de calcul statistique
Nemrodw. Les conditions opératoires ainsi que les deux réponses sont regroupées dans le
tableau 24.

Tableau 24 : Matrice d’Expériences

Experienc Xi X, X3 X4 Y1 (%) Y:
e
1 -1 -1 -1 -1 0,70 0,510
2 1 -1 -1 -1 1,19 0.442
3 -1 1 -1 -1 0,25 0,291
4 1 1 -1 -1 0,47 0,236
5 -1 -1 1 -1 0,88 0,322
6 1 -1 1 -1 1,30 0,195
7 -1 1 1 -1 0,90 1,265
8 1 1 1 -1 1,16 1,290
9 -1 -1 -1 1 0,72 2,002
10 1 -1 -1 1 1,30 1,845
11 -1 1 -1 1 0,53 0,875
12 1 1 -1 1 0,89 0,573
13 -1 -1 1 1 0,63 1,102
14 1 -1 1 1 1,27 0,614
15 -1 1 1 1 0,83 0,720
16 1 1 1 1 1,18 0,369
17 -1 0 0 0 0,66 1,040
18 1 0 0 0 1,10 0,142
19 0 -1 0 0 0,82 0,115
20 0 1 0 0 0,60 0,011
21 0 0 -1 0 0,61 0,713
22 0 0 1 0 0,87 0,771
23 0 0 0 -1 0,55 1,112
24 0 0 0 1 0,56 1,472
25 0 0 0 0 0,66 0,667
26 0 0 0 0 0,80 0,790
27 0 0 0 0 0,62 0,614
28 0 0 0 0 0,82 0,720
29 0 0 0 0 0,82 0,666
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En pratique, on suppose que les interactions d’ordre supérieur ou égal a trois sont négligeables.
En effet, ces interactions sont trés fréquemment non significatives dans I’analyse de la variance
et peuvent difficilement étre interprétées par I’expérimentateur. Les coefficients de ce modele
quadratique sont calculés a 1’aide d’un calcul matriciel en utilisant un logiciel appelé
NEMRODW (PRAIS.A.R.L. N° SIRET : 352 056 634 00012 - Code APE : 7703) et la validité
du mod¢le polynomial va étre par la suite étudiée au moyen du méme logiciel.

La caractéristique du probléme étudi¢ est illustrée dans le tableau 25.

Tableau 25 : Caractéristiques du probléme

Objectif de I’étude Etude dans un domaine expérimental : Surface de Réponses
Nombre de variables 4
Nombre d’expériences (N) 29
Nombre de coefficients (p) 15
Nombre de réponses 2

I1.2.2. Analyse globale des modeles :

L’analyse du tableau de régression nous permet d’établir le coefficient de détermination R?, ce
coefficient traduit la contribution du modéle dans la restitution de la variation de la réponse
observée. Par définition, R? appartient a I’intervalle [0-1] :

SCE

RZ=1- (SC_T) (eq74)

Avec
SCE : Somme des carrées aux écarts,
SCT : somme des carrées totale.

Suite a la présence de plusieurs variables explicatives, il faut impérativement éviter d’utiliser
le coefficient de détermination R? pour estimer la qualité descriptive du modele. Il faut recourir
a l'utilisation du coefficient de détermination ajusté R? ajusté :

SCE
R?ajusté = 1 — % (eq75)
N—-1

Avec N, le nombre d’expériences et p le nombre des coefficients a estimer dans le modele. Plus
les valeurs de R? et R? ajustées sont proches de 100%, plus la qualité descriptive du modéle est
satisfaisante. Un autre coefficient permet de décrire la capacité prédictive du modele, appelé
R?pred donné par la formule suivante :

PRESS
SCT

R%pred =1 — ( ) (eq76)

Avec
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PRESS: Prediction Error Sum of Square

La valeur de R*pred est toujours comprise entre 0 et 1, plus cette valeur est proche de 1, plus la
capacité prédictive du modele est bonne.

D’apres les résultats du test statistique et qui sont illustrés dans le tableau 26, on peut dire que
les deux modeles pour les deux réponses présentent une qualité descriptive satisfaisante puisque
les valeurs de R? (0,969 et 0,953respectivement pour Y| et Y2) et R2ajusté (0,939 et 0,907
respectivement pour Y1 et Y2) sont proches de 1.

Quant a R? ,red, On peut constater que la capacité prédictive pour les deux modeles est acceptable
avec une capacité prédictive meilleur du modéle du rendement avec R? pred=0,913 et pour le
modele de I’activité R? preq=0,772.

Tableau 26 : Analyse de la régression

Y Y,
(Rendement) (activité antioxyadante normalisée)
Ecart type 0,0671 0,06667
R? 0,969 0,953
R2p4 0,939 0,907
RZpred 0,913 0,772

Avec

.., . ., activitée antioxydante d'un extrait de concentration C
Activité Antioxy.Normalisée= Y

activite antioxydante de BHT a une concentration C

I1.2.3. Analyse statistique des coefficients

On vise par cette analyse, a savoir s’il existe des coefficients qui ne sont pas influents, c’est-a-
dire qui ne présentent aucun effet sur chacune des deux réponses. S’il existe un ou plusieurs
coefficients non influents sur toutes les réponses, nous pouvons I’écarter du modele
mathématique afin de le simplifier et d’améliorer sa qualité.

Les valeurs estimées des coefficients des deux modéles ainsi que leur signification sont
regroupées dans le tableau 32. Nous pouvons constater que pour le modele 2 (activité
antioxydante) les coefficients f11, f33, f12 et f13 qui correspondent respectivement a 1’effet
quadratique de la masse volumique, de I’effet quadratique du débit de CO,, de I’interaction
masse volumique de CO»/granulométrie et de I’interaction masse volumique/ débit de CO2, ne
sont pas influents sur la réponse puisque la valeur de la significativité pour ces coefficients est
supérieure a 5%.

Les coefficients Ba, B22, B33, P13 et Pi4 qui correspondent respectivement a 1’effet linéaire du
temps statique, I’effet quadratique de la granulométrie, I’interaction masse volumique /débit et
I’interaction masse volumique /débit ne sont pas significatifs pour une marge d’erreur de 5%
pour la réponse N°1 (Tableau 27).
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Tableau 27 : Estimations et statistiques des coefficients

Y, Y
Coefficient P-value Coefficient P-value
po 0,66390 ok 0,7075 *k*

pr -0,13450 wx 0,2087 ok
p -0,08428 o -0,1113 ook
p3 -0,04661 * 0,1308 ok
ps 021717 otk 0,0283 9.2%
pu -0,05002 29,5%  0,2030 ok
P -0,57802 oAk 0,0330 44,8%
P 0,10098  7,1% 0,0620 15,7%
P 0,65098 oAk -0,1220 *
pf1z 0,00981 59,1%  -0,0590 ok
iz -0,02244  249%  0,0010 95,2%

Pz 0,26469 ok 0,1097 ok

P -0,06706 * 0,0338 6,2%
P2 -0,28994 oAk 0,0500 woH
P -0,25519  *** -0,0725 ok

Aprées avoir écarté les coefficients non influents, les équations des deux modeles prennent la
forme suivante :

Y, =0,7075+0,2087.X, —0,1 113X, +0,1308X, +0,203X> —0,122X> —0,059.X, X,
+0,1097.X, X, +0,05X,X, —0,0725X,X,  (eq76)

Y= 0,66390-0,1345X, -0,08428X, - 0,0466 X, +0,21717X, -0,57802X7
+0,65098X7 -0,06706X,.X, +0,26469X, X, -0,28994X, X, -0,25519X, X, (eq77)

Le domaine expérimental étant défini a partir de la variation de quatre facteurs, il est difficile
de restituer de facon simple la variation de réponse. Nous avons donc fait appel, a 'un de
principales caractéristiques du plan d’expérience, c’est la possibilité de représenter les résultats
sous forme graphique. Ces graphiques a titre explicatif, sont des coupes et des projections qui
consistent a fixer un niveau donné a certains facteurs.

Pour la construction de ce graphique, nous utiliserons le logiciel NEMRODW. L’analyse
graphique du mod¢le consiste essentiellement a restituer 1’équation de ce dernier sous la forme
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des courbes d'iso-réponses. En fait, I’étude de I’influence des conditions opératoires sur les
réponses est obtenue en représentant la variation des facteurs 2 a deux, en gardant a chaque fois
les 2 autres au niveau zéro qui correspond au centre du domaine de chaque facteur.

I1.2.4. Interprétation des courbes d’iso-réponses

Les courbes des iso-réponses sont reportées sur les figures 36 a 41. D’aprés les figures 36 et 37,
nous constatons que la masse volumique a un effet positif sur le rendement par contre elle a un
effet négatif sur I’activité¢ antioxydante, cela peut étre expliqué par le fait que I’activité
antioxydante pour notre cas et dans nos conditions opératoires est liée aux composés de petites
masses volumiques.

Plusieurs travaux ont montré que 1’activité antioxydante croit avec la pression mais pour des
pressions trés élevées a 'ordre de 400 bars, ou D’activité antioxydante est attribuée aux
composés phénoliques a grand pouvoir antioxydant. Les travaux de Congiu et al. [37] qui
portent sur 1’extraction de Pistacia avec CO; supercritique, appuie notre supposition : ils ont
montré qu’a 90 bars ils ont recueilli seulement des huiles essentielles dont leur composition
était proche de celle de la composition des huiles essentielles issue de I’hydrodistillation [37].

L’effet de la granulométrie sur les deux réponses est évaluée a partir des courbes 36 et 37, nous
remarquons bien que pour avoir un rendement meilleur, il est intéressant de travailler avec des
particules de petite taille (220 um), cela peut étre expliqué par le fait d’avoir des petites
particules va créer plus de volume interstitiel et le fluide aura moins de résistance lors de son
déplacement, a cet effet il donne lieu a un bon transfert de matiere qui influence positivement
la quantité d’extrait produite.

Par contre pour avoir une bonne activit¢ antioxydante nous devons manipuler avec des
particules de tailles moyennes (435um).

D’apres les courbes 38 et 39, nous remarquons que le rendement augmente en fonction du débit
de COz et qu’il n’a pas de grande influence sur 1’activité antioxydante.

Les courbes 39 et 40 ne montrent aucune influence du temps statique sur le rendement global
de I’extraction, mais par contre il a une grande influence positive sur I’activité antioxydante, ce
phénomene peut étre expliqué par le fait que les composés que nous avons estimés de masses
molaires faibles, nécessitent plus du temps en état statique pour établir un équilibre avec le
solvant ou bien que leur diffusion soit lente par rapport a I’ensemble des composés.
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Figure 36. Courbe d’isoréponse : granulométrie (X2, pm) en fonction de la masse
volumique (X1, kg.m3) pour le rendement Y1
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Figure 37. Courbe d’isoréponse : granulométrie (X2, pm) en fonction
de 1a masse volumique (X1, kg.m>) pour le rendement Y:

débit %3,

2 T ez meBAn | T 0554

h1920
0.50
/ 2
=

o —
j’ “0.50 oo 0.5 oo
050

Al

0.E — =t
I I |
220 435 E50
granulométrie

Figure 38. Courbe d’isoréponse : débit de CO2 (X3, kg.h™!)
en fonction de la granulométrie (X2, pm) pour le rendement Y1
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Figure 39. Courbe d’isoréponse : débit de CO2 (X3, kg.h'!) en
fonction de la granulométrie (X2, pm) pour le rendement Y2
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Figure 40. Courbe d’isoréponse : la masse volumique (X1, kg.m)
en fonction du temps statique (X4,, min) pour le rendement Y1
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Figure 41. Courbe d’isoréponse : la masse volumique (X1, kg.m)
en fonction du temps statique (X4,, min) pour le rendement Y2
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D’apres cette analyse de I’optimisation des deux réponses simultanément, nous remarquons
bien que les conditions optimales ne se croisent pas, pour avoir un bon rendement il faut
travailler avec une grande masse volumique de CO, a haut débit, avec une petite taille des
particules alors que pour avoir un bon pourvoir antioxydant il faut travailler a basse pression,
avec un débit moyen de 0,9kg/h, un temps statique important et des particules de moyenne
taille. Pour résoudre ce probléme, nous chercherons a déterminer I’optimal qui nous donne un
produit rentable de point de vue rendement avec une bonne activité antioxydante.

I1.2.5. Recherche de I’optimum global pour les deux réponses

Il s’agit ici de trouver une méthode de recherche d’un compromis entre les différents facteurs
pour obtenir les valeurs des réponses souhaitées. L utilisation du modele pour la recherche
d’une solution nécessite une transformation des réponses afin de les rendre comparables.

La recherche d’un optimum multicritére se fait en deux phases :

» transformation de chacune des réponses en une fonction de désirabilité individuelle dont
la nature dépend des objectifs de 1’étude,

* recherche du niveau des facteurs qui permet d’atteindre le maximum de la fonction de
Désirabilité globale.

Les résultats regroupés dans les tableaux 28 et 29, nous informe sur I’optimum global pour les
deux réponses, alors avec une masse volumique de CO> de 377,6 kg.m™, une taille des particules
de 461um, un débit de CO,=1,2 kg.h! et avec un temps statique de 36 minutes, nous pouvons
avoir un rendement de 0,78 % avec une activité¢ antioxydante de I’ordre de 1,009. Ce point
représente le point des coordonnées optimales avec lesquelles nous pouvons avoir un produit
rentable et de qualité souhaitée en termes d’activité antioxydante.

Tableau 28 : Caractéristiques du maximum de ’optimum global

Réponse Nom Valeur | d (i) % | Poids | di min % | di max %
Y Rendement | 0,780 99,98 1 87,12 99,98
Y, Activité 1,0091 | 99,91 1 93,24 99,91
Désirabilité 99,94 90,13 99,94

Tableau 29 : Coordonnées de I’optimum global

Variable | Valeur codée | Facteur | Valeur
X1 -0,723894 kg.m? 337,6
X2 0,20085 um 461
X3 0,968231 kg.h'! 1,2
X4 0,563100 Minutes 36

Pour mettre en valeur cette étude, nous réaliserons 1’étude du coiit de fabrication pour les trois
conditions optimales : conditions optimales du rendement, conditions optimales d’activité
antioxydante et enfin pour les conditions optimales globales.
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I1.3. Evaluation économique de I’extrait de Pistacia a différentes conditions

Dans cette partie nous déterminons le colit de fabrication d’extrait de Pistacia pour les 3
différentes conditions optimales (rendement, activité antioxydante et pour 1’optimal global des
deux réponses a la fois) et a des différentes installations industrielles allant de 5 L. jusqu’a 1000
L. de capacité d’extracteur.

Le cott de fabrication en extraction supercritique est estimé par la méthode proposée par P.T.V.
Rosa et al. [119] et évaluée par Turton et al. [120] selon 1’expression suivante :

COM_, =0,280.E, +2,73.C,, +1,23.(CUT +Cyr + CRM) (eq78)
Avec

COM , : Cout d’extraction supercritique

F, : Cout fixe d’investissement

C,, : Colit de la main d’ceuvre opérationnelle
C,r : Colit des services publics

Gy : Colt de traitement des déchets
C,,, : Colt de la matiére premicre

Afin de déterminer le débit de solvant et la quantité de la matieére végétale nécessaires pour
maintenir le méme comportement cinétique dans différentes unités EFS (grande échelle) en
passant d’une petite échelle du laboratoire nous utilisons pour le calcul, I’équation proposée
Carvalho et al. [121]:

2 3
1
QC& = (Ej 5[&} (eq79)
QCO2 2 F H, dz
Par conséquent nous avons considéré le H/d = 13 rapports, basé sur 1'unité¢ du laboratoire et
pour un débit d'écoulement de 3,34 10 kg. s™'. Ainsi, les débits calculés (Qcoz2) sont pour les

unités, a différentes échelles avec leurs quantités respectives de matiere premiere par lot (F)
nécessaires, I’ensemble des résultats sont portés dans le tableau 30.

Nous remarquons que chaque unité exige une quantité différente de mati¢re premicre et par
conséquent un flux de CO; nécessaire pour conserver les mémes performances cinétiques
pendant I’extraction.
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Tableau 30: Détermination du débit de solvant et de la quantité de la matiére premiere a différentes
capacité d’extracteur (H/d=13)

Volume de Quant. Volume
Pextracteur Matiére H d Calculé F Qco:
végétale
[litres] [md] [kg/an] [m] [m] [litres] [kg] [kg/s] [kg/h]

5 0,005 5189 1,04 | 0,080 5,2 2,06 4,02.10° 14,46
50 0,05 51 892 2,21 0,170 50,2 19,72 | 1,81.10? 65,27
100 0,1 103 785 2,80 | 0,215 101,5 39,89 |2,90.102 104,40
200 0,2 207 569 3,51 0,270 201,0 79,00 | 4,57.10* 164,65
300 0,3 311354 4,02 | 0,309 301,2 118,42 | 5,99.102 215,65
400 0,4 415139 4,42 | 0,340 401,3 157,76 | 7,25.102 261,10
500 0,5 518 923 4,76 | 0,366 500,6 196,79 8,40.10% | 302,55
1000 1 1037 847 5,99 | 0461 1000,3 393,25 1,33.10"" | 480,00

Apres I’estimation du débit nécessaire et de la quantité de la matiere végétale a utiliser pour
garantir un comportement cinétique similaire pour tous les volumes d’extracteur, nous allons
estimer le colit du travail de la main d’ceuvre en fonction du salaire minimum national en
Tunisie (2012) et leur impdt respectif d'étre versé par I'employeur. Deux employés effectuent
un quart du travail, pour trois équipes par jour (au total un fonctionnement de 24 h) pendant une
période de 330 jours. L'estimation moyenne du colit du travail pour la main d’ceuvre est de 1,94
$/ h par personne, ainsi 7920 heures du travail annuelle pour un cott d'exploitation annuel total
de 30729,60 $/ans. [121-122-123-124].

Dans le procédé d'extraction supercritique d'une matrice végétale le seul déchet produit est la
matrice végétale utilisée. Cette matrice végétale peut etre réintégrée dans le sol comme engrais
(Matériel sec organique), utilisée comme source de production de I’énergie pour les chaudicres
a combustion ou la réutilisation dans un autre processus. Pour cette raison le colit du traitement
des déchets n'a pas été pris en compte dans I’estimation du cofit de fabrication de l'extrait, car
il ne s’agit pas d’un résidu, mais plus tot d’un sous-produit. Le colit des services publics dans
l'unité d'extraction supercritique de Pistacia €taient considérés comme des dépenses d'énergie
pour I’eau de chauffage des échangeurs de chaleur utilisés pour élever la température du CO»
et pour le réservoir de détente équipé d’un compresseur pour le refroidissement du CO; et du
systétme de pompage. Le colt de 1'¢lectricité pour la Tunisie est de 140 $/MWh (Société
Tunisienne d’Electricité et du Gaz (2014). Le point de départ du processus est le pompage du
CO a partir d'un cylindre ou d’un réservoir de stockage, apres avoir traversé un systéme de
refroidissement (CO: liquide), il passe dans la pompe pour mettre le CO; a la pression
d'extraction souhaitée (80 bar ; 84 bar et 200 bar) et pour des rendements qui correspondent
respectivement a 1,27 % ; 0,7% et 0,78%.

Puis, il est nécessaire d'augmenter la température jusqu'a la température du milieu d'extraction
a40°C. Dans les séparateurs nous avons une chute de pression moyenne sur 50 bars et 40°C du
gaz d'extraction (CO») afin de séparer I’extrait et le CO». Par la suite le solvant doit étre
condensé et stocké jusqu'a son utilisation a nouveau. Les pertes en CO; dans ce processus sont
estimées a 2 % dans toutes les étapes de calcul [119-125].
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Le colt de fonctionnement pour la présente affaire concerne le colit de cette unité d'extraction
en énergie dans un cycle de fonctionnement. Le colit a été estimé et présenté dans le tableau
31[122-126].

Tableau 31 : Coiit de fonctionnement pour les unités d'extraction a différentes Pressions

Volume Cur pour une pression Cur pour une Cur pour une
QCO; de pression de pression de
d’extracteur
80 bars 84 bars 200 bars

Litres (kg.h™") ($/an) ($/an) ($/an)

5 14.5 1044 1120 1273

50 65,3 4713 5058 5747

100 1044 7538 8090 9193
200 164,7 11888 12758 14498
300 215,7 15570 16710 18988
400 261,1 18851 20231 22989
500 302,6 21845 23443 26640
1000 480.0 34657 37192 42264

L’estimation du colt de la matiére premiere pour les différentes unités supercritiques est
représentée dans le tableau 32, en considérant une perte de 2% au cours de processus et que le
prix d’un kilogramme de la maticre végétale vaut 3,94 § (feuilles de Pistacia Tunisienne). Nous
notons bien que le colit de la matiére premiere comprend aussi le colt du transport et du
stockage de la matiére végétale. Dans le tableau 32, les résultats de 1’estimation du coft de la
matiere premiére sont représentés en fonction de la capacité d’extracteur utilise.

Tableau 32 : Coiit de la matiére premiere annuelle avec une perte de 2 %

Volume
CLC (perte
D’extracteur QCO, 2%) F F*(perte2%) Crm
[Litres] [kg/h] [$/an] kgl [kg/an] [$/an]
5 14,46 343 2,06 5425,46 21 396
50 65,27 1551 19,72 52 061,08 205311
100 104,40 2 481 39,89 105 312,96 415319
200 164,65 3912 79,00 208 572,83 822 541
300 215,65 5124 118,42 312 638,08 1232939
400 261,10 6204 157,76 416 488,66 1 642 490
500 302,55 7189 196,79 519 528,87 2 048 846
1000 480,00 11 405 393,25 1038 171,75 4094 198
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Pendant le cycle de I’extraction, le CO» est recyclé apreés chaque opération d’extraction, nous
prenons en compte son utilisation multiple et nous considérons un taux de 2 % de perte de CO».
Dans le tableau 38 nous représentons le colit de perte de CO, a différents débits et pour

différentes installations supercritiques.

Tableau 33 : Coiit annuel de la perte en CO>

Volume CLC =coiit de
d’extracteur QCO;, perte (2%)
[litres] [kg/h] [$/an]
5 14,46 343
50 65,27 1551
100 104,40 2481
200 164,65 3912
300 215,65 5124
400 261,10 6 204
500 302,55 7 189
1000 480,00 11405

Selon Shariati-Nassar et al [127] le colt direct de I’extraction supercritique dans une unité
couvre environ 30% a 70% des dépenses de la production, ou ces colits sont directement
proportionnels au colit des matiéres premicres (Crm), de la main d’ccuvre (Ut) et du

fonctionnement (Uor).

L’estimation du colt de fabrication d’extrait avec le CO> supercritique est divisée en colit
directe et colt indirecte (cotlt fixe et colit général), dans le tableau 34 nous calculerons le cofit
direct du produit D¢ qui est la somme du colit de 1’électricité, du colt de la main d’ceuvre et du
cout de la matiére premicre. Dc=Crm+Uur +CoL (eq80)

Tableau 34 : Coiit direct du produit

Volume . DC DC DC
d’extracteur Matlf:‘re Crm F*
premiere (80bars) | (84bars) (200bars)
Litres [kg/an] [$/an] [kg/an] [$/an] [$/an] [$/an]
5 5425 21396,17 5425,46 84849 84925 84873
50 52 061 205311,31 52 061,08 272433 272778 277676
100 105 313 415318,71 105312,96 485266 485 817 493652
200 208 573 822540,72 208572,83 896838 897 708 910063
300 312 638 1232938,90 | 312638,08 1310918 1312 058 1 328240
400 416 489 1642490,50 | 416488,66 1723751 1725 130 1744722
500 519 529 2048846,26 | 519528,87 2133100 2134 698 2 157401
1000 1038172 409498,47 | 1038171,75 4191264 4193 800 4 229818
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Le cotit des unités d’extraction supercritique utilisées pour cette analyse sont celles adaptées
par Prado [126] et représenté dans le tableau 35. La production annuelle ne dépend pas que de
colts directs, comme indiqué dans le tableau 34. Mais d'autres cotts doivent étre liés comme
les frais généraux, de vente, de marketing, de recherche et de développement, ainsi que les frais
administratifs, conduisant a un montant approximatif de 5% de l'investissement total (FCI) , les
cotts fixes est de I’ordre de 14 % de FCI , en total le cott totalisant 19% de 1'investissement

fixe initial [128-131].

Tableau 35 : Coiit fixe et coiit général

P=80 Bars P=84 Bars 200Bars
0,70% 0.78% 1.27%
Volume
D’extracteu F* E COM E COM E COM
r
[Litres] [kg/an] (lilfgxtrait/an] [$/ke] Ellfgxtrait/an] [$/ke] ([:llfgxtrait/an] [$/ke]
5 5425,4 38 2400,6 42,3 2156,2 68,9 1323,5
50 52061,1 364,4 911,2 406,1 827,7 661,2 515,7
100 105312,9 737,2 799,8 821,4 726,3 1337,5 451,95
200 208572,8 1460,0 731,5 1626,9 663,7 2648,9 4123
300 312638,1 2188,5 708,1 2438,6 641,9 3970,5 398,3
400 416488,7 29154 688,3 3248,6 623,6 5289,4 386,7
500 519528,9 3636,7 676,6 4052,3 612,7 6598,0 379,8
1000 1038171,7 7267,2 646,2 8097,7 584.,4 13184,8 361,6
Tableau 36: Estimation du Cotit d’un kg d’extrait de Pistacia en Tunisie
FC=14 | GC=5
FCI % % 80 BARS 84 BARS 200BARS
Prado
Volume [126]
d’extracteur $ 0,14 0,05 [$/an] [$/an] [$/an] [$/an]
Colit | TC=FC
[litres] Cott fixe | général + GC TC+DC TC+DC TC +DC
5 200 000 28 000 10 000 | 38000 91169,44 91245,80| 91 193,42
50 500 000 70 000 25000 | 95000 340996,58 | 336098,58| 340 996,58
100 750 000 | 105000 | 37500 | 142500 604472,20| 596637,95| 604 472,20
200 1125000 | 157500 | 56250 | 213750 | 1092133,40| 1079778,24| 1 092 133,40
300 1500 000 | 210000 | 75000 | 285000 | 1581560,42| 1565378,23 | 1 581 560,42
400 1750000 | 245000 | 87500 | 332500 | 2045542,75| 2025950,77 | 2 045 542,75
500 2 000 000 | 280000 | 100000 | 380 000 | 2505721,91 | 2483018,94 | 2 505 721,91
1000 3000 000 | 420 000 | 150000 | 570 000 | 4768138,71| 4732120,48 | 4 768 138,71
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Apres avoir déterminé le colit de chaque type de dépense, nous dresserons le tableau qui nous
offre la production annuelle en extrait de Pistacia et le colt de fabrication finale d’un kg
d’extrait de cette plante issue de la Flore Tunisienne pour différentes conditions optimales et
pour différentes tailles d’installations. La Courbe 42 montre bien que pour I’installation a
grande taille, il est possible d’aboutir a un produit avec une bonne activité antioxydante et avec
le moindre prix. Pour I’installation de 1000 litres de capacité, le prix d’un kilogramme d’extrait
est de I’ordre de 584$ pour un extrait avec le meilleur rapport qualité prix. Si on compare le
prix d’un kilogramme de I’huile essentielle de Pistacia issue par hydrodistillation, on trouve
que le prix d’un kg est de I’ordre de 3600 $(selon SEPEX —Tunisie).

Nous rappelons que nous avons travaillé a 84 bars pour avoir les conditions optimales globales,
a cette pression et en se basant sur les travaux de Congiu et al. [37], nous pouvons dire que la
composition de 1’extrait a cette pression est proche de celle d’une huile essentielle issue par
hydrodistillation. Un kg d’extrait est 6 fois moins cher qu’un kg d’huile essentielle.

3000 -
e
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£ E O P=84Bars;R=0.78%
E 2000 - AP=200Bars:R=1.27%
.§
E 1500 'A
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volume de l'extracteur (L)

Figure 42. Variation du coiit d’un kilogramme d’extrait pour différentes installations et
pour les trois conditions étudiées

11.4. Conclusion

L’optimisation de 1’extraction de Pistacia et de I’activité antioxydante en utilisant un plan
composite central montrée

Pour mieux mettre en valeur nos extraits, nous étudions par la suite la composition et la
variation de 1’activité antioxydante en fonction de la composition chimique pour toutes les
expériences réalisées afin de pouvoir obtenir la corrélation entre la composition chimique et
’effet antioxydant.
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I1.5. Composition d’extrait de Pistacia et recherche des composés responsables de
P’activité antioxydante

Dans cette partie, nous réalisons 1’analyse par GC/MS et CG/FID de la composition chimique
de la partie volatile d’extrait de Pistacia a différentes conditions opératoires pour toutes les
expériences utilisées précédemment dans la partie optimisation du rendement et de I’activité
antioxydante. Pour les cinq derniéres expériences, nous analysons seulement la 25*™expérience
puisque ce sont des répétitions de la méme expérience (répétition au centre). Les résultats sont
regroupés dans le tableau suivant pour les cinq premieres expériences (voir Tableau 24) et les
autres résultats sont en Annexe 4.

L’analyse chromatographique par CG/FID et CG/SM d’extrait par CO; supercritique de la
feuille de Pistacia lentiscus a permis d’identifier 40 composés (Tableau 37). Cette composition
varie en fonction des conditions opératoires pour la majorité des composés dont les composés
majeurs sont : ’o-pinéne qui a un teneur qui varie entre 30,1% et 36,41%, le terpinéne-4-ol
(12,06% et 13,94), I’a-terpinéol (4,88%-6,89%); le B-caryophylléne (3,12%-4,98%) et le 1,8-
cinéole (5,1%-6,88%)
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Tableau 37 : Variation de la composition chimique en fonction des conditions opératoires

Composé volatil RI Identification Expérience | Expérience 2 | Expérience 3 | Expérience 4 Expérience 5
1
Tricyclene 924 | GC/MS, Co GC 1,75+ 0,12 1,15+ 0,11 1,05+ 0,13 0,9+ 0,14 0,88+ 0,13
o —pinéne 939 | GC/MS, Co GC | 34,3+1,29 33,3+ 1,34 33,3+ 1,98 30+ 1,66 33,21+ 1,15
Z-3-hexenol 855 GC/MS 0,12+ 0.03 0,32+ 0.04 0,12+ 0.01 0,15+ 0.04 0,25+ 0.03
E-2-hexenol 856 | GC/MS, Co GC 0,06+ 0,02 0,01+ 0.00 0,09+ 0,02 0,01+ 0,0 0,08+ 0,03
Hexanol 865 GC/MS 0,85+ 0.11 0,15+ 0.09 0,25+ 0.04 0,36+ 0.08 0,31+ 0.07
E-2-hexenal 850 GC/MS 0,15+ 0.03 0,25+ 0.01 0,19+ 0.02 0,12+ 0.03 0,16+ 0.04
a-thujéne 928 GC/MS, Co GC 0,26+ 0.06 0,23+ 0.03 0,2+ 0.03 0,21+ 0.04 0,31+ 0.05
Camphre 954 | GC/MS, Co GC 0,98+ 0.12 1,8+0.21 1,6+ 0.19 1,8+ 0.23 1,6+0.19
Camphene 954 GC/MS 0,19+ 0.07 0,59+ 0.08 0,89+ 0.07 0,66+ 0.04 0,79+ 0.06
Sabinéne 975 GC/MS 0,08+ 0.01 0,09+ 0.02 0,19+ 0.06 0,22+ 0.03 0,12+ 0.02
B-pinéne 980 GC/MS 1,34+ 0.22 2,14+ 0.12 2,04+ 0.11 2,54+ 0.13 2,64+ 0.15
Myrceéne 991 GC/MS 0,34+ 0.07 0,34+ 0.06 0,24+ 0.03 0,26+ 0.04 0,16+ 0.03
o phellandrene 1006 GC/MS 0,14+ 0.03 0,24+ 0.04 0,24+ 0.04 0,25+ 0.03 0,24+ 0.02
A-3-caréne 1011 GC/MS 0,08+ 0.01 0,12+ 0.02 0,22+ 0.03 0,12+ 0.03 0,02+ 0.00
p-cymene 1026 GC/MS 2,1+ 0.09 2,7+ 0.13 1,7+ 0.14 2,7£0.13 2,18+ 0.15
Limonéne 1030 GC/MS 1,19+ 0.22 1,89+ 0.17 1,19+ 0.13 1,89+ 0,18 1,8+ 0,16
1,8-cinéole 1033 GC/MS 6,88+ 1,02 6,1+ 0,95 5,1+1,1 6,1+ 1,21 5,88+ 1,11
(E)-B-Ocimene 1050 GC/MS 0,1+0.01 0,12+ 0.02 0,52+ 0,04 0,82+ 0,06 0,92+ 0.09
y -terpinéne 1053 GC/MS 0,1+0.01 0,6+ 0.04 0,5+ 0.06 0,66+ 0.08 0,99+ 0.08
Oxyde de Cis-linalool | 1074 GC/MS 0,94+ 0.09 0,840+ 0.08 0,94+ 0,07 1,4+0.11 1,6+0.15
Oxyde de Trans 1088 GC/MS 0,5+ 0.06 0,80+ 0.08 0,6+ 0.07 0,8+ 0.09 0,9+ 0,11
linalool
Terpinoléne 1092 GC/MS 0,03+ 0.01 0,04+ 0.01 0,06+ 0.01 0,16+ 0.02 0,46+ 0.05
Linalool 1098 GC/MS 2,49+ 0,19 2,89+ 0.26 2,59+ 0.21 2,89+ 0.25 2,69+ 0.26
Bornéol 1165 GC/MS 4,39+ 0,65 3,49+ 0.79 3,92+ 0,87 3,12+ 0,66 3,82+ 0.59
Terpinéne-4-ol 1178 GC/MS 13,66+ 0,89 | 13,24+0.79 13,04+ 0.98 13,24+ 1,06 13,94+ 1,02
o, -terpinéol 1189 GC/MS 4,36+ 0,68 4,31+ 0.78 4,61+ 0,85 4,01+ 0,76 4,41+ 0,87
Géraniol 1255 GC/MS 0,36+ 0.04 0,66+ 0.08 0,69+ 0.06 0,89+ 0.09 0,99+ 0,11
Acétate de bornyle 1295 GC/MS 3,02+ 0,55 2,92+ 0.59 2,82+ 0,56 2,12+0,75 2,62+ 0,65
Tridécane 1300 GC/MS 0,06+ 0.02 0,08+ 0.03 0,08+ 0.01 0,08+ 0.01 0,18+ 0.04
Linalyl de 1325 GC/MS 1,75+ 0.23 1,55£0.17 1,55+ 0,16 1,55£0.17 1,35+ 0.15
proprionate
Acétate d’a terpenyle | 1344 GC/MS 0,73+ 0.08 0,73+ 0.07 0,73+ 0.08 0,73+ 0.07 0,83+ 0.08
a -cubebéne 1351 GC/MS 0,03+ 0.01 0,04+ 0.01 0,04+ 0.01 0,04+ 0.01 0,14+ 0.01
Copacne 1372 GC/MS 0,46+ 0.06 0,86+ 0.08 0,77+ 0.09 0,96+ 0.11 0,66+ 0.08
B eleméne 1391 GC/MS 0,83+ 0.09 0,93+ 0.07 0,83+ 0.07 0,78+ 0.08 0,73+ 0.09
B-caryophylléne 1434 | GC/MS, Co GC | 4,66= 0,56 4,62+ 0.55 4,02+ 0,39 4,92+ 0.41 4,72+ 0.52
o -humuléne 1454 GC/MS 0,24+ 0.02 0,44+ 0.05 0,64+ 0,07 0,64+ 0.08 0,39+ 0.04
Alloaromandréne 1474 GC/MS 0,21+ 0.02 0,31+ 0.02 0,51+ 0.06 0,11+ 0.01 0,21+ 0.02
Delta muuroléne 476 GC/MS 0,31+ 0.04 0,21+ 0.03 0,11+ 0.01 0,41+ 0.05 0,49+ 0.06
Germacrene D 1480 | GC/MS, Co GC 0,32+ 0,04 0,22+ 0.03 0,12+ 0.01 0,31+ 0.04 0,42+ 0.05
Nonadécanone 1900 GC/MS 0,09+ 0.03 0,02+ 0.01 0,04+ 0.01 0,08+ 0.01 0,06+ 0.01

Congiu et al. [37] ont analysé la compostion d’extrait de Pistacia en Italie et ils ont trouvé que
le B-caryophylléne (31,38%), le germacréne D (12,05%) et le y-cadinene (6,48%) sont les
composés majoritaires. Afin de comprendre 1’effet de la composition sur la qualité¢ d’extrait,
nous examinons les corrélations établies entre la composition chimique de la partie volatile et
I’activité antioxyadante normalisée. Les tableaux ci-dessous résument les résultats de 1’étude
de la régression linéaire multiple suivant la méthode pas a pas.
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La premicre étape consiste a chercher des groupes indépendants des composés qui ont un
comportement similaire vis-a-vis la variation de 1’activité antioxydante : les tableaux 38 et 39
nous donne 12 groupes indépendants dont les composés de chaque groupe sont corrélés.

Le tableau 39 montre les différents composés pour chaque groupe, ce résultat peut nous servir

pour avoir une idée sur les composés qui ont la méme tendance a influencer I’activité

antioxydante d’extrait de Pistacia et cela en regardant les conditions opératoires qui peuvent

nous fournir un pourcentage ¢levé pour un groupe donné groupe.

A titre d’exemple si on veut concentrer notre extrait en classe 1 qui est constitué de terpinoléne,
p-cymeéne, a-athujéne, a-cubebéne, camphre, myrcéne, sabinéne, bornéol et limoneéne, il faut
travailler a des pressions de 1’ordre de 200 bars avec un faible débit de CO 0,6 kg.h™.

Tableau 38 : Tableau de la variance expliquée : méthode d’extraction des facteurs et analyse en
composants principales

Variance Totale expliquée

Valeurs propres initiales

Extraction Sums

Rotation Sums of Squared

of Squared Loadings Loadings
Totale % De Cumulative | Total % Cumulative % Cumulative
Composé variance % De % Total De %
variance variance
1 8,037 20,091 20,091 8,037 20,091 20,091 6,232 15,580 15,580
2 6,054 15,135 35,226 6,054 15,135 35,226 4,421 11,053 26,633
3 4,211 10,528 45,754 4,211 10,528 45,754 3,272 8,181 34,813
4 3,026 7,565 53,319 3,026 7,565 53,319 2,825 7,062 41,875
5 2,892 7,231 60,550 2,892 7,231 60,550 2,694 6,734 48,609
6 2,338 5,844 66,394 2,338 5,844 66,394 2,587 6,467 55,076
7 2,069 5,171 71,566 2,069 5,171 71,566 2,399 5,997 61,073
8 1,633 4,083 75,649 1,633 4,083 75,649 2,308 5,770 66,844
9 1,597 3,992 79,641 1,597 3,992 79,641 2,304 5,759 72,603
10 1,379 3,447 83,089 1,379 3,447 83,089 2,295 5,738 78,340
11 1,321 3,302 86,391 1,321 3,302 86,391 2,268 5,670 84,010
12 1,147 2,869 89,260 1,147 2,869 89,260 2,100 5,250 89,260
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Classes indépendants

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

terpinoléne 0,868 10,006 10,289 |-0,045]-0,12310,055 {0,040 10,077 {0,120 {0,130 0,246 [-0,025
délta3caréne -0,845(-0,120(0,137 10,191 |0,114 10,031 |-0,048]-0,371]0,010 {-0,091]0,141 ]0,145
[pcymeéne -0,827(-0,05710,173 10,084 |-0,113]-0,386]0,079 {0,024 10,021 [-0,030{-0,053]0,182
A-thujene 0,764 10,020 [-0,078]-0,145]0,181 [0,143 10,414 |-0,037/-0,023]-0,150(-0,205]0,242
a-cubebene 0,741 10,018 10,148 [-0,079]-0,234]-0,127(-0,033]0,439 [-0,093]0,124 |-0,186(0,067
Camphre 0,691 |-0,317]-0,0130,029 |-0,003{-0,012(-0,020]-0,188]-0,197|-0,141]-0,103(-0,424
terpinene4ol -0,64810,217 0,364 10,246 |-0,022]-0,1220,196 |0,041 10,046 |-0,077]-0,341]0,108
Myrcéne 0,626 1-0,099(-0,01610,055 0,178 [0,459 10,100 0,057 [-0,340]-0,217(0,061 [-0,289
Tricycléne -0,543(-0,109(-0,043]0,418 |0,093 |-0,2241-0,211(-0,487]0,026 {-0,047/0,007 10,305
Sabinéne 0,516 |-0,149(-0,493]-0,002]0,026 {0,089 10,480 |-0,157(0,206 |-0,271]0,075 |-0,091
a-terpinéol 0,008 10,971 |-0,007(-0,006/0,011 10,060 {0,006 |-0,047(0,042 |-0,074]-0,057(-0,0104

oxydedecislinalool -0,03210,968 |-0,002]-0,053]0,017 10,051 [-0,005|-0,045]0,064 |-0,053|-,045 [-0,007

géraniol -0,03910,906 10,079 10,010 |-0,138]0,153 [-0,019]0,056 10,174 |-0,016{-0,078]-0,149

Acétate d’a-terpenyl }-0,050]0,741 (0,127 |-0,062(0,381 [0-,296]-0,287{0,113 |-0,031]0,173 {0,091 [0,098

|B-caryophylléne 0,150 10,515 10,401 {0,048 |-0,406(-0,057(-0,072]-0,04110,044 10,458 |-0,260(-0,146
Z3hexenol 0,220 |-0,084]0,829 (0,066 |-0,256(0,139 [-0,092]-0,108-0,063]-0,082]-0,141(0,244
B-pin¢ne -0,076]-0,001]0,758 |-0,407{0,131 10,077 |-0,200]0,330 10,038 {0,133 0,092 |-0,063
bornéol 0,441 |-0,304]-0,660(0,131 |-0,046(0,122 {-0,203]0,023 {0,012 |-0,181]-0,027(0,184
Hexanol 0,185 |-0,102]-0,572(0,012 |-0,19210,436 {0,454 10,092 [-0,077]-0,240]-0,023(0,167
o-pinéne -0,068]-0,254]0,004 10,805 {0,069 |-0,016]-0,232]0,354 ]-0,022(0,050 0,046 (0,044
Camphéne 0,277 |-0,049]0,164 |-0,762]-0,01510,022 (0,023 10,316 {-0,025{0,190 ]0,335 [-0,045
1,8-cinéole -0,17210,297 |-0,056]0,688 [0,193 1-0,266(0,202 |-0,210]-0,029]-0,216{-0,181]-0,160
copacne 0,077 10,155 ]-0,051-0,036]0,804 [-0,066(0,086 |-0,130{0,014 0,189 10,027 (-0,289
alloaromandréne -0,055(-0,227|-0,152]0,154 (0,720 |-0,142]-0,055|-0,017]0,386 |-0,082]0,037 {0,171
gammaterpinene -0,08010,019 |0,132 0,144 {0,601 |-0,310-0,067]0,296 |-0,2430,080 |-0,178(0,250
Germacréne D 0,127 10,076 10,008 [-0,006{-0,09310,900 (0,083 0,159 [-0,051{-0,004]0,052 {-0,028
deltamuurolene 0,212 10,103 10,041 [-0,308}-0,256(0,696 |-0,156]-0,085(0,197 0,184 0,128 {0,052
linalool 0,075 |-0,028]-0,037(-0,013]0,005 [-0,044(0,914 |-0,025(-0,101]0,067 0,157 [-0,046

Acétate de bornyle -0,119]-0,239]-0,410]-0,059{0,093 10,144 10,572 |-0,075]-0,163|-0,448]-0,213]0,025
o-phellandréne 0,183 10,000 10,025 |-0,014]0,019 (0,107 {-0,072]0,918 [-0,112]0,086 0,038 [-0,006

Oxyde de translinaloolf-0,011]0,146 [-0,199|-0,070]0,222 0,090 |-0,049(-0,099(0,871 ]-0,099]-0,113]-0,041

E2hexenol 0,116 |-0,241]-0,358(-0,102]0,151 (0,104 {0,169 10,079 [-0,719]-0,213]-0,011{0,122
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linalyldepropionate 0,056 |-0,177]0,094 |-0,121/0,099 10,059 {-0,020{0,230 |-0,052|0,889 10,041 0,011
B-elmeéne -0,25510,104 0,088 |-0,331{0,297 10,011 [-0,073|-0,316]0,094 10,527 |-0,274]-0,318
ebétaocimene -0,056]-0,235|-0,043]-0,091|-0,064]0,206 10,194 0,081 ]-0,206|-0,183]0,781 [-0,074
tridécane 0,071 {0,150 10,043 |-0,164]0,139 {0,133 {0,043 |-0,207(0,184 0,416 ]0,593 (0,109
E2hexenal -0,04410,070 10,269 10,065 |0,396 10,238 0,137 |-0,121]0,354 [-0,066(-0,554]-0,388
nonadécanone -0,3791-0,13710,126 1-0,239(0,212 |-0,316]-0,119(0,117 10,274 |-0,027(0,471 10,401
Limonéne 0,443 10,095 [-0,048]-0,015]-0,006{0,010 10,059 0,088 (0,260 10,073 [-0,055]-0,716
a-humuléne -0,338]-0,217]-0,0660,484 |-0,164]0,042 10,295 |-0,084]0,313 |-0,019]0,032 (0,507

Cette étude n’a pas donnée assez d’information, pour donner suite aux effets synergiques des
composés dans un méme groupe, pour cette raison nous étudierons par la suite 1’effet de chaque
composé a part sur I’activité antioxydante.

L’étude de I’effet global de chaque composé par SPSS nous a donné 6 composés qui ont une
influence significative sur la réponse étudiée.

Nous supposerons que ’activité antioxydante est liée a chaque composant par I’équation
geénérale des droites de régression :

6
Y=a+) bX,
i=1
La variable dépendante Y représente le rapport d’efficacité des extraits obtenus sous différentes
conditions opératoires (T, P) par rapport a un antioxydant (BHT) utilisé a I’état pur a la méme
concentration.

Les variables dépendantes Xi représentent les moyennes des valeurs des teneurs réduites en
composés volatiles et chaque expérience est réalisée en triplet.

Le recourt a I’utilisation des valeurs réduites pour les variables indépendantes nous a permis de
remédier au probléme de multi-colinéarité entre celles-ci et par la suite d’assurer la condition
d’indépendance des erreurs. La valeur du coefficient de Durbin —Watson de 1,984 (proche de
deux) confirme I’absence du probléme de multi-colinéarité (voir tableau 40).

Le recourt a la méthode pas a pas ascendante (vérifier la pertinence des variable incrémentées
une a une), se justifie par le nombre réduit des expériences (29) comparé au nombre des
variables dépendantes étudiées (41).
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Tableau 40 : Validation et analyse des modéles choisis

Résumé du modele

Model R R Square Adjusted Std. Error of Change Statistics Durbin-
the Estimate Watson
R Square R Square F Change dfl daf2 Sig.
Change F Change
1 0,565° 0,320 0,290 44,9864236 0,320 10,805 1 23 0,003
2 0,743° 0,552 0,511 37,3239132 0,232 11,413 1 22 0,003
3 0,798¢ 0,637 0,585 34,3906008 0,085 4,913 1 21 0,038
4 0,862¢ 0,743 0,691 29,6557095 0,106 8,241 1 20 0,009
5 0,945¢ 0,892 0,864 19,6920710 0,149 26,359 1 19 0,000
6 0,957¢ 0,916 0,888 17,8459257 0,024 5,134 1 18 0,036 1,984

a. Prédiction : (Constante), nonadécanone

b. Prédiction : (Constante), nonadécanone, E2hexenol

c. Prédiction : (Constante), nonadécanone, E2hexenol, Limonéne

d. Prédictions : (Constante), nonadécanone, E2hexenol, Limonéne, a-pinéne

e. Prédictions : (Constante), nonadécanone, E2hexenol, Limonéne, o-pinéne, alloaromandréne

f. Prédictions : (Constante), nonadécanone, E2hexenol, Limonéne, a-pinéne, alloaromandréne, a-cubebéne

Six modeles treés significatifs avec un seuil de significativité largement inférieur a 5% d’apres
les valeurs figurent dans le tableau 41. Le sixiéme modele présente la valeur de R? ajustée la
plus élevée (R? ajustée de 0,888). Nous retenons celui-ci et I’équation de la droite de régression
est alors la suivante :

Y=29,081- 6,644*X,-7,9%X>+4,231*X3+6,844 *X4- 0,780* X5 - 3,403 *X¢
Avec

X : nonadécanone

X2 : (E)-2-Hexenol

X3 : Limonéne

X4 : a-pinene

X5 : alloaromandréne

Xe : 0-cubebene

Les valeurs de Yexp varient de 1 a 200%, la valeur de la constante de 29,081 traduit I’effet
important des variables non prises en considération pour 1’élaboration du modele (les composés
non volatiles, les composées volatiles non identifiés (teneur moyenne de 10%).

Les signes positifs des coefficients relatifs aux facteurs limonéne et a-pinéne montrent que
I’activité antioxydante des extraits réagit positivement a une augmentation des teneurs de ceux-
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ci. Le coefficient standardisé relatif au limonene (0,535) et 1égérement supérieur a celui relatif
a I’a-pinéne (0,501) traduisant des effets similaires de ces paramétres sur la réponse. Parmi les
parameétres a coefficients standardisés négatives 1’alloaromandréne est celui dont la variation
est la plus significatif (-0,487).

Le modéle élaboré n’est pas concluant puisque on n’a pas pris en considération 1’effet de tous
les composés susceptibles d’affecter ’activité antioxydante des extraits et surtout les composés
phénoliques. Ces derniers présentent des propriétés oxydo-réductrices et jouent ainsi un role
important dans la neutralisation des radicaux libres.

Guimaraes et al. [132] ont reporté une activité antioxydante importante de 1’a-pinéne a 1’état
pur avec une valeur d’IC50 del8 pL/ml. Dans le cadre des études effectuées sur les huiles
essentielles de la lavande, Deans et al. [133] et Lis-Balchin et al. [134], ont prouvé qu’il n'y
avait aucune corrélation entre le pourcentage des principaux composants (linalol et linalyl
acétate) et I’activité antioxydante des huiles essentielles.

L’a-pinéne et le limonene les deux composés volatils figurant dans 1’équation de la droite de
régression et présentant un effet positif sur la réponse appartiennent a la classe des composés
mono terpéniques hydrocarbonés. Le limonene a un effet positif sur ’activité antioxydante
légeérement supérieur a celui de I’a-pinéne, ce dernier est le composé volatil majoritaire des
extraits obtenus, et sa teneur moyenne est 17 fois supérieure a celle du limonéne. Cependant les
résultats obtenus nous laissent penser qu'un effet synergique possible peut exister entre ces
deux composés.
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Tableau 41 : Tableau D’ANNOVA pour les différents modéles

Somme carrées

Somme carrés

Model Somme des carrés | Degrés de liberté moyens F Sig.
1 Régression 21866,404 1 21866,404 10,805 0,003*
Résiduel 46546,901 23 2023,778
Total 68413,306 24
2 Régression 37765,667 2 18882,833 13,555 0,000°
Résiduel 30647,639 22 1393,074
Total 68413,306 24
3 Régression 43576,324 3 14525,441 12,281 0,000¢
Résiduel 24836,982 21 1182,713
Total 68413,306 24
4 Régression 50824,083 4 12706,021 14,448 0,000¢
Résiduel 17589,222 20 879,461
Total 68413,306 24
5 Régression 61045,530 5 12209,106 31,485 0,000¢
Résiduel 7367,776 19 387,778
Total 68413,306 24
6 Régression 62680,718 6 10446,786 32,802 0,000°
Résiduel 5732,587 18 318,477
Total 68413,306 24
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Tableau 42: Etude statistique des modéles réduits

Coefficients non Coefficients
standardisés standardisés Corrélations Colinéarité statistique
Erreur

Modgéle B standard béta t Sig. | Ordre Zéro | partiel Partie Tolérance VIF

] (Constante) 98,293 11,495 8,551 | 0,000
nonadécanone -13,359 4,064 -0,565 -3,287 | 0,003 -0,565 -0,565 -0,565 1,000 1,000

p (Constante) 137,467 15,014 9,156 | 0,000
nonadécanone -15,379 3,425 -0,651 -4,491 | 0,000 -0,565 -0,692 -0,641 0,970 1,031
E2hexenol -12,153 3,597 -0,490 -3,378 | 0,003 -0,376 -0,584 -0,482 0,970 1,031

K (Constant) 89,768 25,583 3,509 | 0,002
nonadécanone -12,496 3,413 -0,529 -3,661 | 0,001 -0,565 -,624 -0,481 0,829 1,207
E2hexenol -10,656 3,383 -0,429 -3,150 | 0,005 -0,376 -0,566 -0,414 0,931 1,074
Limoneéne 2,513 1,134 0,318 2,217 | 0,038 0,556 0,435 0,291 0,842 1,188

< (Constant) -26,011 45,970 -,566 | 0,578
nonadécanone -11,113 2,982 -0,470 -3,726 | 0,001 -0,565 -,640 -0,423 0,807 1,239
E2hexenol -9,591 2,940 -0,386 -3,262 | 0,004 -0,376 -,589 -0,370 0,916 1,092
Limonéne 3,110 1,000 0,393 3,111 | 0,006 0,556 0,571 0,353 0,806 1,241
a-pinéne 4,575 1,594 0,335 2,871 | 0,009 0,338 0,540 0,325 0,945 1,058

N (Constant) 11,567 31,390 ,368 1 0,717
nonadécanone -6,739 2,156 -0,285 -3,126 | 0,006 -0,565 -0,583 -0,235 0,681 1,468
E2hexenol -8,803 1,959 -0,355 -4,495 | 0,000 -0,376 -0,718 -0,338 0,910 1,098
Limonéne 3,625 ,671 0,458 5,400 | 0,000 ,556 0,778 0,407 0,787 1,270
a-pinéne 6,365 1,114 0,466 5,713 | 0,000 0,338 0,795 0,430 0,852 1,173
alloaromandrene -9,606 1,871 -0,434 -5,134 | 0,000 -0,427 -0,762 -0,387 0,793 1,261

¢ (Constant) 29,081 29,479 987 10,337
nonadécanone -6,644 1,954 -0,281 -3,400 | 0,003 -0,565 -0,625 -0,232 0,681 1,469
E2hexenol -7,900 1,819 -0,318 -4,343 | 0,000 -0,376 -0,715 -0,296 0,867 1,154
Limonéne 4,231 ,665 0,535 6,367 | 0,000 0,556 0,832 0,434 0,660 1,515
a-pinéne 6,844 1,032 0,501 6,634 | 0,000 0,338 0,842 0,453 0,817 1,225
alloaromandrene | -10,780 1,773 -0,487 -6,080 | 0,000 -0,427 -0,820 -0,415 0,725 1,379
alphacubebene -3,403 1,502 -0,181 -2,266 | ,036 0,206 -0,471 -0,155 0,730 1,370
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II1. Application Industrielle

I11.1. Etude de la stabilité oxydative d’huile de beurre additionnée des extraits de

Pistacia et de Myrte.

I11.1.1. Introduction

Pendant longtemps, ’utilisation de la matiére grasse butyrique est restée limitée a la fabrication
de la créme, du beurre et de quelques produits dérivés. Vers le milieu du XXe siécle, sous
I'évolution des besoins, des techniques et des réglementations, de nouveaux produits sont
apparus : huile de beurre, beurre allégé, spécialités a tartiner additionnées ou non de maticre
grasse d'origine non laitiére (FAO" Food and Agriculture Organization", 1995).

L’huile de beurre (sman) est obtenue par chauffage du beurre traditionnel et séparation de la
phase lipidique du lactosérum. La partie majeure de 1’huile de beurre est utilisée pour la
préparation des produits culinaires [135-136]. La détérioration de ce type de produit (par
lipolyse et oxydation) est associée a plusieurs facteurs, et cause 1’apparition des flaveurs
indésirables, la réduction de la valeur nutritionnelle et elle est a I’origine des problémes sérieux
de stabilité au cours de I’entreposage [137-138]. L’un des problémes les plus étudiés est la
conservation de B-caroténe qui est un pigment naturel lipophile présent dans de nombreuses
huiles, telles que I’huile de palmier, d’oliviers et I’huile de beurre. Le role le plus important des
pigments caroténoides dans l'alimentation des humains et des animaux est leur activité
provitamine A, ainsi que 1’association de leur consommation a une plus faible incidence de
certains types de cancer, et au renforcement de la protection contre les maladies cardio-
vasculaires [139-140].

Le B-caroténe a également une forte activité antioxydante. Cependant, la dégradation des
caroténoides dans les aliments ou dans des systemes modeles est un phénoméne largement
complexe. Malgré que, les systemes modeles ne représentent pas fidélement une matrice
alimentaire, on a récemment observé [141], que le B-caroténe joue un role significatif durant
I’oxydation au niveau cellulaire.

Dans ce contexte et dans le but de valoriser nos extraits, nous étudierons 1’effet de 1’ajout des
antioxydants naturels sur la stabilité et I’amélioration de 1’huile de beurre commercialisée.

II1.1.2. Essais de chauffage et antioxydants

I11.1.2.1. Variation de la teneur en 3-caroténe

Les figures 43, 44, 45, 46 et 47 représentent la variation de la teneur en béta caroténe durant
I’entreposage a 44°C de I’huile de beurre additionnée des extraits et de B-caroténe. La premicre
courbe va nous servir comme témoin pour voir 1’effet de 1’ajout des extraits et de 1’huile
essentielle sur la conservation de B-caroténe dans 1’huile de beurre.
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Figure 43. Variation de la teneur en B-carotene ajouté au beurre, a différentes
concentrations en fonction des jours d’entreposage
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Figure 44. Variation de la teneur en pB-caroténe ajouté au beurre, a différentes
concentrations d’extrait de Pistacia par CO: pour l'expérience numéro 12 en fonction
des jours d’entreposage
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Figure 45. Variation de la teneur en B-carotene ajouté au beurre, a différentes
concentrations de I’huile essentielle de Pistacia en fonction des jours d’entreposage
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Figure 46. Variation de la teneur en B-carotene ajouté au beurre, a différentes
concentrations d’huile essentielle de myrte en fonction des jours d’entreposage

119



Partie C : Résultats et discussion

0,25 1 Bmyrte [200ppm] O myrte [300ppm]

0,2 -

0,15 - = é 5 5

5 S Amyrte [S00ppm] @ témoin

ob
[—J
(=}
o
g
5 a
,§ ® A g
(=) 01_
s
=
20,05 -
O T T T T 1
0 5 10 15 20

durée d'entreposage (jours)

25

Figure 47. Variation de la teneur en f-caroteéne ajouté au beurre, a différentes
concentrations de I’extrait de myrte par CO:2 pour I'expérience numéro 12 en fonction

des jours d’entreposage

La teneur en B-caroténe décroit en fonction de la durée d’entreposage pour les différents
¢chantillons. La décroissance de cette teneur a été perceptible dés le premier jour d’entreposage.

Cette supposition est justifiée par des valeurs de R? (coefficient de corrélation) situées entre

0,843 et 0,988 comme le montre le tableau ci-dessous.

L’allure linéaire des différentes courbes, nous amene a supposer a premicre vu que la cinétique

de dégradation du B-caroténe est d’ordre zéro.

Tableau 43 : Estimation des de la constante de dégradation de f-caroténe pour les différents
échantillons et a différentes concentrations dans le produit

k (mg/100g/jour) R?
Echantillon
p-caroténe
500ppm 0,382 0,988
300ppm 0,268 0,899
200ppm 0,243 0,965
Témoin 0,005 0,952

PE=Extrait de Pistacia par CO;

500ppm 0,006 0,926
300ppm 0,008 0,985
200ppm 0,004 0,931
Témoin 0,005 0,952

42 : huile essentielle de Pistacia

120



Partie C : Résultats et discussion

500ppm 0,004 0,843
300ppm 0,004 0,852
200ppm 0,004 0,865
Témoin 0,007 0,993

60su = huile essentielle de myrte

500ppm 0,004 0,871
300ppm 0,004 0,942
200ppm 0,001 0,896
Témoin 0,005 0,952
Myrte= extrait de Myrte par CO;
500ppm 0,004 0,854
300ppm 0,002 0,917
200ppm 0,002 0,894
témoin 0,006 0,953

A partir des données relatives a la vitesse de dégradation et a la quantité initiale de B-caroténe
des échantillons enrichis en ce composé, on trace la variation de la vitesse de dégradation en
fonction de la concentration initiale du produit en B-caroténe (figure 48).

0,45 -
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Vitesse de réaction = 0,0384*concentration initiale
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vitesse de la réaction de dégradation
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Figure 48. Variation de la vitesse de dégradation du B-caroténe en fonction de sa
concentration dans I’huile de beure

D’apres cette courbe, nous pouvons conclure que 1’augmentation de la teneur en B-caroténe
initialement présente dans le produit, s’accompagne d’une accélération de la dégradation de ce
composé. Dans un premier temps, nous supposons que la vitesse de dégradation du -caroténe

121



Partie C : Résultats et discussion

est proportionnelle a sa concentration initialement présente dans le produit avec un coefficient
de proportionnalité de 0,038 jour™.

L'efficacité antioxydante du B-caroténe dépend de I'équilibre entre le piégeage des radicaux et
son auto-oxydation. Subagio et al. [142] ont proposé deux mécanismes d’interaction entre les
caroténoides et les triglycérides au cours de I’oxydation, puisqu’ils ont constaté que plus la
quantité de caroténoide ajoutée était ¢levée, plus la vitesse d'oxydation des triglycérides et
également la vitesse de dégradation du caroténoide est élevée, bien que la matrice sujette a
I’oxydation influence ce mécanisme. Les constatations de Subagio et al. [142], concernant la
corrélation entre la concentration en B-caroténe et la vitesse de dégradation de ce dernier affirme
ce qu’on vient de suggérer ci-dessus a propos d’huile de beurre pour laquelle la vitesse de
dégradation est proportionnelle a la concentration initiale en f-caroténe.

Pour les échantillons additionnés des différents extraits, nous avons adopté une démarche qui

consiste a :

1. Déterminer la vitesse de dégradation du B-caroténe en absence d’extrait (Vo) a partir de la
courbe 49 connaissant la teneur initialement présente dans les différents échantillons.

2. Tracer sur la méme figure les courbes représentant la variation du rapport de la vitesse de

dégradation de B-caroténe dans les échantillons additionnés des extraits (V) et Vo

y = 8E-06x2 - 0,0057x + 0,9821| |y =8E-06x*-0,0055x + 0,9766

1 R?=0,9742 R?2=0,9532
® pe
0.8 D\ y = 8E-06x? - 0,006x + 0,979 |y = 8E-06x? - 0,006x + 0,9814
’ R2=0,9677 R? =0,9749 m 42

=
©
“5"_‘13 06 - 60su
g 7
“‘ED 04 - X myrte
= === Poly. (pe)
0,2 -
mm Poly. (42)
0 ' : Poly. (myrte)
ﬂ) 100 200 30 500 600
-0,2

’

Concentration d'extrait dans le produit (ppm)

Figure 49. Variation de la vitesse de dégradation du B-caroténe en fonction de la
concentration des différents extraits dans le produit

Les différentes courbes de la figure 49 présentent des allures décroissantes, caractérisées par
une chute importante du rapport de vitesse en passant de 0 a 200 ppm d’extrait.

Au-dela de 300 ppm, nous constatons une légere augmentation du rapport de vitesse mais qui
reste inférieure a 0,2 (Vo=50*V).

Les différentes courbes sont proches traduisant un comportement assez similaire. La courbe
relative a 1’échantillon additionné d’huile essentielle de myrte se situe au-dessous des autres
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courbes, donc on peut conclure au préalable que 1’huile essentielle de myrte est I’extrait le plus
efficace pour la préservation du B-carotene.

A méme concentration, nous pouvons classer les échantillons contenant les extraits de myrte et
de Pistacia selon leur efficacité a préserver le B-caroténe comme suit : myrte>60su>42>Pe.

II1.1.2.2. Variation de I'indice de peroxyde
Les figures 50, 51, 52, 53 et 54 représentent la variation de 1’indice de peroxyde durant
I’entreposage a 44°C de I’huile de beurre additionnée des extraits et de B-caroténe.

L’hydro-peroxyde est le produit primaire de 1’oxydation des lipides. Par conséquent, la
détermination de la valeur de peroxyde peut étre utilisée comme un indice d’oxydation au cours
d’un stade primaire de cette réaction [143].
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Figure 50. Variation de I’indice de peroxyde en
fonction de la concentration de B-caroténe dans le

produit
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Figure 53. Variation de ’indice de peroxyde en fonction

Figure 52. Variation de ’indice de peroxyde en
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Figure 54. Variation de I’indice de peroxyde en fonction de la concentration d’extrait de
Myrte dans le produit

L’indice de peroxyde croit en fonction du temps. L’ajout de différents extraits et du B-caroténe

s’accompagne d’une réduction de cette croissance. L’allure linéaire des différentes courbes
nous ramene a supposer que la cinétique de formation des peroxydes est d’ordre zéro. Les
constantes de vitesse, ainsi que les coefficients de corrélation sont présentées dans le tableau

44,

Tableau 44 : Estimation de la constante de cinétique de formation des peroxydes pour les différents
échantillons et a différentes concentrations dans le produit

Echantillon | k (mg/100g/fjour) | R?
Béta-caroténe
500ppm 2,859 0,976
300ppm 3,662 0,986
200ppm 4,769 0,960
Témoin 7,331 0,990
PE : Pistacia CO»
500ppm 2,859 0,976
300ppm 2,411 0,981
200ppm 2,752 0,958
Témoin 7,331 0,990
42 : huile essentielle de Pistacia
500ppm 2,657 0,841
300ppm 2,753 0,857
200ppm 3,263 0,954
témoin 7,041 0,980
60su : huile essentielle de Myrte
500ppm 2,595 0,956
300ppm 2,985 0,934
200ppm 3,909 0,988
témoin 7,331 0,990
Myrte= extrait de Myrte par CO;
500ppm 3,263 0,943
300ppm 3,479 0,978
200ppm 3,911 0,979
témoin 7,194 0,986

125



Partie C : Résultats et discussion

Ces résultats contredisent les résultats d’étude réalisée par Samet-Bali et al. [144], portant sur
le beurre tunisien traditionnel « zebdadiari ». Le produit sujet de cette étude a montré une
stabilité¢ oxydative intéressante qui se manifeste par un temps d’induction de la réaction de
formation de peroxyde de 14 jours a 60°C pour un produit exposé a 1’air. Le temps d’induction
est le temps requis pour que la réaction atteigne un niveau détectable ou le taux d’oxydation
varie brutalement. Fearon et al. [145] ainsi que Karabulut et al. [146], ont rapporté aussi, dans
le cadre d’une étude portant sur I’huile de beurre préparée dans des conditions similaires a celles
relevées dans la présente étude, que le produit est caractérisé par une stabilité oxydative
intéressante avec un temps d’induction de 16 jours a 60°C. Cette différence s’explique par le
fait que le beurre qui a servi a la préparation de nos échantillons était réfrigéré durant trois
semaines a 6°C depuis la date de production, ainsi qu’au cours de 1’étape de préparation, les
¢échantillons ont subi un traitement thermique assez sévére (60°C pendant plus qu’une heure).
Afin de comparer I’efficacité¢ des différents extraits a réduire la vitesse de formation de
peroxyde, nous avons tracé sur la figure ci-dessous la variation de la vitesse de formation de
peroxyde en fonction de la concentration des extraits.

8
v = 1E-05¢2 - 0,0164c + 7,3514
7 ¢ béta-caroténe R? =0,9981
n
. Zze v = 3E-05¢2 - 0,0213c + 7,2943
2 _
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s 5 xmyrte v= 3E-05c2? - 0,0221c + 7,3288
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(@] 3
IS - 2
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Figure 55. Variation de la vitesse de formation de peroxyde en fonction de la
concentration des extraits

Les différentes courbes présentent une allure décroissante convexe, caractérisé par une chute
importante pour I’intervalle de concentration s’étendant de 0 a 300 ppm, et des variations moins
importantes pour des concentrations supérieures a 300ppm.

A méme concentration, nous pouvons classer les échantillons selon 1’efficacité a réduire la
vitesse de formation de peroxyde comme suit : PE> 42>60SU> Myrte>B-caroténe.
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Nous constatons que cet ordre est I’inverse de celui précédemment trouvé dans le cas du B-
carotene.

L’augmentation de la concentration du B-caroténe dans la fourchette [200 a 500 ppm], améliore
la stabilité du produit face a la réaction d’oxydation. Cette constatation contredit celle rapportée
par [146] dont le travail porte sur les triglycérides de I’huile de beurre. Karabulut et al. [146] a
constaté une activité pro-oxydante du B-caroténe de plus en plus importante en augmentant la
concentration de ce dernier dans la fourchette [5 a 50 pg/g].

L’activité pro-oxydante du B-caroténe a des concentrations ¢€levées, s’explique par sa
dégradation plus importante accompagnée par la libération, de ces dérivés époxydes, amorgant
la chaine d’oxydation des lipides [147].

Pour I’étude des spectres UV, nous avons choisi un exemple des spectres pour I’échantillon
additionné de B-caroténe pris a différentes dates d’entreposage, et un exemple des spectres
d’échantillons d’extrait de Pistacia obtenus par CO; supercritique (PE) pris aussi a différentes
dates d’entreposage. Le choix de 1’échantillon ou nous avons ajouté I’extrait de Pistacia issu
par extraction avec CO; supercritique été choisi apres I’analyse de sa bande d’absorbance qui
est la plus large parmi les différents extraits.

échantillon de béta caroténe aux 14 éme et 17éme jours d'entrepsage

absorhance

—O. 5 C r r r r r r C
200 300 400 500 600 700 800 900

longeur d'onde

Figure 56. Spectre d’absorbance de f-caroténe pris a différentes dates d’entreposage en
utilisant ’extrait de Pistacia avec CO: supercritique
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Figure 57. Spectre d’absorbance d’extrait de Pistacia pris a différentes dates
d’entreposage

D’aprés ces spectres, nous pouvons constater que pour les deux échantillons, nous remarquons
I’absence d’absorbance dans la gamme UV, et ceci quel que soit la date de prélevement. La
méme observation a été notée pour les autres échantillons nous pouvons expliquer cette
observation par 1’absence des diénes-conjugués produits d’oxydation caractérisés par des
bandes d’absorbance dans I’'UV.

L’absence des dienes-conjugués, n’est pas un signe d’un degré d’oxydation faible mais il est
plutdt di a la faible teneur d’acides gras insaturés dans 1’huile de beurre.

Au cours du stockage nous signalons la réduction des pics d’absorbances. Pour le cas de
I’échantillon de B-caroténe, nous notons une réduction du pic correspondant situer aux alentours
de 400nm, gamme relative a I’absorbance des B-caroténes, cette constatation confirme les
résultats relatifs aux taux de B-carotene.

La large gamme d’absorbance de I’échantillon PE s’explique par sa richesse en différents
composés phénoliques dont I’absorbance se situe généralement dans la gamme de visible.

I11.1.3. Test Rancimat

Pour le test Rancimat, nous avons uniquement comparé le temps d’induction, des différents
échantillons a la méme concentration (500ppm). Vu que les deux tests précédents affirment la
proportionnalité entre la concentration d’antioxydant et le degré d’inhibition de la réaction
d’oxydation. La figure ci jointe représente la variation de temps d’induction pour les différents
¢chantillons.
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Figure 58. Variation du temps d’induction pour les différents échantillons pour une
concentration de 500 ppm

Les résultats de ce test confirment les résultats précédemment trouvés, attribuant a 1’échantillon
extrait de Pistacia obtenu par CO2 supercritique la plus grande capacité de stabiliser la matiére
grasse.

II1.1.4. Conclusion

Au terme de cette étude portant sur 1’effet des additifs naturels sur la conservation de I’huile de
beurre, nous pouvons €mettre les conclusions suivantes : 1’addition des extraits naturels de
Mpyrte et de Pistacia est avérée meilleurs que 1’enrichissement de la matiere grasse en -
carotene antioxydant naturellement présent dans le produit. L’extrait de Pistacia par
COgsupercritique (PE), présente la meilleure capacité a stabiliser la matiere grasse face a
I’oxydation. Les spectres UV visible traduisent la richesse de cet extrait en composés
phénoliques. L’huile de beurre est un produit non commercialisé en Tunisie, mais étant donné
qu’il dérive du beurre nous pouvons prévoir la conservation de ce dernier en ajoutant des
extraits. Les extraits naturels de Pistacia (PE) ont montré une activité intéressante, mais afin de
I’adopter comme alternative de I’additif utilisé, il est nécessaire de passer par I’évaluation de
la rentabilité de ce produit.

I11.2. Aromatisation des yaourts par ’eau florale du Myrte et répercussion sur le
déroulement de la fermentation et la qualité organoleptique de produit fini :
Influence de I’ajout des extraits naturels sur la cinétique de coagulation

I11.2.1. Introduction

Bien que la fabrication et la consommation des laits fermentés remonte a la plus haute antiquité,
les progres réalisés dans I’élaboration, la standardisation et la diversification des yaourts
correspondent pour la plupart aux efforts de recherche entrepris au cours du si¢cle dernier.

Avec les progres technologiques réalisés, le yaourt apparait comme un produit laitier trés
digeste qui posséde une grande valeur nutritionnelle et qui est appréci¢ pour son goit et sa
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texture. C’est un produit, consommé la plupart du temps comme dessert, trés prisé de par le
monde, car il convient a toutes tranches d’age et méme chez les sujets intolérants au lait.

Traités au départ comme un déchet de la distillation des huiles essentielles, les hydrolats sont
aujourd'hui de plus en plus présents sur le marché des produits naturels. Les praticiens en
aromathérapie les utilisent souvent en complément d'une thérapie par les huiles essentielles.

Malgré la faible proportion en principes actifs, les hydrolats présentent certaines activités
pharmacologiques et biologiques intéressantes. Leur popularité auprés des consommateurs est
principalement due a leur non-toxicité par rapport aux huiles essentielles du fait de leurs faibles
teneurs en principe actifs. Ils sont de ce fait beaucoup mieux tolérés que les huiles essentielles
ce qui en fait un produit de choix pour les aromathérapeutes.

Nous nous proposons d’étudier 1’effet de I’ajout de 1’eau florale sur la qualité de yaourt, en se
référant au vin concentré qui est trés riche en polyphénols.

I11.2.2. Effet de I’ajout de I’eau florale et du vin sur les différents paramétres
physico-chimiques du yaourt

I11.2.2.1. Effet de I'ajout de I’eau florale sur le pH et I'acidité

Des mesures physico-chimiques, ont été réalisées pour étudier I’impact de 1’ajout des extraits
naturels sur le pH et ’acidité¢ du lait durant la fermentation. Les résultats sont regroupés
figures 59 a 61.

7,1 -
e timoin 7.1 === t& moin
6,6 A R % =a—Eau florale 0.5% 66 \in05% —
8 Eau florale 1.1% ’ Vi 1 19
61 - == Eauflorate 22% - mni.1%
’ X 0
z A, z Vin22%
5,6 - 5.6
5 * \%
i | 5,1
51 me
R 46 ; ; ; : ,
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0 100 200 300 i
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Figure 59. Variation de pH pour I’échantillon de myrte au Figure 60. Variation de pH pour les échantillons de vin
cours de la fermentation au cours de la fermentation
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Figure 61. Variation de I’acidité pour les échantillons de Figure 62. Variation de I’acidité pour les échantillons de

myrte au cours de la fermentation vin au cours de la fermentation

Pour la variation du pH, quel que soit le type d’extrait ou sa concentration, tous les échantillons
présentent un comportement similaire, les différentes courbes présentent un palier au début de
la fermentation suivi d’une partie descendante a un taux de décroissance constant. La variation
de pH est similaire a la courbe sigmoide de la croissance microbienne.

Les valeurs de la durée de la phase de latence A (min) et le taux de décroissance p (min™'), de
deux types d’extrait sont présentées dans le tableau suivant.

Tableau 45: Valeurs de la durée de la phase de latence ). (min) et du taux de décroissance u (min™),
de deux types d’extrait

Paramétres | A (min) | p (min) | pHy
Echantillon
Extrait phénolique du vin 90 0,014 6
Eau florale de myrte 82 0,011 7

En se basant sur la variation du pH, nous pouvons constater que la variation de la concentration
d’extrait naturels ajouté n’a pas entrainé une variation importante dans le déroulement de la
fermentation, par contre ’ajout des deux extraits a touché aux métabolismes des bactéries
lactiques, puisque on a noté 1’augmentation du taux de croissance de 0,013 unité/min pour
I’échantillon témoin contre 0,014 unité¢/min pour les échantillons additionnés des extraits
naturels. Amirdivani et al. [ 148] ont reporté des résultats similaires dans le cadre d’une étude
qui s’intéresse a I’effet de 1’ajout des extraits naturels aqueux de menthe poivrée, de basilic
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tropical sur la qualité du yaourt. Les extraits sont obtenus par macération et ils sont ajoutés au
lait avant fermentation a raison de 100 ml par 850 ml du lait. S Amirdivani et al. [148] ont
constaté que le taux de croissance du pH est important pour la période de fermentation
s’étendant entre 90 et 180 min pour tous les échantillons, ils ont constaté aussi que ce taux est
plus important pour les échantillons additionnés des extraits naturel des plantes avec une valeur
de 0,6 unité¢/heure contre une valeur de 0,3 unité/heure pour I’échantillon témoin. La
fermentation lactique s’accompagne, d’une production des acides organiques par les bactéries
lactiques. Le ferment utilisé est dot¢ d’une activité symbiotique de ces deux groupes de
bactéries, les Lactobacillus spp. Lactis et grace a leur activité protéolytique produisent des
acides aminés et des petits peptides qui stimulent la croissance des Streptococcus.
Thermophilus [149] qui a leur tour secrétent des métabolites, tel que le CO» et 1’acide formique
stimulant la croissance des Lactobacillus [150]

L’acidité titrable est la quantité totale des ions d’hydrogene a I’exception de ceux liés a des ions
alcalins. La détermination de ’acidité est mieux appropriée pour I’évaluation de la capacité
fermentaire des bactéries [151].

Les acides organiques produits dans les yaourts (acide lactique, citrique, formique, acétique,
butyrique) sont corrélés linéairement a 1’acidité titrable [152].

Les courbes relatives, a la variation de I’acidité titrable décrivent aussi les deux phases de la
croissance microbienne, mais contrairement au cas du pH, les parties croissantes des courbes
ne sont pas confondus, donc on peut en déduire, a premiere vue que 1’acidification dépend de
la concentration et de la nature de I’extrait ajouté.

Les paramétres (A (min) ; u (min™) ; acidité initiale) relatifs aux différents échantillons sont
présentés dans le tableau 46.

Tableau 46: Les paramétres (A (min) ; u (min™) ; acidité initiale) relatifs aux différents échantillons

A (min) | p (min) | Acidité(D o)

Paramétres
Echantillon
Extrait phénolique du vin
0 90 0,279 24
0,5 % 90 0,265 25
1% 90 0,273 24
2% 90 0,364 20,25

Eau florale de myrte
0 90 0,289 24
0,5% 90 0,354 25
1% 90 0,244 27,5
2% 90 0,302 25

Contrairement aux résultats reportés par Mirdivani [148], les différentes courbes représentent
une allure sigmoidal inversé. La durée de la phase de latence est la méme quel que soit
I’échantillon, cette valeur est égale a celle précédemment trouvé en étudiant la variation du pH.
Pour les échantillons additionnés d’extrait du vin, I’échantillon contenant 2% du phénol du vin
présente le taux de croissance le plus important avec une valeur de 0,364 (°D*min') ¢’est aussi
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la valeur la plus importante pour 1’ensemble des échantillons. L’addition de 1’eau florale,
s’accompagne aussi d’une augmentation du taux de croissance de 1’acidité, 1’échantillon
contenant 0,5% d’eau florale est I’échantillon qui représente la croissance la plus importante.
Les différences observées entre les échantillons additionnés de deux extraits sont évidents vu
que chacun de deux extraits objets de cette étude a une composition bien spécifique et distincte.
La variation de la valeur de I’acidité et du pH, traduisant une modification qui touche au
métabolisme microbien ; ceci n’est le pas de cas des extraits du thé additionné au yaourt et qui
a fait I’objet de 1’étude de Jaziri et al. [153]. Cette étude aboutit au fait que 1’addition d’extrait
de thé a touché uniquement a la viabilité des bactéries a la fin de la fermentation et au cours de
stockage.

111.2.2.2. Effet de I'ajout de I'’eau florale sur la teneur en sucre réducteurs

Pour mieux visualiser, 1’effet de I’ajout des extraits, sur le métabolisme des bactéries lactiques
nous avons tracé les courbes présentant la variation de la teneur des sucres réducteurs (substrat
de fermentation). Les figures 63 et 64 représentent la variation de (S-So)/10, avec S : représente
la concentration en sucre réducteur des échantillons additionnés des différentes concentrations
en extraits naturels et SO : représente la concentration initiale des sucres réducteurs dans

I’échantillon.
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Figure 63. La variation de (S-S0) /10 en fonction du temps pour les différents échantillons
enrichis en eau florale
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Figure 64. La variation de (S-S0) /10 en fonction du temps pour les différents
échantillons enrichis en vin concentré
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Les deux courbes présentent des allures plutdt linéaires contrairement a la variation de I’acidité
et du pH caractérisé par des allures sigmoides.

Les courbes correspondantes aux différentes concentrations, sont assez ¢loignées les unes des
autres traduisant une influence notable des extraits ajoutés sur le métabolisme des sucres par
les bactéries lactiques.

Durant les 50 premiéres minutes de la fermentation, la variation de la concentration n’est pas
trés importante. Les taux de décroissance de la teneur en sucre réducteur des différents
échantillons apres une heure de fermentation sont constants. Les valeurs de ces taux figurent
dans le tableau 47

Tableau 47: Taux de décroissances de la teneur en sucre réducteur des différents échantillons

rametre
Echantillon

T (ng/g*min)

Phénols du vin

0 0,005
0,5 % 0,006
1,1% 0,011
2,2% 0,004
Eau florale de myrte

0 0,007
0,5% 0,007
1,1% 0,008
2,2% 0,008

Les taux de variation de la teneur en sucre pour la période de fermentation qui s’étend de la
60°™ minutes a la 150 ™ minutes sont trés faibles (<<1). Une prolongation de suivi a pu nous
amener a trouver des valeurs plus importantes. Cependant, durant cette premiere période de
fermentation nous avons constaté que 1’échantillon additionné d’extrait phénolique du vin a
présenté un taux de décroissance de la teneur en sucre tres élevé comparé a ’ensemble des
échantillons. Ces résultats confirment ce que nous venons de constater précédemment, sur
I’effet des extrait ajoutés sur le métabolisme des bactéries lactiques au cours de la fermentation.
L’ajout de ces extraits a favorisé le catabolisme des sucres et I’anabolisme des acides
organiques.

McCue et al. [154] ont montré que les antioxydants phénoliques ne sont pas affectés par la
microflore du yogourt en cours de production de yaourt a base de lait de soja en présence de
ferment de kéfir. Dans une autre étude, Kachouri et al. [155], ont mentionné que certaines
bactéries lactiques possédaient une activité anti-oxydante notable, ce qui permet la conservation
de catéchines au cours de la fermentation du yaourt. Par conséquent, les composés phénoliques
des extraits naturels dans le yogourt seront en mesure de maintenir leurs activités
antimicrobiennes et antioxydantes et pourraient méme constituer de nouveaux colorants
naturels et étre considéré comme " fonctionnels" [156].
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Parallelement au catabolisme microbien, les polyphénols alimentaires non absorbés et leurs
métabolites peuvent se comporter comme des activateurs ou des inhibiteurs de la croissance
bactérienne en fonction de leur structure chimique, (substitutions dans le cycle phénolique) et
de leur concentration [157-158].

Ces métabolites inhibent sélectivement la croissance des agents pathogénes et stimulent la
croissance des bactéries consommables, y compris aussi des probiotiques reconnus [159-160]
influengant ainsi la composition de la flore microbienne [161].

Des études menées chez les humains et les animaux (rats, porcs et poulets) ont révélé une
augmentation de la croissance de bactéries bénéfiques potentielles telles que Lactobacillus et
une diminution d’Entorabacteriaceae et les Clostridium, entre autres groupes bactériens, apres
l'administration de monomere flavone-3-ols de thé vert [162], d'extrait de pépins de raisin [163].
Tous ces résultats donnent plus d'intérét a I'ajout des extraits naturels au lait ou aux produits
laitiers comme les yaourts pour assurer des effets bénéfiques sur la santé et une protection
contre les micro-organismes d’altération.

II1.2.2. Résultats des analyses sensorielles

La liste des échantillons testés comporte :
Témoin : yaourt nature sucré, yaourt+ 1% extrait du vin, yaourt + 2% extrait du vin
Yaourt+myrte 0,5%, yaourt+myrte 1%

10 panélistes, ont été sélectionnés pour mener a bien cette évaluation sensorielle ou I’analyse
est menée en suivant la procédure décrite précédemment dans la partie Materials et Méthodes.
Les qualités organoleptiques évaluées concernent le golt, I’ardme et la texture ainsi que
I’appréciation globale du produit.

Chaque attribut est mesuré selon une échelle d’intensité universelle de 0 a 15, ot O=non détecté
et 15=extrémement fort. Pour 1’appréciation globale, nous avons adopté la méme échelle avec
O=non apprécié et 15=tres apprécié. Les résultats de cette analyse descriptive sont représentés
dans le tableau 48 et le graphique 65.

Tableau 48 : Moyenne des notes attribuées par les panélistes au différent échantillon

Yaourt+ Yaourt+ Yaourt+ Yaourt+
Critéres Témoin | 1% extrait vin 2% extrait vin | Myrte 0,5% | 1% myrte

Goiit sucré 13,25 12,5 12 11,8 13
Goiit salé 2,2 1 2,5 3 3

Goiit astringent 0 1 2 0 0

Arriére-goiit 1,5 10,8 10 12 13
Goiit de lactosérum 15 13,2 13 3 2
Goiit de cuit 1 1 1 1

Epaisseur 12 13 14 13 14
Quantité de lactosérum libre 2 1 1 1 1

Intensité de I'odeur 11 12 13 15 15

Appréciation globale 10 12 12 15 15
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Figure 65 : Profil sensoriel des échantillons de yaourt enrichis d'extrait de vin et d'eau
florale de myrte
Au cours des analyses préliminaires, I’échantillon contenant 2% d’eau floral de myrte a été
omis de la liste des échantillons testé a cause de son golit un peu amer et de son odeur tres
prononcé qui ont été mal appréciés.

Pour les critéres relatifs au gotit, on constate que la gotit sucré des échantillons ne différents pas
fortement, cependant des golits salé et astringents peu prononcés ont été notés pour les
échantillons additionnés des extraits naturels, avec des scores de 3 pour les deux échantillons
additionnés d’eau florale de myrte attribué au gotlt salé, de 2 pour 1’échantillon additionné
d’extrait phénolique du vin attribué a I’astringence.

D’apres les profils des différents échantillons, nous constatons qu’a I’exception de leur
astringence et leur arriere-go(it, un peu prononcés les différents échantillons additionnés des
extraits naturels présentent des criteres meilleurs que 1’échantillon témoin surtout pour les
critéres relatifs a la texture. L’amélioration de la texture peut étre attribuée a I’accélération de
la fermentation et aux interactions avec les protéines du lait des constituants de ces extraits.
Des faibles scores ont été attribués par I’ensemble des panélistes, aux échantillons additionnés
pour la perception du gott du lactosérum.

L’ensemble des panélistes ont attribué le score final (15), pour I’intensité¢ de 1’odeur aux
¢chantillons additionnés d’eau florale de myrte. Ce sont aussi les échantillons les plus appréciés
par I’ensemble des panélistes.

Les échantillons additionnés de 2% d’eau florale de myrte ou d’extrait phénolique du vin, sont
les échantillons considérés les plus épaisses avec un score de 14. Les échantillons additionnés
des extraits naturels n’étaient pas le siege d’un phénomene de synérese.
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I11.3. Stabilisation des filets de sardine au cours de I’entreposage réfrigéré, par
ajout des antioxydants naturels

I11.3.1. Introduction

Les produits a base de plantes sont les alternatifs pour remplacer les conservateurs chimiques,
leur utilisation dans les aliments répond aux demandes des consommateurs pour des produits
naturels avec les minimum de transformation tout en offrant des bienfaits supplémentaires a
la fois a I’aliment et au consommateur [164].

De nombreuses stratégies ont été développées pour empécher I'altération et les développements
des micro-organismes pathogénes au sein de 1’aliment, mais il y a encore un besoin de nouvelles
méthodes pour les réduire davantage ou les éliminer.

D’autre part, une demande accrue a la réduction d’utilisation des additifs alimentaires
synthétiques et des produits qui touchent a I'environnement, est observée.

Cette tendance a également conduit a des recherches sur le développement de nouveaux
matériaux biodégradables d'emballage a partir de polymeéres naturels pour réaliser une
substitution partielle de l'emballage plastique. Ces films peuvent étre obtenus a partir de
plusieurs sources (polysaccharide, lipide, protéine). Certaines études ont considéré
l'incorporation d'extraits aqueux dans la formulation de films comestibles. La chair des poissons
est connue par sa haute valeur nutritive, en raison de sa teneur élevée en protéines, en
phospholipides, en acides gras polyinsaturés (AGPI) et en minéraux indispensables [165].
Neéanmoins, les filets des poissons sont un produit trés périssable [166]. L’altération des
poissons est un phénomene compliqué durant lequel des changements microbiologiques,
physiques et chimiques inter-réagissent. L’activité de ces propres enzymes et les réactions
chimiques sont généralement responsables de la perte initiale de la fraicheur des poissons,
malgré que I’activité métabolique des microorganismes soit impliquée durant tout le processus
de détérioration de la qualité [167].

II1.3.2. Variation de la teneur en ABVT au cours de ’entreposage réfrigéré
des poissons

L’ABVT est l'un des indicateurs les plus couramment utilisés pour évaluer le degré de
détérioration des produits de la mer. L’ABVT représente la somme de ’ammoniac, de la
diméthylamine (DMA), de la triméthylamine (TMA) et d’autres composés azotés volatils. La
DMA et la TMA sont les produits de dégradation de I'oxyde de triméthylamine (TMAOQO), une
molécule typique du poisson qui a un role important dans la régulation osmotique. Le DMA est
produit par des enzymes endogénes et la TMA est généré par des enzymes bactériennes [168].
La teneur des échantillons en ABVT croit au cours du stockage.

L’échantillon contenant 1’huile essentielle de myrte ainsi que 1’échantillon contenant la
vitamine C, sont les échantillons qui ont présenté la variation en ABVT la moins importante.
La teneur finale en ABVT apres 7 jours de stockage réfrigéré de I’échantillon contenant la
vitamine C est de 21 mgN /100g (mg d’azote/100g du poisson) et celle de 1’échantillon
contenant 1’huile essentielle de myrte est de 23 mgN /100g contre 25 mgN /100g pour
I’échantillon témoin.
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Figure 66. Variation de la teneur en Azote Basique Volatil Total (ABVT) des filets de
sardine au cours de stockage réfrigéré (4°C)

Hozbor et al. [169], ont signalé 1’augmentation de la teneur en ABVT du saumon de la mer au
cours d’un stockage aérobique dans la glace a 0°C pendant 10 jours. Le contenu en ABVT des
poissons fraichement péchés est généralement compris entre 5 et 20 mg N/100 g, et une teneur
en ABVT de 30-35 mg N/100 g est généralement considéré comme la limite d'acceptabilité
pour les poissons [170]. Il a été suggéré que le contenu en ABVT est affecté par I’espece, la
saison, la zone de la péche, l'dge et le sexe des poissons [171].

Li et al. [172] ont étudi¢ I’effet de 1’utilisation des extraits de romarin et des polyphénols de thé
comme conservateur des poisons rouges (Carassiusauratus) réfrigérés pendant 20 jours. Ils ont
constaté que 1’ajout des extraits naturels a permis de réduire la valeur de I’ABVT dans les
¢échantillons du poisson au cours de I’entreposage par rapport a I’échantillon témoin, ce qui est
le cas aussi de nos échantillons. Les taux de croissance de la valeur d’ABVT trouvé dans le
cadre de cette étude sont de 1,3305 mg N par 100 g de poisson par jour pour I’échantillon
additionné des polyphénols de thé et de 1,1755 mgN par 100 g de poisson par jour pour
I’échantillon additionné d’extrait de romarin.

Les taux de croissance de I’ABVT dans le cas de nos échantillons sont de 2,71 mg N par 100 g
de poisson par jour pour 1’échantillon additionné des composés phénoliques du vin et de 1,71
pour (mg N par 100 g de poisson par jour) pour les échantillons additionnés de myrte et de
vitamine C.

Tous les échantillons ont une teneur en ABVT au-dessous de la valeur maximale de 35 mg
N/100g de muscle (décision de la Commission 95/149/CE, 1995).

L’¢lévation de la valeur d’ABVT peut étre utilisée comme indicateur de la contamination
microbienne, une corrélation significative entre la valeur d’ABVT et la charge microbienne a
¢été trouvée par Ahmad et al. [173] dans le cadre d’une étude qui a porté sur I’effet d’enrobage

138



Partie C : Résultats et discussion

a base de gélatine additionné d’huile essentielle de citronnelle sur la conservation des filets du
poisson loup au cours de stockage réfrigéré.

Ces mémes chercheurs ont aussi rapporté que la réduction de la valeur d’ABVT des poissons
peut étre associée a une réduction rapide de la flore microbienne ou une diminution de la
capacité de désamination de composés azotés non protéiques, ou les deux.

II1.3.3. Variation de I’indice de peroxyde au cours de I’entreposage réfrigéré
des poissons

Les poissons gras tels que la sardine ont une valeur nutritionnelle intéressante. Ceci est
principalement di a leur teneur ¢élevée en acides gras essentiels n-3 polyinsaturés tels que
I’acide eicosapentaénoique (20 :05) et I'acide docosahexaénoique (22:6 ). Ces acides gras se
sont avérés avoir des avantages potentiels pour la santé¢ de I’homme [174]. Néanmoins, ils sont
sensibles a I’oxydation, qui est associ¢ a leur rancissement et la perte de leur valeur nutritive
[175-176]. Outre les quantités élevées d’acides gras polyinsaturés, la présence des pigments de
I'héme et des traces d'ions métalliques rend la chair du poisson sombre, particuliérement les
poissons gras sujets a 1'oxydation des lipides. Pour retarder une telle perte de la qualité, des
antioxydants synthétiques ont été utilisés pour diminuer l'oxydation des lipides au cours du
traitement et du stockage de poissons et produits de la péche.

Les différents échantillons de filets de sardine sujets de cette étude, sont le siége d’une

formation de peroxyde de plus en plus importante en prolongeant la durée de stockage réfrigéré
(figure 67).
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Figure 67. Variation de I’indice de peroxyde des lipides des filets de sardine au cours de

stockage réfrigéré (4°C)

Apres 7 jours de stockage la valeur d’indice de peroxyde des différents échantillons est comme
suit : Témoin (7 méq Oz /kg) ; vin (7 méq Oz /kg) ; vitamine C (5 méq O> /kg) ; huile essentielle
de myrte (5 méq Oz /kg).
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Tout au long, de la période de stockage, la vitamine C et le film contenant 1’huile essentielle de
myrte ont présenté la meilleure aptitude a retarder la formation des peroxydes.

Gimenez et al. [177] ont utilisé un extrait de romarin pour aider a préserver les filets de daurade
a téte dorée (Sparus aurata) et le saumon (Salmosalar) et ont constaté que 1'oxydation des lipides
a ¢té ralentie. Serdaroglu et al. [178] et Vareltzis et al. [179] ont également rapporté le
retardement du phénomeéne d’oxydation lorsque I'extrait de romarin a été utilisé comme agent
de conservation des sardines et des maquereaux hachés et congelés. Tsimidou et al. [180] ont
étudié 'activité antioxydante de I'huile d’origan appliqué aux maquereaux et ont trouvé que le
taux d’oxydation des lipides ralentit le taux d'oxydation lipidiques par rapport au taux obtenu a
l'aide du romarin.

I1 y a peu de rapports traitant des films alimentaires contenant des extraits de plantes naturelles
et qui plus est, la plupart de ceux qui ont été publiés, mettent I'accent sur le physique, les
propriétés chimiques et / ou antimicrobiennes des films, et non sur leurs effets antioxydants
lorsqu'il est appliqué a des denrées alimentaires. Oussalah et al. [181] ont développé un film a
base de protéines de lactosérum du lait enrichi en ajoutant de 1'huile essentielle d’origan. Ils
n'ont enregistré aucune protection contre I'oxydation du muscle contrairement aux conclusions
rapportées ici pour le cas de film a base de gélatine incrémenté d’huile essentielle de myrte. La
raison de cette différence pourrait étre attribuée aux différentes natures de la viande et des
lipides des poissons, étant donné que les lipides des poissons sont connus pour étre plus
fortement insaturés et en conséquence plus vulnérables a I’oxydation, et en effet, dans la méme
étude [181] les chercheurs ont rapporté des faibles niveaux d’oxydation.

II1.3.4. Variation de I’indice de rétention d’eau au cours de ’entreposage
réfrigéré des poissons

La capacité de rétention d’eau des différents échantillons décroit en fonction de la durée de
stockage. L’échantillon enrobé de film a base de gélatine (témoins) présente la variation la
moins notable comparé aux autres échantillons. La capacité de rétention d’eau de ce dernier
passe de 85% a 52% apres 7 jours contrairement a I’échantillon témoin dont la capacité de
rétention d’eau est réduite a 30% a la fin de la période de suivi. Nous pouvons attribuer cette
constatation au fait que I’enrobage joue le role d’une barriere permettant de mieux préserver le
contenu de I’échantillon en eau.
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Figure 68. Variation de I’indice de rétention d’eau des filets de sardine au cours de
stockage réfrigéré (4°C)

Les variations de la capacité de rétention d’eau des échantillons additionnés des conservateurs
naturels (vitamine C, extrait phénolique du vin), sont aussi meilleures que 1’échantillon témoin
avec une valeur de 52% a la fin de la période de stockage pour les deux échantillons.

II1.3.5. Résultats des analyses sensorielles

D’apres les résultats des analyses sensorielles effectuées par le panel d’analyse sensorielle, nous
avons tracé les courbes représentant les profils relatifs aux critéres d’évaluation des filets de
sardines avant et apres cuisson (figure 69). Les critéres avant cuisson portent sur I’aspect et
I’odeur du produit. Alors que ceux apres cuisson, sont relatifs a la texture et a la sensation en
bouche. L’échantillon référence figurant sur les deux figures 54 et 55, est un échantillon de
poisson frais n’ayant subi aucun traitement.

couleur...
6

=f=témoin
=fll=vin
vitamine C

== Référence

Avant cuisson

Figure 69. Profils sensoriels (odeur/ aspect) des différents échantillons du poisson avant
cuisson
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Tableau 49: Profils relatifs aux critéres d’évaluation avant cuisson

Référence

Critéres témoin vin vitamine C (produit industriel)
couleur grise 2,68 2,5 2,87 1
brillance 2,5 2,93 3,31 5
odeur 2,87 2,62 2,81 2
iodée 3,62 3,62 2,68 5
acide 4,06 3,25 3,87 1
lait 4,37 4,5 4,43 1
terre 4,56 4,37 4.5 1

Les courbes relatives aux différents échantillons, sont assez proches raduisant des
comportements similaires. Contrairement a 1’échantillon frais caractérisé¢ par une odeur iodé
prononcé, une brillance trés perceptible, les échantillons obtenus aprés stockage réfrigéré se
caractérise par des odeurs traduisant I’altération du produit : acide, lait, terre, et une brillance

moins perceptible. Les filets des poissons marinés dans la solution aqueuse d’extrait phénolique
du vin rouge, présente une odeur iodée importante (3,62) et des odeurs d’altération moins
prononcées que les autres échantillons. La note attribuée a cet échantillon pour le critére
brillance est aussi importante (2,93).

dureté

collant

friabilité

== témoin
== vin

vitamine C
== huile de myrte
==ie=Référence

Apres cuisson

Figure 70. Profils sensoriels (texture) des différents échantillons du poisson aprés

cuisson

Tableau 50: Profils relatifs aux critéres d’évaluation aprés cuisson

Référence
Critéres Témoin Vin Vitamine C Huile de myrte (Produit industriel)
Dureté 2,87 2,18 1,75 2,06 3
Friabilité 3,06 2,18 2,06 2,18 3
Collant 4,06 3,75 3,25 3,87 1
Fibreux 3,75 2,93 3,43 4,12 1
Juteux 1,62 2,87 3,31 3,25 5
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Dans cette deuxieme partie des analyses sensorielles effectuées, on constate que les échantillons
marinés dans la solution aqueuse d’extrait phénolique du vin sont aussi les échantillons qui
présentent le comportement le plus proche de 1’échantillon frais, ces résultats attendus puisque
les analyses avant cuisson traduisent un degré de fraicheur meilleur de cet échantillon comparé
aux autres échantillons stockés.

Le panel d’analyse sensoriel a attribué des bonnes notes a 1’échantillon enrobé pour la jutosité
(3,25), la friabilité¢ (2,18) et la dureté¢ (2,06). Cependant les panélistes ont noté que cet
échantillon était plus collant et fibreux que les autres échantillons.

IV. Modélisation

IV.1. Présentation du modele de Sovova [79] (1994)

La théorie, a la base de ce mode¢le de transfert de masse comprend a la fois la phase solide et la
phase fluide. Les hypothéses du modéle sont les suivantes :

a. L’écoulement est supposé de type piston, dans le lit
b. La dispersion axiale ainsi que I’accumulation dans le fluide sont négligeables

c. Le soluté est déposé a 'intérieur des cellules de la plante ou il est protégé par la paroi
cellulaire. Une partie de la paroi est détruite par le broyage (et autres traitements mécaniques)
ainsi une quantit¢ de soluté sera exposé directement au solvant et constituera le soluté
facilement accessible (L).

L’autre partie du soluté se trouvant dans les cellules intactes constituera le soluté difficilement
accessible (K).

La quantité d’huile totale est représentée selon 1’équation suivante :
O=P+K (eq81)

La concentration en soluté dans la phase solide est décrite sur la base de la teneur en matiéres
solides du soluté libre total (N), a travers la relation :

O

X, = N (eq82)
K

X, = N (eq83)
P

Xy XN (eq84)

Avec :

O : Masse totale du soluté
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N : Masse de la partie insoluble

P : Masse du soluté facilement extractible

X : Rapport du soluté et la masse de la matiere végétale
K : Masse du soluté difficilement extractible

Pour ce modéle, un bilan massique pour un élément différentiel du lit est écrit comme suit :

Phase solide :
oX
—p,-(1 —8)-5 =J(X,)Y) (eq85)
Phase fluide :
oY oY
Pco,-€ ot +Pco,-U- oh =J(X,Y) (eq86)
Avec :

X : Fraction de I’huile dans la phase solide.
Y : Fraction de I’huile dans la phase fluide.

U : Vitesse interstitielle

Dans le modgele, les termes relatifs a la dispersion du soluté dans la phase fluide sont négligés,
ce qui ¢élimine ainsi le premier terme de l'équilibre de masse dans la phase fluide. Par
conséquent, 1'équation 86 peut s’écrire comme suit :

oY
Pco, .U.a_h =J(X,Y) (eq87)

Pour le bilan de masse dans la phase solide, la condition limite est la suivante :

X (h, t=0) =Xo(eq88)

Avec :
h : coordonnées axiales
Pour I'équilibre de masse dans la phase liquide, la condition limite est la suivante :

Y (h=0,1)=0 (eq89)
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La solution analytique de ce mod¢le nécessite 1’utilisation des variables adimensionnelles :

r=——o eq90
X, (eq90)
Y
=1-— eq91
y v (eq91)
KY
z=—1X2h eq92
U (eq92)
eKy .pen Y .t
= va-Pco, (eq93)
(1_8)'stK

Les nouvelles conditions limites sont les suivantes :

@ = @ = _J(r,y) (eq94)
T Oz
r(z,t=0)=r, (eq95)
Y(r=0,7)=1 (eq96)
Avec :

F(ry) = —2%Y) (eq97)

e.Ky,-Pco, Yt

Le terme J (X, Y) est défini comme suit :

Pour X >Xx (eq98)
JXY) =K (Y -Y) (eq99)

Pour X< Xk (eql100)

Y

JIX,Y) =K, . X(1- Y*) (eqlO1)

Apres cela, il a été défini une fonction f (1) :
Fy)=f.y  (eql02)
Telle que :
f(r>1)=1 (eql03)
fr<1)< 1 (eql04)

Avec :
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f(r) : Fonction exprime le retard de diffusion dans les particules

Pour déterminer le profil de concentration dans la période d'extraction a vitesse constante,
Sovova [79] remplace le terme J * de 1'équation 102 dans 1'équation 95 grace a son intégration
en utilisant les conditions aux limites de chacun. Le terme J *doit étre remplacé et considéré
comme indépendant de la concentration du soluté dans la phase fluide. Cette intégration nous
donne les équations105 et 106.

L.@+r:r0 (eql05)
f(r) oz

a(z=09) _ —f(r)  (eql06)
ot

Au cours de I’extraction du soluté facilement extractible la vitesse est constante (X >Xg,r>1)
nous aurons les équation 107 et 108 :

@+r =1, (eql07)

0z

or(z=0,1)

— =1 108
o (eql08)

Pendant la méme période, mais a la condition (X<Xk, r<1) nous associons une constante k de
telle sorte que :

f(r<1)=kr (eql09)

La fonction de la constante k est introduite dans le coefficient de transfert de modéle masse
dans la phase solide (Kxa) comme le montre I’équation 110 :

KXa 'ps 'XK

k= . (eql10)

eKy,.p co, Y

Le profil de concentration du soluté dans la phase solide, exprimé par les équations 111, 112
et113:

pour t<T,
r=r, —1.exp(-2) (eqlll)
pourt, <T1<T, ,Z>Z,
r=r,—1,.exp[-(z-z,)] (eql12)
pourt <Tt<T ,z2>Z, etT2T,
To

r=

1+ {roexp[k(r -1, |- 1jexp(—r,kz)

(eql13)

Avec :
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t =1 -1 (eql14)
T, =T, +lln{1 * rmexp(rOkZ)} (eql15)
k l+7,,
k.. .h
7Ky eqll16
5 (eql16)
z, :Lm{r‘)e"p[k(r_rm)]_l} (eql17)
. r,—1

Sovova [79] utilise les trois équations pour décrire le profil de la concentration du soluté dans
la phase solide pendant le processus d'extraction par fluide supercritique. La premiére étape,
décrite par I'équation 114, est 1’étape de I’extraction ou le soluté est facilement accessible au
solvant. Quand nous sommes encore dans I’étape d’extraction de la partie accessible nous avons

(7=1,) ; pour la deuxiéme période du procédé, nous avons zw, une coordonnée qui divise le lit

d’extraction en deux sections : la section ou z <z, le soluté est extrait de I’intérieur des cellules
et la section dans laquelle z>zy, le soluté devient facilement extractible. La variable 7 est égal

a 7, lorsque z atteint I'extrémité de la colonne d’extraction et le soluté¢ devient accessible a

n’importe quel point du lit. Intégrer I'équation 94 par rapport a y, nous donne le profil de la
concentration du soluté dans la phase liquide :

pour T<T,,

y =exp(—z) (eql18)
pourt, <1<T, ,Z>7Z,

_ T,..exp(z, —2) (eql19)
r, —explk(t-t,]
pourpourt, <T<7T ,z>Z_ etT2>T,

y= roexp[k(t — rm] (eq120)
exp(r,kz) + 1, —explk(t— 1, |-1

Pour l'analyse des données expérimentales, les équations du modele doivent s’exprimer en
fonction des quantités mesurables, tels que le temps ou la masse de 1'extrait. Les équations qui
définissent la courbe d'extraction par le modele de Sovova [79] sont les suivantes :
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pour q<q,,
m *
e= N =q.Y [l -exp((-2)] (eql21)
m ¥
e=~ =Y la-a.e0, -2)] (eq122)
pour q >q,
m Y' WX X
e=—2=X,——In{|1+ex 11 lexp|W(q,. —q|=% eql23
=X {[ p(Y ) } p[W(a,, q]XO} (eq123)

Avec :
me : Masse d’extrait relative a N

q : Quantité spécifique du solvant exprimé dans 1’équation 124 :

IIlCO
= -2 eql24
q N (eq )

gm : Quantité du solvant spécifique dans les particules, exprimé dans 1’équation 125 :

X, - Xy

p eql25
V7 (eql25)

dm

me,, : Masse du solvant
2

z : nombre adimensionnel

Z : paramétre de la premicre phase d’extraction, ce coefficient est directement proportionnel
au coefficient de transfert de matiere suivant 1’équation 126 :

keag Pco, F
" Qco,(1—€)ps  Qco,

Z (eq126)

W : Parametre de la troisiéme phase d’extraction, ce coefficient est directement proportionnel
au coefficient de transfert de matic¢re suivant I’équation 127 :

kga, S

W = =
Qco,(1—€) Qco,

(eq127)

Avec

u : La vitesse superficielle du solvant
t: Temps

r : Concentration dans la phase liquide

f(r) : Fonction exprimant le retard de diffusion dans les particules
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h : Coordonnées axiales

H : Hauteur du lit

J* : Taux de transfert de masse

K : Masse initiale du soluté inaccessible

k : Paramétre du modele de Sovova

kya : Coefficient de transfert de masse dans la phase fluide
kxa : Coefficient de transfert de masse dans la phase solide
€ : Porosité du lit ou fraction du vide

pf : Densité du fluide

ps : Densité de solide

7 : Temps adimensionnel

Povh [181], dans son étude sur I'extraction de I'huile essentielle de camomille, a proposé les
équations 121,122 et 123 afin de faciliter le calcul des coefficients de transfert masse dans la
phase fluide (Kya) et solide (Kxa) pour la période de CER (constant extraction rate period). Les
équations sont représentées ci-dessous :

Pour t <tcgr

m=Y [l-exp(-Z)Qc,, t (eql128)
pourt ppx St<t..
m=Y"[t—teexp(z, —Z)Qco, -t (eql29)
pour t <t ..
Y’ W.X W.Qco X

m=N(X,——InJl+|ex 2 —1lex 2 Nt — 1) | == eql30

<0 W { {p(Y }P{( N (tegr — 1) X, (eq )

Avec :
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NKy,.
7 = Ya pCOZ (eq131)
Qcor(1-8).p,
N N.X,
Y *2Qc0
X, =X, - Xk
s Xo-eXpK W-gcoz J(t - tCER:| - Xy
Zw 1 (eql32)
Z X, — X
W = % (eq1323
Qcor-(1-2)
X + (X — XK)-eXP[ - ]
=t N In (eql34)
FER — 'CER W.Quo, X,

Avec :
m: Masse d’extrait

Y* : Solubilité dans I'extrait de solvant, qui peut étre calculé selon Povh [181] par :

s

« M

Y =
Qco2

(eql35)

M* : Taux de transfert de masse pour la période a taux d’extraction constante 1g/min

IV.2. Estimation des paramétres
Les parametres du modele sont les suivants :
- tcer : temps de la transition entre la premicre et la deuxieéme phase d’extraction et qui est

calculé par I’équation suivante :

N.X,

to, =— P 136
CER Y * Z.Qeos (eql36)

Les paramétres adimensionnels, Z et W, sont directement proportionnels aux coefficients
de transfert externe dans la phase fluide, et dans la phase solide respectivement, et sont
donnés par les relations suivantes:

kf Qo Peo,

Z=——(eql
Q(l_g)ps( a

37)
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ks

W= —3%_ (0q138
“Ga-o Y

Avec :

=4
L

- Py, : pourcentage d’extrait non extractible.

Nous avons constaté que ’application de ce modele nécessite la connaissance de la
concentration initiale du soluté dans le solide (xo), qui est facilement déterminée dans le
cas de I’extraction des huiles essentielles a partir des grains, mais difficile dans le cas de
I’extraction a partir des feuilles. Ainsi pour Xo la définition la plus appropriée dans notre
cas est la quantité maximale extractible initialement présente. Ce parametre change avec
les conditions opératoires et avec le type de procédé.

—La masse de solide inerte (N) a été considérée comme étant la charge d'alimentation
moins la masse totale de I’extrait ;

MexiTotal = MextFinal T MextFinal- Py, (€q139)

N = F — meyirotal (eq140)

MextTotal _ 9

X, =
0 N N

(eql41)

- En absence des données expérimentales sur la solubilité du systeme étudi¢ pour les différentes
conditions opératoires (T et P), la méthode utilisée pour 1I’estimation de la solubilité est le calcul
par la pente de la courbe reliant la masse extraite a la masse du solvant mgy, = f(mgop,).

Cette méthode pour I’estimation d’une pseudo-solubilité est basée sur les hypotheses
suivantes: la vitesse d’extraction au début est quasi constante et la vitesse maximale
d’extraction est atteinte au début du proceédé.

Dans ces conditions, le flux de transfert du soluté a travers le film s’écrit :
J = keaope(y" —y)
Avec I’hypothése que y* >> y, I’expression précédente devient:

. J

= keaopr

Sachant que le flux (J) est constant, ainsi que les autres termes k¢, ay et pr et que y* est
égale au rapport Mey¢/Meparge, ON Montre que ce rapport représente la solubilité et qu’il
est constant pendant la premiere période d’extraction. Il suffit donc de tracer mgy; en
fonction de m¢q, pour déterminer la pseudo-solubilit€ (y* = ycgr).

Les parametres du modéle a savoir, Z, W, tcgr et po, sont ajustés en minimisant I’erreur
entre le rendement expérimental et le rendement calculé, cette erreur est quantifiée par la
relation:
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ERR = Yisa(yi — }Ail)z _ SS_E
YiLi(yi—y)?  SST
Avec :

y; : Solubilité expérimentale

¥; : Solubilité simulée par le modele

y : Solubilité moyenne

IV.3. Résultats du modele

Afin d’étudier I’effet de la pression, de la température, du débit du CO, et de la granulométrie sur la
cinétique d’extraction des feuilles de Pistacia, les différentes conditions opératoires choisies sont
représentées dans le tableau 51.

Tableau 51: Conditions opératoires des expériences de la modélisation selon Sovova [79] :
temps statique = 30 minutes, masse volumique de la plante=395 kg.m>

Expériences P (Bar) | T (°C) | Débit (kg.h™1) Masse Taille des

volumique de particules

CO; (kg.m™) * (um)
1 150 40 0,6 780,23 220
2 220 40 0,6 857,20 650
3 220 40 1,2 857,20 650
4 220 50 1,2 806,61 220
5 220 60 1,2 752,38 220
6 150 40 1,2 780,23 220
7 220 40 1,2 857,20 220
8 80 40 1,2 277,90 220
9 80 40 0,6 277,90 650
10 150 40 1,2 780,23 650
11 100 40 0,6 428,76 650
12 150 40 1,2 780,23 650
13 100 40 1,2 428,76 650
14 80 40 0,6 277,90 220
15 220 40 0,9 857,20 220
16 220 40 1,2 857,20 650
17 100 40 1,2 428,76 220
18 220 70 1,2 777.58 220
19 220 40 0,3 857,20 220
20 100 40 0,6 428,76 650

* [NIST Chemistry WebBook]

D’apres les résultats présentés dans le tableau 52, nous constatons que le coefficient de transfert
dans la phase fluide kr.a diminué¢ avec I’augmentation de la pression, ce résultat est di a la
diminution de la vitesse du solvant. Par contre dans la phase solide ksa augmenté et la
résistance dans le solide augmente.
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La différence entre les valeurs de kr.a et ks.a est dii au fait que ks.a est relié a la diffusion du
soluté a I’intérieur de la particule, et dépend des propriétés de la matiere végétale, alors que kr.a

dépend des conditions opératoires (P et T) et de ’hydrodynamique du lit.

Tableau 52: Résultats de la modélisation

Données Estimation Résultats Validation
N 104X, v 104, zZ w p 1% terr trer (5) | Kn*10* | kg *10* R? ERR*10
(adimensionne | (adimen (s) (C9) (D) %
1) sionnel)
0,029000 10,00 0,0075 04 0,029 0,053 3,00 482,01 496,10 | 1,130 1,45 98,84 1,160
0,029968 10,13 0,0130 04 0,0298 0,138 3,00 315,34 324,75 | 1,150 3,74 99,43 5,700
0,029943 18,99 0,0187 13 0,0304 0,021 8,61 197,94 203,97 | 1,180 5,89 98,70 1,290
0,029932 22,64 0,0175 14 0,0783 0,037 3,00 110,98 119,67 | 0,970 1,00 91,16 8,840
0,02994 20,09 0,0128 25 0,0219 4,82 3,00 1449,61 1473,2 | 1,700 262 87,80 1,220
0,029961 12,93 0,0078 07 0,0304 0,019 3,00 211,58 218,02 | 0,753 0,986 96,47 3,520
0,029826 58,40 0,0259 31 0,0275 0,017 3,00 344,24 353,72 | 2,140 0,912 99,62 0,374
0,029972 9,46 0,0038 06 0,0306 0,019 3,10 232,86 240,00 | 0,214 0,992 99,28 0,719
0,029971 9,73 0,0029 05 0,0374 0,012 6,42 431,23 447,37 | 0,926 0,666 99,61 0,383
0,02997 10,02 0,0078 06 0,0304 0,013 11,20 198,81 204,86 | 0,565 5,32 98,78 1,220
0,02995 16,78 0,0044 13 0,0297 0,022 3,00 265,96 273,89 | 0,782 1,21 97,98 0,541
0,02994 15,20 0,0065 12 0,0304 0,0122 7,43 224,80 231,64 | 0,828 0,657 98,47 1,530
0,029946 17,91 0,0050 25 0,0701 0,0110 9,08 111,85 119,71 1,740 0,590 98,38 1,610
0,029913 29,21 0,0033 14 0,0267 0,0092 9,78 549,97 564,67 | 2,040 0,494 99,60 0,408
0,029939 20,27 0,0180 38 0,0562 0,0114 7,88 113,61 120,00 | 1,400 0,615 97,10 2,830
0,029848 50,78 0,0089 12 0,0215 0,0172 7,80 437,24 446,66 | 0,799 0,693 99,44 0,552
0,029942 19,30 0,0068 13 0,0262 0,0218 4,86 298,95 306,79 | 9,720 0,879 99,54 0,453
0,029947 17,79 0,0103 19 0,0282 0,0059 30,00 473,78 487,16 | 1,050 0,237 98,74 1,260
0,02991 30,12 0,0086 04 0,0258 0,0232 3,00 509,29 522,46 | 0,959 0,936 99,51 0,483
0,029958 13,86 0,0046 07 0,0271 0,0212 3,00 978,36 10049 | 1,010 0,854 99,60 0,394
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Figure 71. Evolution du rendement expérimental et théorique a différentes pressions

La température a un effet différent sur ces coefficients. Ainsi quand la température augmente,
kr.a augmente, ceci est dii 4 la diminution de la masse volumique du solvant. Pour une pression
de 220 bars le coefficient de transfert dans la phase solide kr.a augmente avec I’augmentation
de la température de 40°C a 60°C par contre au-dela de cette valeur de la température nous
avons constaté un effet inverse.
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Figure 72. Evolution du rendement expérimental et théorique a différentes températures

D’apres les résultats nous remarquons que 1’effet du débit est trés important sur la valeur de
tcer par contre il n’a pas influence sur kr.a et ks.a. Ceci est clair dans les expériences 2 et 3 le
tcer passe de 315,34 seconde pour un débit de 0,6 kg.h' & 197,94 secondes pour un débit 1,2
kg.hl.

A un débit plus grand, I’influence est importante sur le temps transition entre la premiere et la
2¢me période, par contre il n’influence pas les autres paramétres.

Nous avons remarqué un temps de transition treés élevé (1449 s) par rapport aux autres
conditions opératoires et précisément pour une pression élevée (220 bars) et une température
aux alentours de 60°C par contre, 3 100 Bars et un débit de 1,2 kg.h™! avec des particules de
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grandes tailles (650 um), on a eu seulement 111 s comme temps de transition. En examinant
les expériences 3 et 6, nous pouvons conclure qu’une diminution de la taille des particules de
650 um a 220pum pour une pression, température et débit de CO> constantes, entraine une
augmentation du coefficient de transfert de masse c6té solide et une diminution du coefficient
de transfert de masse coté fluide. Mais la granulométrie n’a pas d’effet sur les autres parametres

du modéle.
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Figure 73. Evolution du rendement expérimental et théorique a différents débits de CO2
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Figure 74. Evolution du rendement expérimental et théorique a différentes tailles de
particules

Les courbes représentés ci-dessous montrent bien la fiabilité de nos résultats et la coincidence
des points expérimentaux et des points trouvés a partir de la simulation du modele de Sovova
[79].

En examinant le coefficient de la corrélation R? du modéle, nous pouvons affirmer que ce
modele a bien exprimé nos résultats expérimentaux et que 1’erreur de manque d’ajustement est
trés négligeable.

Le modele proposé par Sovova [79] et dont I’hypothése de base est la non uniformité de la
distribution du soluté dans le solide, constitue une approche plus réaliste du mécanisme
d’extraction. Cette hypothese traduit le fait qu’au début de 1’extraction, le soluté est distribué
sur deux types de sites : les cellules brisées et les cellules intactes.

L’utilisation de ce modéle nécessite également la connaissance de la solubilité du systéme
¢étudié dans toutes les conditions opératoires. D’une maniere générale les données de solubilité
ne sont pas toujours disponibles, auxquels cas nous avons eu recours a I’utilisation des données
expérimentales sur la cinétique d’extraction pour I’estimer.

L’ajustement du coefficient de transfert dans la phase solide (kr.a) a montré que la surface
externe effective, c’est a dire celle qui est concernée par le transfert, ne représente qu’une petite
partie de la surface spécifique externe de la particule.
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e but du présent travail est d’étudier ’extraction par fluide supercritique, la
valorisation des extraits a partir des fleurs de Myrte et des feuilles de Pistacia par
COs supercritique et la recherche d’un produit avec un rapport qualité prix meilleur.
L’¢tude a été menée selon les étapes suivantes :

-Optimisation des conditions d’extraction des fleurs de Myrte par CO supercritique par un plan
d’expérience de Doehlert modifi¢ par 1’algorithme de Detmax afin d’améliorer le plan de
Dohelert existant qui n’a pas été fiable dans notre cas.

-Analyse et comparaison de la composition d’extrait de myrte et son activité antioxydante avec
les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation.

-Optimisation avec un plan composite central du rendement et de 1’activité antioxydant des
feuilles de Pistacia en fonction des conditions opératoires ainsi que la détermination des
conditions optimales globales des deux réponses étudiées.

- Estimation des colts de fabrication d’extrait du Pistacia pour les différentes conditions
opératoires optimales et pour différentes tailles d’installations supercritiques.

- Analyse de la composition chimique d’extrait de Pistacia et 1’estimation des composés
responsables de 1’activité antioxydante dans les extraits de Pistacia a différentes conditions
opératoires.

-Valorisation des extraits par CO> supercritique, les huiles essentielles et de ’eau florale de
myrte en les ajoutant comme un alternatif pour remplacer des antioxydants commerciaux par
des antioxydants naturels.

- Etude de I’effet des conditions opératoires sur le phénomene de transfert de matiére en utilisant
le modé¢le de Sovova.

Cette étude expérimentale de I’extraction et de valorisation nous a permis de mettre en évidence
les résultats suivants :

- la modification du plan de Doehlert via 1’algorithme de DETMAX, nous a fourni plus
d’informations et nous a donné des bons résultats de modélisation, cette amélioration prédictive
de ce plan été obtenue suite a une augmentation nette du déterminant de la matrice de Fisher
lors du choix des points d'identification paramétriques.

-I’optimisation de I’extraction des fleurs de Myrte a permis d’obtenir un rendement de 1,37%,
par rapport un rendement de 0,3% par hydrodistillation. Ces résultats ont montré que la pression
était le facteur le plus influengant sur le rendement d’extraction et il est préférable de travailler
a haute pression afin de récupérer le maximum d’extrait. La température a un effet négatif sur
le rendement et la température optimale pour 1’extraction des fleurs de myrte est de I’ordre de
40°C. L’¢étude de I’effet de la masse végétale initialement introduite n’a montré aucun effet
significatif sur le rendement. L’¢étude de 1’effet du temps de contact sur le rendement, nous a
donné un rendement maximal pour un temps de contact de 40 minutes.
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-I’¢étude de la composition d’extrait de Myrte a donné un chémotype différent de celui des huiles
essentielles, a-pinéne/1,8-cinéole comme chémotype pour les huiles essentielles ; 1.8-cinéole
/eugénol pour I’extrait issue par CO2 supercritique.

- Pextrait des fleurs de Myrte par CO; supercritique a présenté¢ une activité antioxydante
meilleure (ICso) que celle des huiles essentielles et qui est de I’ordre de 30 pg/ml pour I’extrait
de COz supercritique et de 0,8 mg/ml pour les huiles essentielles.

- Pour avoir un bon rendement, il faut travailler a haute pression (200 bar) et pour avoir une
bonne activité antioxydante on doit travailler a basse pression (80 bar).

- optimisation du rendement et de ’activité antioxydante n’a pas abouti & un maximum
commun suite aux conditions optimales des deux réponses qui n’ont pas de points communs.

- la recherche des conditions optimales d’extraction pour avoir un maximum d’extrait avec une
activité antioxydante acceptable, nous a donné les conditions optimales suivantes : une pression
de 84 bar, une température de 40°C, un débit de 1,2 kg.h™!, un temps de contact de 36 minutes
et les particules doivent avoir une taille de I’ordre de 461 um.

- Pour ne pas négliger le c6té économique, 1’étude du colit du produit a été réalisé et nous avons
montré qu’avec un bon investissement au début pour avoir une installation supercritique de
1000 L nous obtiendrons un extrait de bonne qualité et de moindre colit qui peut étre 6 fois
moins cher que le prix d’une huile essentielle existant sur le marché.

- I’ajout d’extrait de CO» supercritique de Pistacia a I’huile de beurre présente la meilleure
capacité de stabiliser la matiere grasse face a I’oxydation.

-L’ajout de ’eau florale des fleurs de Myrte au yaourt a favorisé le catabolisme des sucres et
I’anabolisme des acides organiques.

Tous ces résultats donnent plus d'intérét a 1'ajout des extraits naturels au lait ou a des produits
laitiers comme les yaourts pour assurer des effets bénéfiques sur la santé et une protection
contre les micro-organismes d’altération.

- L’ajout de I’huile de myrte pour 1’enrobage des filets de sardine a montré :

* la teneur finale en ABVT apres 7 jours de stockage réfrigéré de 1’échantillon contenant la
vitamine C est de 21mgN /100g et celle de 1’échantillon contenant I’huile essentielle de myrte
est de 23 mgN /100g contre 25mgN /100g pour I’échantillon témoin.

* la vitamine C et le film contenant I’huile essentielle de Myrte ont présenté la meilleure
aptitude a retarder la formation des peroxydes.

* Les variations de la capacité de rétention d’eau des échantillons additionnés des conservateurs
naturels (vitamine C, extrait phénolique du vin), sont aussi meilleures que I’échantillon témoins
avec une valeur de 52% a la fin de la période de stockage pour les deux échantillons.
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Finalement, les résultats expérimentaux de l'extraction par CO> supercritique d’extrait de
Pistacia, ont été modélisés par le biais du modéle de Sovova, modele retenu vu sa fiabilité et
les résultats numériques obtenus dans plusieurs travaux antérieurs rapportés dans la littérature.

Perspectives

Enfin, dans un contexte promouvant la chimie verte et le développement durable, les nouvelles
technologies, en utilisant des solvants “verts’ tels que le CO»-SC, répondent aux exigences des
industries pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire, et respectent les normes pour la
protection de I’environnement. Par conséquent, ces nouvelles technologies apparaissent bien
comme la meilleure solution alternative et la plus efficace face a ces défis de I’industrie
moderne. A I’issue de ces travaux menés tout au long de cette these, un certain nombre de pistes
de recherche sont a notre portée et méritent d’étre expérimentées. En voici quelques-unes :

e [’extrapolation de ces résultats et le développement de ces procédés a 1’échelle industrielle
nous semblent trés importants dans des domaines tels que les industries pharmaceutiques,
cosmétique et agroalimentaire.

e La modélisation du processus d’extraction au CO2-SC a haute pression pour en améliorer
I’extraction des antioxydants naturels.

e La valorisation des extraits de ces nouvelles technologies par des tests sur les activités
biologiques telles que 1’activité anticancéreuse et antipaludique.

e Le fractionnement de ces extraits et 1’identification des molécules responsables de la
meilleure activité.
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Annexe 1

ANNEXE 1
(ALGORITHME DETMAX)

N.-K. Nguyen, A.J. Miller, A review of some exchange alogrithms for constructng discrete D-
optimal designs, Comput. Stat. Data Anal. 14 (1992) 489-498.

Lemmal
ww’
The inverse matrix of T+ ww’ is T— .
1+w'w
U
Proof O
T T o™ 1+ w'wyow’”
ww ww ww ww
(I+WWT{ - T J=I+wwr— = T :I+wa—(—T=I
1+w'w l+ww 14+ww 1+w'w
N.B. :In a same way (I+ wa)f1 =1+ if ww<1.
1-w'w

Lemma 2

det(I+ wa)= l+w'w

Proof
. (w
Let the Cholesky decomposition of I+ww' be TT', and in a same way W = where ais scalar. We
a
have :
.o |TT"  ow T 0)\7T" v 7" Tv
I+ww" = T 2|7 T =\ 10 7 2
ow' 1+« vi pAO B) WT viv+p
So:
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v=al'w

B =1+a’—oPw' (TT") 'w

Hypothesis : det(I+ wa): 1+w'w

det(l+ w'w'T): (Bdet TY’ :,[32(1 + wTw): €+ o’ —a'w' (I+ wa)_lwll + wTw)
(]

The lemma 1 gives :

T

det(l+ w'w'T): Ll +a’ - asz(I— ww JWJ(I + wTw): l+ww+a?=1+w" w'

1+w'w
N.B. :In a same way det(l— wa)= 1—w'w if ww<1.

Lemma 3[

det (X" X+ xx" )= det (X" X )i+ x" (XTX)'x)

Proof
X" X must be a positive definite matrix an its Cholesky decomposition is :

X" X =CC" whereCis a triangular matrix.

X' X+xx" =CC" +xx" = C(I—|— ClxxTCTx'T

So det(XTx+ xxT)= det(I+ C'xx"c’ Xdet C) = det(XTX)det(I+ wa)
with w=C"'x. The lemma 2 gives :

det (X" X+ xx" )= det (X" X )i+ x" XTX)_Ix)

N.B. :In a same way det(XTX—xxT)= det(XTX 1-x" (XTX)_lx)
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Lemma 4
If B is a positive definite matrix:

1+ yTB_1 y

B+w") =B'-
Proof

The Cholesky decomposition gives B = TT"
B+w") =@T" +w") =T "(I+T'w'T") T"

]
With the lemma 1 we have:

1 T T —1 T p-1
L e
l+y' T Ty I+y'By

Lemma 5

When we want, in the matrix Y of an experimental design, replaced a vector z of Y by a vector y
(which gives the new matrix X), we have :

(VT(YTY)Iz)2

1+yT(YTY)71y

det(X"X)= det (V" Y)Q+ YY)y )= (YY) o

Proof
X'X=Yy+ry -z
Zis the matrix Y where the vector yis added, Z' Z=Y"Y+yp" .50 X' X=2"Z-z7".

The lemma 3 gives :

det(Z"Z)=det (VY Yi+y" (YY) y)and det Xfx):Ddet(ZTZ)Q—zT(ZTZ)Iz)

Tv\! T (T v\
But with the lemma 4 we have : (ZTDZ)_1 = (YTY+){)/T)_1 = (YTY)_1 - (Yl f_;);TJ({;;/Tg;li)

roY' T T ox! )
so: det(X"X)= detéZTZ 1-7" (YTY)I—(Y r) w (Y_IY)
1+yT(YTY) y

<
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det(XTX): det(ZTZ{l Pl (YT y)“ 7+ (VT(YTY) Z)J

1+y" (YY) y
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ANNEXE 2

Principe du maximum de vraisemblance appliqué a un ensemble
de mesures de variances inconnues et a priori différentes.

Likelyhood maximum method

J.E. Spindel, E. Haibach, The method of maximum likelihood applied to the statistical analysis of
fatigue data, International Journal of Fatigue, Volume 1, Issue 2, 1979, Pages 81-88

On dispose d'un certain nombre de mesures expérimentales réparties en m catégories différentes, par
exemple en microélectronique des mesures de C(V), courant sous le seuil, tension de seuil, pente sous
le seuil, transconductance, Rears , €tc.... Pour chacune de ces catégories, on cherche a ajuster un
modeéle semi-analytique dont la forme est donné a priori et qui dépend d'un méme vecteur paramétre ©
a np composantes et commun a toutes la catégories de mesures (par exemple la répartition des dopants
actifs, les géométries, les travaux de sorties, les mobilités, ...).

Le modele statistique pour la j*™ catégorie est :

yj(xi,j) :)A/j(xi,jﬂg)+gi,j

1M observation de la j™°

ou Yj(Xij) est le résultat de mesure de la catégorie de mesure.

et ffj(xi,j,e)est la valeur dujémemodéle analytique dont la forme est donnée a priori et dépend de

maniére continue et dérivable des paramétres  inconnus. Dans notre cas, les ¥j(Xi,j,0) sont estimés
en faisant tourner des codes d'éléments finis, ce qui peut prendre un temps CPU non négligeable.

Les X; sont supposés certains (pas d'incertitude sur les Xj).

€ijest le bruit, mod¢lis¢ par un tirage d'une variable aléatoire suivant une loi normale de moyenne

nulle et de variance Vj inconnue a priori. Les divers tirages sont supposés indépendants les uns des
autres.

Pour les catégories j =1 a p, on suppose que la variance Vj ne dépend que de la catégorie j.

Pour les catégories j =p+1 a m, on suppose que la variance Vj peut se mettre sous la forme :

Y, (xl.’j ) e}bj

Les coefficients Qjet bj étant inconnus a priori. Cela signifie que pour les catégories j =p+1 a m
l'incertitude est fortement liée a la valeur absolue de la mesure. On suppose de plus que le signe de

Vj:aj-

¥i(Xij,0) est constant au sein des m-p catégories de variance variable.

m
Il y a nj mesures de catégorie ]. Il'y a donc au total n,= Z n; mesures indépendantes.
j=1
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Le probléme posé est de savoir comment obtenir de "bonnes" estimations (non biaisées, de variance

minimale) des paramétres O (et accessoirement des variances Vj et des coefficients ajet bj).

La vraisemblance L de I'ensemble des observations obtenues est égale au produit des fonctions de
densités de probabilité de chaque tirage de la variable aléatoire représentant le bruit :

1 —&;
L= HH\/W HH 5 %P (”’9}@/

j=1 i=l

J=p+l i=l \/Zﬂaj‘j/j(xijj,@]’ 2a,

A

On cherche a trouver les estimations & de 0 ,Vj de Vi, ﬁjde a; et b, de quui maximisent la

J

vraisemblance L ou, ce qui revient au méme, son logarithme : M=Ln(L)

2-M=—neln(27)— Zn] -Ln(Vj)— Z Z xz,]ﬁ}yj(xu))z
nij= n/ (i, j Ao .
_ Z”J Ln(a])— z bj- ZanyJ xi,j, ])» z (XI:Ja‘g)“yJ()fl,J))z

b
j=p+l jep+l il j=pH| @ 1 (i, 1,0)

M étant une fonction continue et dérivable des V-,aj et bi,le maximum de M est obtenu en annulant
les dérivés de M en fonction des Vi, aj et bj:

{ ()/](Xl,] 9)»)/] Xl,] )2
nj -0

oM _
2 ovj V] I { VJ
d'ou :
Skt )F
I}j=i=1 Y pour j=1 ap
De méme :
i(ﬁj(xt,j O}yl )f
P b
Jau_m, o el
8a j a j I a j2 B
D'ou :

176



Annexe 2

§ (3.0 ). )f

DIARCYE

. i pour j=p+l am
De méme :
$e[islo ) (,fi’j))z ol s )
SR I L
d'od :

i(h (xz', j,ébj (i j ))2 an,ﬁf (x"’f 9])

i=l ‘ P j(xi j é]b/
aj= pourj=p+tlam

Zan (x,, J 9])

En égalant ces deux expressions obtenues pour @; , on obtient une condition sur b; , a partir de laquelle
on peut théoriquement obtenir @; : b' est en effet I'exposant tel que la moyenne simple et la

moyenne pondérée par Ln(yj(x ijs 9))de (y J (XI J 0)>y J Za’] )2 soient égales (et valent toutes deux
‘y](xh]ﬁ] j

a).

En affectant a Vj,j=l apeta aj,j=p+1 a m les valeurs déterminées ci-dessus, le log de la
vraisemblance M peut s'écrire :

p
2-M:—neLn(2ﬁ)—an-Ln(Z(yj(xz,Jﬂ}yj Xi, j )Z}LGj Ln nj )»Zn]

j=l1 i=1

_.z nj- Ln n/ yj i, 9)*)/] xz’J )2 Zn] -Ln nj)* Z bj- Zanyj xz,1,9))» ZI’U

iy )y 9] j=p+l j=p+1 i=l j=p+l

Maximiser la vraisemblance L est donc équivalent a minimiser la quantit¢ M’définie par :
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P 1]
M= njeLn Y (5i(xi.j.0)-vi(xi.j )]
j=1 i=1
f“ nj-Ln Z(y](xhlﬁ)_yj xi,j) )2 Z bj- ZL”QJ’J (xi.j,0 ))
Jj=p+l i=1 (XZ,j 0] j=p+l =l

(Les valeurs de Oet bj obtenues en minimisant M’ sont les mémes que celles obtenues en maximisant
L)

Les inconnues de ce systéme sont les Ng paramétres de O . Les m-p valeurs bj peuvent étre trouvées

()A;j (xi,j’g)_yj (xi,j’g))z

‘JA’ j (x[,j ’ ‘9117/

pratique il est préférable de fixer a priori les valeurs de bj (a 2 par exemple), car I’optimisation peut
étre plus difficile lorsque ces valeurs sont inconnues (minimisation de M’ sous les contraintes d’égalité
des 2 moyennes).

en égalant les deux moyennes (pondérées et non pondérées) de . En

Le nombre de degré de liberté disponibles est Ne - Ng -p - 2*(m-p) +1 =ne-ng +p - 2m +1

Dans notre cas, l'estimation de la fonction §j(Xi;,0) se fait par éléments finis et est donc assez

longue. Une stratégie logique de recherche serait donc de faire les itérations principales sur les valeurs

de 0, et de, soit déterminer numériquement les m-p valeurs de bj a chaque itération, soit les fixer a 2
si c’est possible.
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ANNEXE 3

Pour s’assurer qu’ils n’existent pas des points aberrants dans 1’ensemble des points obtenus pour le

tracage des courbes, le test d’homogénéité des variances (test de Cochran) donnant pour chaque
compos¢ les résultats suivants :

e L’o-pinene :

C <Ceit (1%) : il n’existe pas des points aberrants dans la gamme étalon de 1’a-pinéne.

C<Cuit (5%) : 1l n’existe pas des points suspects dans la gamme étalon de I’a-pinéne.

D’ou avec ces points la courbe d’étalonnage peut étre tracée.
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La courbe d’étalonnage a un coefficient de régression linéaire R? supérieur a 0,99 donc elle

donnera des résultats fiables.

70000

60000

y=7115,6x + 2631

R?=0,9918
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C <Ceit (1%) : il n’existe pas des points aberrants dans la gamme étalon du 1,8-cinéole.

C<Cuit (5%) : 1l n’existe pas des points suspects dans la gamme étalon du 1,8-cinéole.

D’ou avec ces points la courbe d’étalonnage peut étre tracée.
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—— Linéaire (1.8-cinéol )

JoueqJosqy

5000

0

Cocentration en ppm

Courbe d’étalonnage 1.8-cinéole

La courbe d’étalonnage a un coefficient de régression linéaire R? supérieur a 0,99 donc elle donnera

des résultats fiables.

e Lelimoneéne :

C <Ceit (1%) : il n’existe pas des points aberrants dans la gamme étalon de limonéne.
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C<Cuit (5%) : il n’existe pas des points suspects dans la gamme étalon de limonéne.

D’ou avec ces points la courbe d’étalonnage peut étre tracée.

Courbe d’étalonnage de Limonéne

La courbe d’étalonnage a un coefficient de régression linéaire R? supérieur a 0,99 donc elle donnera
des résultats fiables.

e Le linalol
C <Ceit (1%) : il n’existe pas des points aberrants dans la gamme étalon de linalol.
C<C.it (5%) : il n’existe pas des points suspects dans la gamme étalon de linalol.

D’ou avec ces points la courbe d’étalonnage peut étre tracée.

60000

y =6857,7x - 601,0%
R*=0,

40000

30000 /

20000 / o—Linalool
/ —— Linéaire (Linalool)

10000
/

O T T T T 1

50000

doueqJosqy

Cocentration en ppm

Courbe d’étalonnage de linalol

La courbe d’étalonnage a un coefficient de régression linéaire R? supérieur a 0.99 donc elle donnera
des résultats fiables.

e [’a-terpinéol :
C <Ceit (1%) : il n’existe pas des points aberrants dans la gamme étalon d’a-terpinéol.
C<Cuit (5%) : 1l n’existe pas des points suspects dans la gamme étalon d’a-terpinéol.

D’ou avec ces points la courbe d’étalonnage peut étre tracée.
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70000
60000 y=7118,7x~= Sfy
2 _
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g_ 40000
S .
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> 30000
Q
a 20000 —
) —— Linéaire (alpha-

10000 terpineot)

O T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Cocentration en ppm

Courbe d’étalonnage de a-terpinéol

La courbe d’étalonnage a un coefficient de régression linéaire R? supérieur a 0.99 donc elle donnera

des résultats fiables.

e Le B-caryophylléne :

C <Ceit (1%) : il n’existe pas des points aberrants dans la gamme étalon de B-caryophylléne.

C<Cuit (5%) : 1l n’existe pas des points suspects dans la gamme étalon de B-caryophylléne.

D’ou avec ces points la courbe d’étalonnage peut étre tracée.
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La courbe d’étalonnage a un coefficient de régression linéaire R? supérieur a 0.99 donc elle donnera
des résultats fiables.

e L’oxyde de caryophylléne :
C <Ceit (1%) : il n’existe pas des points aberrants dans la gamme étalon d’oxyde de caryophylléne.

C<Cuit (5%) : 1l n’existe pas des points suspects dans la gamme étalon d’oxyde de caryophylléne.

50000

45000 y-=5450x+1038;2
40000 R? -m‘}/
35000 g

30000 —

25000

> / =¢=—caryophylléne oxyde
g 20000 /
o
S 15000 Linéai
§ 10000 / (égfa;reh llene oxyde)
8 oo yophy Yy

0 - - ' ' '

‘ Cocentration en ppm

Courbe d’étalonnage de I'oxyde de caryophylléne

La courbe d’étalonnage a un coefficient de régression linéaire R? supérieur a 0.99 donc elle donnera
des résultats fiables.
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ANNEXE 4
Variation de la composition chimique De I'extrait de Pistacia Lentiscus avec CO; supercritique en fonction des conditions opératoires
Composes expoé exp7 exp8 exp9 expl0 expll expl2 expl3 expl4
Tricyclene 0,88+ 0,12 0,48+ 0,09 0,58+ 0.11 0,48+ 0.18 1,2+ 0,19 0,55+ 0,14 1,21+ 0,13 0,75+ 0,12 0,58+ 0,1
a-pinene 31,21+ 1,85 34,21+ 1,47 30,1+ 1,75 | 33,21+ 1,46 | 32,1127 | 34,01+ 1,57 | 33,15+ 1,43 | 34,31+ 1,44 | 32,11+ 1,58
Z-3-hexenol 0,22+ 0.04 0,32+ 0.01 0,22+ 0.04 0,23+ 0.04 0,11+0.02 0,33+ 0.08 0,53+ 0.09 0,86+ 0.14 0,62+ 0,17
E-2-hexenol 0,05+ 0.01 0 0 0 0 0,03+ 0.01 0,04+ 0.01 0,033+ 0.01 | 0,05+0.01
Hexanol 0,21+ 0.06 0,31+ 0.06 0,51+ 0.08 0,41+ 0.06 0,45+ 0.09 0,61£0.11 0,75+ 0.12 0,63£0.11 0,74+ 0.06
E-2-hexenal 0,18+ 0.05 0,28+ 0.03 0,48+ 0.04 0,58+ 0.04 0,58+ 0.05 0,55+ 0.09 0,48+ 0.05 0,65+ 0.07 0,47+ 0.04
a-thujene 0,39+ 0.04 0,41+ 0.03 0,21+ 0.02 0,31+ 0.04 0,24+ 0.04 0,3+ 0.03 0,44+ 0.03 0,56+ 0.05 0,48+ 0.04
Camphor 1,48+ 0.18 1,45+ 0.11 1,05+ 0.14 1,65+ 0.16 1,15+ 0.08 1,7£0.13 1,23+ 0.09 1,66+ 0.14 1,33+ 0.15
xxCamphene 0,99+ 0.08 1,2+ 0.12 1,02+ 0.11 1,42+ 0.13 1,12+ 0.12 1,32+ 0.12 1,16£0.14 1,22+ 0.12 1,25+ 0.12
Sabinene 0,19+ 0.07 0,22+ 0.06 0,32+ 0.04 0,42+ 0.03 0,22+ 0.03 0,52+ 0.05 0,29+ 0.01 0,56+ 0.03 0,33+ 0.02
B-pinene 2,14+ 0.14 2,17+ 0.12 2,07+ 0.16 2,37+ 0.17 2,17£0.18 2,47+ 0.21 2,27+ 0.23 2,81+ 0.24 2,23+ 0.22
Myrcene 0,15+ 0.03 0,17+ 0.02 0,27+ 0.04 0,37+ 0.04 0,17+ 0.02 0,47+ 0.06 0,33+ 0.03 0,4+ 0.05 0,28+ 0.03
o -phellandréne 0,26+ 0.03 0,3+ 0.04 0,22+ 0.03 0,32+ 0.04 0,28+ 0.04 0,42+ 0.05 0,16+ 0.03 0,24+ 0.03 0,15+ 0.02
A-3-carene 0,03+ 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0
p-cymene 2,88+ 0.17 3,04+ 0.23 3,54+ 0.31 2,95+ 0.29 3,84+ 0.41 2,45+ 0.27 3,04+ 29 2,6£0.26 3,21+ 0.31
Limonene 1,8+ 0.15 2,01+0.18 2,41+ 0.13 2,21+ 0.09 2,51+ 0.09 2,71+ 0.09 1,55+ 0.09 2,02+ 0.09 1,45+ 0.09
1-8-cineole 4,88+ 0,95 6,02+ 1,12 6,62+ 1,02 5,85+ 1,05 6,42+ 1,08 5,95+ 1,11 6,01+ 0,98 5,66+0,89 6,41+ 1,13
(E)-B-Ocimene 0,92+ 0.13 0,82+ 0.09 0,62+ 0.08 0,92+ 0.11 0,72+ 0.09 0,82+ 0.07 0,62+ 0.06 0,78+ 0.07 0,52+ 0.06
y -terpinene 0,35+ 0.03 0,56+ 0.06 0,36+ 0.04 0,33+ 0.04 0,56+ 0.07 0,12+ 0.01 0,25+ 0.04 0,12+ 0.01 0,68+ 0.09
Oxyde de Cis-linalool 1,6+ 0.12 1,79+ 0.20 1,49+ 0.01 1,09+ 0.12 1,44+ 0.13 1,69+ 0.16 1,47+ 0.15 1,72+ 0.19 1,48+ 0.11
Oxyde de Trans linalool 0,9+0.12 0,98+ 0.13 0,580.06 | 0,88£0.09 | 058£0.07 | 0,77£0.08 | 0,54+0.06 0,85+ 0.09 0,54+ 0.06
Terpinolene 0,46+ 0.06 0,48+ 0.04 0,68£0.09 | 058£0.07 | 0,74:0.08 | 048£0.06 | 0,87+0.07 0,64+ 0.08 0,92+ 0.13
Linalool 2,69+ 0.28 2,89+ 0.25 2,29+ 0.22 2,69+ 0.25 2,19+ 0.24 2,54+ 0.29 2,89+ 0.3 2,94+ 0.3 2,77+ 0.28
Borneol 3,82+ 0.68 4,62+ 0.87 4,02+ 0.88 4,22+ 0.75 4,12+ 0.77 2,74+ 0.44 4,66+ 0.48 4,45+ 0.59 4,86+ 0.66
Terpinene-4-ol 13,98+ 0,95 13,08+ 0,97 12,68+ 0,88 | 13,02+ 0,89 | 12,01+ 1,14 | 12,22+ 1,12 | 12,32+1,08 | 12,77+ 1,1 12,86+ 1,07
o -terpineol 4,68+ 0.77 4,58+ 0,69 4,88+ 0,088 4,12+ 0,66 4,21+ 0,71 4,25+ 0,68 4,36+ 0,59 4,06+ 0,68 4,66+ 0,81
Geraniol 0,59+ 0.06 0,79+ 0.08 0,99+ 0.01 0,59+ 0.01 0,59+ 0.08 0,89+ 0.12 0,41+ 0.05 0,69+ 0.08 0,31+ 0.06
Acetate de bornyle 2,12+ 0.65 2,02+ 0.63 2,12+ 0.55 2,01+ 0.54 2,19+ 0.67 2,81+ 0.61 2,88+ 0.71 2,78+ 0.55 2,8+ 0.53
Tridecane 0,13+ 0.03 0,03+ 0.01 0,05+ 0.01 0,05+ 0.01 0,06+ 0.01 0,05+ 0.01 0,08+ 0.01 0,04+ 0.01 0,06+ 0.01
Linalyl de proprionate 1,65+ 0.14 1,95+ 0.23 1,85+ 0.24 1,55+ 0.17 2,01£0.18 1,44+ 0.16 1,99+ 0.24 1,84+ 0.21 1,87+ 0.23
Acetate d’o terpenyle 0,43+ 0.04 0,63+ 0.07 0,69+ 0.05 0,77+ 0.09 0,74+ 0.08 0,87+ 0.08 0,85+ 0.09 0,88+ 0.09 0,95+ 0.12
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Copaene 0,24+ 0.02 0,26+ 0.02 0,33+ 0.04 0,46+ 0.05 0,53+ 0.06 0,66+ 0.07 0,63+ 0.07 0,77+ 0.08 0,77+ 0.08

B elemene 0,76+ 0.09 0,86+ 0.13 0,66+ 0.07 0,85+ 0.11 0,67+ 0.07 0,75+ 0.08 0,69+ 0.07 0,66+ 0.08 0,71+ 0.08

p-caryophyllene 0,83+ 0.07 0,93+ 0.1 0,9+ 0.08 1,2+ 0.13 1,1+ 0.09 1,3+ 0.11 1,51+ 0.17 1,43+ 0.15 1,41+ 0.15

o -humulene 4,64+ 0.01 4,22+ 0.01 4,82+ 0.01 4,88+ 0.01 4,03+ 0.01 4,02+ 0.41 4,43+ 0.39 4,12+ 0.5 4,83+ 0.52
Allo-aromandrene 0,49+ 0.06 0,29+ 0.03 0,31+ 0.04 0,25+ 0.03 0,42+ 0.05 0,33+ 0.04 0,58+ 0.07 0,43+ 0.05 | 0,71+0.08
Delta muurolene 0,31+ 0.04 0,21+ 0.03 0,31+ 0.04 0,21+ 0.03 0,61+ 0.07 0,14+ 0.01 0,25+ 0.02 0,24+ 0.03 | 0,61+ 0.06
GermacreneD 0,59+ 0.07 0,66+ 0.07 0,65+ 0.07 0,86+ 0.09 0,78+ 0.09 0,66+ 0.07 0,61+ 0.07 0,94+ 0.12 | 0,48+ 0.05
Nonadecanone 0,52+ 0.07 0,72+ 0.08 0,77+ 0.08 0,62+ 0.06 0,84+ 0.09 0,92+ 0.12 0,74+ 0.08 0,91£0.11 | 0,75+ 0.09
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expls expl6 expl7 expl8 exp19 exp20 exp21 exp22 exp23 exp24 exp25s
0,98+ 0,13 0,44+ 0,18 0,66+ 0,15 0,64+ 0,11 0,46+ 0,08 0,14+ 0,02 0,45+ 0,08 0,24+ 0,09 0,65+ 0,15 0,84+ 0,12 0,85+ 0,12
31,41+ 1,54 30,11+ 1,61 | 31,41+1,71 31,1+1,88 | 32,41+1,95 | 32,1+1,45 | 36,41+1,55 | 30,1+1,09 | 32,41+ 1,25 31,01+ 1,16 32,6+ 1,06
0,76+ 0,13 0,62+ 0,19 0,74+ 0,12 0,82+ 0,14 0,64+ 0,19 0,32+ 0.09 0,84+ 0,12 | 0,52+0,11 1,02+ 0,24 0,99+ 0,16 1,42+ 0,12
0,043+ 0.01 0,05+ 0.01 0,063+ 0.02 0,08+ 0.02 0,03+ 0.01 0,01+ 0.01 0,08+ 0.01 0,06+ 0.01 0,1+ 0.03 0,08+ 0.04 0,12+ 0.05
0,68+ 0.08 0,74+ 0.06 0,85+ 0.08 0,84+ 0.09 0,65+ 0.09 0,8+ 0.08 0,66+ 0.08 0,88+ 0.09 0,67+ 0.08 0,98+ 0.09 0,87+ 0.11
0,75+ 0.06 0,47+ 0.05 0,85+ 0.08 0,67+ 0.08 0,91+ 0.09 0,56+ 0.08 1,11£0.22 | 0,56+ 0.06 1,21+£0.18 0,66+ 0.08 1,31+ 0.21
0,66+ 0.05 0,48+ 0.03 0,67+ 0.06 0,58+ 0.04 0,56+ 0.06 0,88+ 0.06 0,56+ 0.05 1,08+ 0.09 0,5+ 0.06 1,18+ 0.11 0,8+ 0.09
1,76+ 0.13 1,33+ 0.11 1,96+ 0.17 1,53+ 0.13 2,06+ 0.14 1,43+ 0.15 2,86+ 0.22 1,53+ 0.14 | 2,96+0.26 1,63+ 0.18 2,56+ 0.21
1,12+ 0.13 1,05+ 0.09 1,02+ 0.1 1,08+ 0.08 1,02+ 0.09 0,66+ 0.06 0,96+ 0.08 1,25¢0.16 | 2,22+0.18 1,85+ 0.16 2,42+ 0.14
0,74+ 0.04 0,33+ 0.01 0,44+ 0.02 0,13+ 0.01 0,64+ 0.03 0,23+ 0.01 0,84+ 0.07 | 0,63£0.06 1,02+ 0.1 0,93+ 0.06 0,42+ 0.03
2,66+ 0.19 1,56+ 0.18 2,76+ 0.22 2,83+ 0.23 2,25+ 0.24 2,12+ 0.23 2,85£0.22 | 2,42+0.21 2,54+ 0.18 2,4+0.19 3,11£0.29
0,38+ 0.04 0,28+ 0.03 0,31+ 0.04 0,24+ 0.03 0,3+ 0.04 0,14+ 0.02 0,6+ 0.05 0,45+ 0.04 0,42+ 0.05 0,47+ 0.06 0,22+ 0.04
0,18+ 0.02 0,15+ 0.02 0,16+ 0.02 0,14+ 0.02 0,18+ 0.03 0,24+ 0.04 0,19+ 0.03 0,14+ 0.01 0,22+ 0.02 0,19+ 0.02 0,32+ 0.05
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,08+ 0.05
2,85+ 0.26 3,21+ 0.25 2,15+ 0.18 3,01+ 0.36 2,05+ 0.19 3,11+ 0.29 2,44+ 0.22 3,01£0.29 | 2,94+ 0.28 3,21+ 0.32 2,22+ 0.19
2,12+ 0.09 1,45+ 0.09 2,22+ 0.09 1,55+ 0.14 2,12+ 0.17 1,95+ 0.18 2,62+ 0.19 | 2,05+0.18 2,82+ 0.23 2,15+0.19 2,84+ 0.22
5,86+ 0,89 6,41+ 1,09 4,66+ 0,89 6,11+ 1,06 5,06+ 1,01 7,11+ 1,47 6,26+ 1,13 6,99+ 1,26 5,36+ 1,03 6,89+ 1,24 5,03+ 0,99
0,79+ 0.08 0,52+ 0.04 0,69+ 0.07 0,62+ 0.08 0,44+ 0.05 0,44+ 0.05 0,24+ 0.02 | 0,64+ 0.07 0,34+ 0.03 0,84+ 0.07 0,44+ 0.05
0,52+ 0.04 0,77+ 0.08 0,01+ 0.0 0,12+ 0.01 0,18+ 0.02 0,44+ 0.04 0,48+ 0.04 | 0,44+0.03 0,17+ 0.02 0,18+ 0.02 0.01+ 0.00
1,82+ 0.16 1,48+ 0.14 1,42+ 0.12 1,68+ 0.17 1,02+ 0.1 1,38+ 0.12 1,22+ 0.14 1,48+ 0.13 1,45+ 0.18 1,88+ 0.19 1,67+ 0.21
0,55+ 0.06 0,56+ 0.07 0,65+ 0.07 0,66+ 0.08 0,75+ 0.08 0,76+ 0.07 0,95+ 0.15 0,66+ 0.08 1,01+ 0.15 0,86+ 0.09 1,11+ 0.14
0,74+ 0.09 0,82+ 0.09 0,24+ 0.03 0,92+ 0.14 0,2+ 0.03 0,82+ 0.09 0,3+ 0.04 0,92+ 0.13 0,48+ 0.06 1,02+ 0.14 0,68+ 0.09
2,86+ 0.3 2,76+ 0.01 2,66+ 0.28 2,06+ 0.24 2,86+ 0.31 2,26+ 0.25 2,06+ 0.23 2,66+ 0.27 | 2,46+0.28 2,86+ 0.26 2,65+ 0.28
4,65+ 0,67 4,86+ 0.78 4,95+ 0.66 4,16+ 0.69 4,85+ 0.49 4,66+ 0.48 5,22+ 0,76 | 5,66= 0.68 5,82+ 0,64 4,3+ 0.52 4,02+ 0.66
12,97+ 0,94 12,86+ 0,97 12,7+ 0,98 12,06+ 1,06 | 13,12+1,15 | 12,16+1,13 | 13,02+ 1,11 13+ 1,03 12,82+ 1,07 12,33+ 1,02 12,02+ 1,3
4,98+ 0,76 4,77+ 0,73 4,88+ 0,72 4,67+ 0,67 4,68+ 0,88 4,55+ 0,76 4,88+ 0,75 | 4,87+£0,67 | 4,33+0.75 4,57+ 0.66 4,03+ 0,65
0,79+ 0.09 0,41+ 0.06 0,7+ 0.09 0,4+ 0.05 0,55+ 0.06 0,65+ 0.07 0,73+ 0.08 0,75+ 0.08 0,65+ 0.07 0,83+ 0.07 0,42+ 0.06
2,68+ 0.52 2,8+ 0.39 2,88+ 0.41 2,85+ 0.44 2,08+ 0.43 2,15+ 0.45 2,184 0.39 | 2,05+£0.41 2,02+ 0.44 2,41+ 0.56 2,42+ 0.46
0 0,06+ 0.01 0 0,06+ 0.01 0,03+ 0.01 0,05+ 0.01 0,02+ 0.0 0,04+ 0.01 0,08+ 0.02 0,04+ 0.01 0

1,7+ 0.19 1,97+£0.22 1,02+ 0.13 1,27+ 0.14 1,12+ 0.16 1,2+ 0.12 1,42+ 0.17 1,27£0.15 1,52+ 0.14 1,02+ 0.1 1,82+ 0.23
0,68+ 0.07 0,9+ 0.11 0,28+ 0.04 0,98+ 0.1 0,18+ 0.02 0,48+ 0.05 0,28+ 0.03 0,68+ 0.07 0,88+ 0.09 0,18+ 0.02 0,98+ 0.12
0,87+ 0.09 0,67+ 0.08 0,57+ 0.06 0,67+ 0.08 0,47+ 0.06 0,7+ 0.08 0,77+ 0.08 0,63+ 0.07 0,47+ 0.05 0,48+ 0.06 0,32+ 0.03
0,86+ 0.09 0,71+ 0.08 0,96+ 0.12 0,61+ 0.07 0,44+ 0.06 0,81+ 0.09 0,48+ 0.05 0,24+ 0.03 0,44+ 0.05 0,47+ 0.06 0,91+ 0.12
1,53+ 0.16 1,41+ 0.14 1,23+ 0.13 1,31£0.14 1,13+ 0.10 1,41+ 0.14 1,03+ 0.11 1,01£0.12 1,13+ 0.11 1,41£0.13 1,63+ 0.17
4,31+ 0,44 4,63+ 0.52 4,21+ 0.51 4,43+ 0.43 4,01+ 0.42 4,93+ 0.53 4,44+ 0.51 4,22+ 0.47 4,4+ 0.45 4,12+ 0.44 3,12+ 0.31
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expl5s expl6 expl7 expl8 exp19 exp20 exp21 exp22 exp23 exp24 exp25s
0,85+ 0.09 0,78+ 0.08 0,8+ 0.08 0,71+ 0.08 0,12+ 0.02 0,91+ 0.08 0,22+ 0.03 0,41+ 0.05 0,31+ 0.04 0,51+ 0.05 0,41+ 0.05
0,64+ 0.06 0,66+ 0.07 0,54+ 0.06 0,51+ 0.06 0,41+ 0.05 0,15+ 0.01 0,43+ 0.05 0,63+ 0.05 0,41+ 0.05 0,23+ 0.03 0,22+ 0.01
0,44+ 0.05 0,41+ 0.05 0,64+ 0.07 0,31+ 0.04 0,44+ 0.05 0,39+ 0.04 0,24+ 0.03 0,33+ 0.04 0,28+ 0.03 0,36+ 0.04 0,38+ 0.04
0,81+ 0.08 0,75+ 0.08 0,8+ 0.08 0,55+ 0.06 0,77+ 0.09 0,65+ 0.07 0,7+ 0.08 0,75+ 0.07 0,8+ 0.08 0,95+ 0.09 0,74+ 0.09
0,03+ 0.01 0 0 0,04+ 0.01 0 0,05+ 0.01 0 0 0 0,01£ 0.0 0
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Valorisation de quelques plantes médicinales issues de la flore Tunisienne : Extraction
par COz supercritique

L’extraction par fluide supercritique en particulier a 1’aide du dioxyde carbone, présente
plusieurs avantages par rapport aux procédés d’extraction classiques tels que le gain du temps,
la sélectivité et I'absence de dégradation des substances extraites. Dans ce contexte, I’extraction
des fleurs de Myrte et de Pisticia a été étudiée en déterminant leurs conditions optimales pour
avoir un bon rendement. Cette étude a montré pour les deux plantes un rendement élevé en
travaillant a des pressions importantes a 1'ordre de 200 bars, a une basse température de 40°C
et pour des particules de petites tailles de I’ordre de 220 um. L'extrait de Myrte a montré une
activité antioxydante meilleure que celle de I’huile essentielle de la méme plante avec un IC50
de I‘ordre de 30 pg/ml. L'optimisation du pouvoir antioxydant des extraits de Pistacia par CO»
supercritique a montré un comportement différent de celui du rendement et pour des faibles
pressions d’extraction (80 bars), l'activité antioxydante est meilleure. A 84 bars, I'¢tude a
montré la possibilité d'obtenir un extrait présentant un rapport qualité prix meilleur pour des
installations supercritiques industrielle de grandes tailles. Afin de valoriser nos recherches et
de les concrétiser, I’ajout des extraits et des huiles essentielles a des produits agroalimentaires
a enrichi et a donné une valeur ajoutée qui peut représenter ure innovation dans le domaine
agroalimentaire. Finalement, les résultats expérimentaux de 1’extraction par CO; supercritique
d'extrait de Pistacia, ont ét¢ modélisés par le biais du modéle de Sovova (1994) et les résultats
numériques de simulation obtenus sont en accord avec les travaux expérimentaux réalisés.

Mots clés : Extraction, Optimisation, Plan d'expériences, Sovova, valorisation, Myrte,
Pistacia

Valorization of some medicinal plants from the Tunisian flora: Extraction with
supercritical CO2

The supercritical fluid extraction, using carbon dioxide, has several advantages over
conventional methods of extraction such as the gain of time, selectivity and absence of extracted
substances degradation. In this context, the extraction of myrtle flowers and Pistacia were
studied by determining their optimal conditions for a good performance. This study showed for
both plants high efficiency when working at high pressures in the order of 200 bars, at a low
temperature of 40 ° C and for small particle sizes of the order of 220um. The myrtle extract
showed a better antioxidant activity than the essential oil of the same plant with an IC50 of
about 30 pg / ml. The optimization of antioxidant extracts from Pistacia supercritical using CO>
showed different results from those for performance and we have good antioxidant activity for
pressures of about 80 bars. At 84 bars, the study showed that we can have an extract with a
better price-quality ratio for industrial supercritical installations of large sizes. The addition of
extracts and essential oils to food products was enriching and has given an added value which
can represent an innovation in the food industry. Finally, the experimental results for the
extraction with supercritical CO» of Pistacia extract were modeled through Sovova model
(1994) for its reliability and the obtained numerical results agree with previous studies in the
literature.
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