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ABSTRACT: Thyme, Thymus vulgaris L., is an herb widely used throughout the world. It is, without doubt, one of the most
popular plants in Morocco. For the purpose of examining the factors affecting the extraction of the essential oil of this plant
by hydrodistillation, a screening study by Hadamard matrix type Plackett and Burman was conducted. After an appropriate
choice of six factors, sixteen experiments lead to a mathematical model of first degree connecting the response function
(yield) to factors. Later than the realization of the experiments and data analysis, we concluded that five factors have a
significant effect on the hydrodistillation process, namely: the extracting time, the harvest period, the individuality effect, the
mass plant/water ratio and the temperature of heating. As for the drying of plant material, it presents a statistically negligible
effect.

KEYWORDS: Thymus vulgaris L., hydrodistillation, factors, screening, Plackett and Burman design, yield.

RESUME: Le thym, Thymus vulgaris L., est une herbe médicinale largement utilisée a travers le monde. Elle est, sans doute,
I'une des plantes les plus populaires au Maroc. Dans le but du criblage des facteurs qui influent sur I'opération d'extraction
de I'huile essentielle de cette plante, une étude de criblage par matrice d'adamard de type Plackett et Burman a été menée.
Aprés un choix approprié de six facteurs, 16 expériences ont conduit a un modéle mathématique du premier degré reliant la
fonction de réponse (rendement) aux facteurs. Apres la réalisation des expériences et I'analyse des données, nous avons
conclu que cing facteurs ont un effet significatif sur le procédé d'hydrodistillation, a savoir: le temps de traitement, la période
de récolte, I'effet d'individualité, le rapport matiére végétale/Eau et la température de chauffage. Quant au séchage des
feuilles, il présente un effet statistiquement négligeable.

MoOTs-CLEFS: Thymus vulgaris L., hydrodistillation, facteurs, criblage, plan Plackett et Burman, rendement.
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1 INTRODUCTION

Les plantes aromatiques et médicinales représentent une valeur considérable pour I'économie marocaine. En 2010, les
exportations de plantes aromatiques et médicinales en produits semi-transformés ont augmenté a 900 millions de DH. Quant
aux importations, elles ont dépassé les 600 millions de DH. De plus, les chiffres de I'Office des changes ne tiennent pas
compte de la consommation locale, qui est estimée a prées de 400 millions de DH, commercialisés par les herboristeries,
parapharmacies et autres magasins spécialisés dans les produits du terroir [1]. Parmi ces plantes, il y a le Thym.

Thymus vulgaris L. est un arbuste a feuilles persistantes appartenant a la famille des Lamiacée. Il est indigéne de I'Europe
du sud, on le rencontre depuis la moitié orientale de la péninsule ibérique jusqu’au sud-est de I'ltalie, en passant par la
facade méditerranéenne francaise [2], [3]. Il est maintenant cultivé partout dans le monde comme thé, épice et plante
médicinale [4].

L’essence du thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles essentielles les plus actives [5], [6].

Le thym posséde de nombreuses activités biologiques telles que I'effet antispasmodique, antimicrobien, antibactérien,
antiviral, antioxydant et activité fongicide, anti-inflammatoire, antiseptique, carminatif [5], [7], [8].

Ainsi, il est primordial de comprendre les effets des facteurs qui agissent sur le processus d'hydrodistilatiton vu leur lien
étroit avec l'amélioration du rendement en huile essentielle. Afin d'atteindre cet objectif, nous avons procédé par
I'application des techniques statistiques telles que les plans d'expérience pour rendre cette amélioration de plus en plus
accessible. Ces méthodes, qui permettent I'expérimentation dans un nombre minimal d'expériences [9], donnent la
possibilité de faire un criblage des facteurs, du plus influant au moins influant, et permettent aussi d’optimiser les conditions
opératoires afin d'atteindre le meilleur résultat possible.

Dans cet article, nous avons fait un criblage des facteurs agissant sur I'opération d'hydrodistillation de Thymus vulgaris L.
Nous nous sommes servis des plans de criblage dont les plus connus pour des facteurs a 2 niveaux sont les matrices
d'Hadamard ou de Plackett et Burman [10]. L'expérimentation a consisté a mettre en évidence les effets de certains facteurs
sur la réponse étudiée [11].

L'utilisation des plans d'expériences dans I'analyse et I'optimisation du processus d'hydrodistillation a été évoquée par
plusieurs auteurs. Certains ont utilisé d'autres types de plans tels que les plans factoriels complets [11], [12], [13]. D'autres
sont passés directement a I'optimisation en se servant des plans surface de réponse [14], [15], [16].

Le choix des plans de criblage pour notre étude au lieu des plans factoriels complets est basé sur le nombre des facteurs
étudiés qui est égale a six. Ce nombre, élevé par rapport aux facteurs des études qui ont utilisé un plan factoriel complet, va
entrainer une augmentation du nombre des essais (26=64 essais). Quant aux plans de surface de réponse, ils sont utilisés
généralement pour |'optimisation. Cette derniére reste loin de notre objectif dans ce stade, qui est celui de comprendre
I'effet de chacun des facteurs sur le processus d'hydro distillation. L’étude d'optimisation viendra en perspective et va porter
seulement sur les facteurs ayant une influence sur le processus d'hydrodistillation. Dans notre cas, un plan de criblage de
type Plackett et Burman est mieux préconisé.

2  MATERIEL ET METHODES
2.1 MATERIEL VEGETAL

Les plantes de Thymus vulgaris L. ont été cueillies a partir du jardin de l'institut national des plantes médicinales et
aromatiques de Taounat.

2.2  MATERIEL D'EXTRACTION

L'appareil utilisé pour I’hydrodistillation est de type Clevenger [17] selon le protocole recommandé par la pharmacopée
Francaise [18]. Il est constitué d’une chauffe ballon, un ballon de 1L, une colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant)
et un collecteur en verre qui regoit les extraits de la distillation. L’huile essentielle obtenue est conservée au réfrigérateur
dans un flacon en verre brun fermé hermétiquement a 4 °C et a 'ombre.
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2.3 PLAN DE PLACKETT ET BURMAN

A propos d'un processus ou d’'un phénomeéne, les premiers problemes auxquels les plans d’expériences peuvent apporter
de l'information sont ceux de criblage des parametres. Une étude de criblage peut étre définie comme une étape permettant
de repérer rapidement, dans un grand nombre (k) de facteurs, ceux qui sont effectivement influents sur un processus dans
un domaine expérimental fixé. Cette étude permettra de déterminer le "poids" de chaque niveau de chaque facteur, pour
ensuite les classer par ordre d’'importance.

Les matrices d'expériences de criblage les plus connues sont les matrices d’'Hadamard [19] ou matrices de Plackett et
Burman pour lesquelles le nombre de simulations est proche du nombre de facteurs étudiés [20]. Ces plans sont des
matrices a colonnes orthogonales composées uniquement des valeurs +1 ou -1 [21] et pour laquelle la matrice d'information
X'X est telle que : X'X* = Nly avec, |y : matrice identité d'ordre N [22]. Ces plans sont le plus souvent saturés et le modele
mathématique est un modeéle sans interactions [23].

Le plan de Plackett et Burman est un plan factoriel fractionné, et I'effet principal d'une telle conception peut étre
simplement calculé comme la différence entre la moyenne des mesures effectuées au niveau haut (+1) du facteur et la
moyenne des mesures effectuées au niveau bas (-1). Cela permet la détermination de I'effet de chaque facteur. Un grand
contraste coefficient positif ou négatif indique qu'un facteur a un grand impact sur la réponse; tandis qu'un coefficient
proche de zéro signifie qu'un facteur a peu ou n’a pas d'effet [24].

2.4  DOMAINE EXPERIMENTAL DES FACTEURS ET REPONSES

Le choix des facteurs et leurs niveaux de variations a été effectué en tenant compte des limites expérimentales du
fonctionnement, et en considérant les données de la littérature sur les conditions de I'Hydrodistillation [25]et les études
précédentes [12], [13], [14], [15], [16].

Les facteurs susceptibles d’affecter le rendement en huile essentielle se divisent en deux catégories :
- Des facteurs continus ou quantitatifs:

e Le Temps de I'opération d'hydrodistillation compris entre 150 min et 210 min

e e rapport entre la matiére végétale et I'eau dans le ballon de distillation : ce facteur varie entre 100/1200 et
100/400 (g/ml).

e Latempérature de chauffage qui est directement liée au flux de vapeur sortant du ballon chauffé donc au débit
de condensation. Afin de tester ce parametre, deux températures de chauffage sont utilisées 250° et 350°.

- Des facteurs qualitatifs:

e la période de récolte du matériel végétal qui prend les deux modalités : Moitié du mois de juillet et moitié du
mois de septembre.

e Le séchage des plantes étudiées avec les deux modalités : plante fraiche et plante séchée. Le séchage des plantes
se fait dans I'ombre pendant 8 jours.

o L'effet du changement de l'individu traité : nous avons étudié deux pieds différents, donc nous avons les
modalités "individu 1" et "individu 2"

Le Tableau 1 montre les six facteurs qui ont été étudiés simultanément afin de quantifier I'effet de chacun d'entre eux sur
I'opération d'hydro-distillation.

La réponse étudiée est le rendement en huile essentielle de Thymus vulgaris L. qui se traduit par |'expression:

Myg
Rug (%) = M

x 100

S

Avec : My = La masse de I'huile essentielle (g), M, = La masse de la matiére végétale seche (g) and Ry = Le rendement en
huile essentielle (%).

2.5 MATRICE D'EXPERIENCES

Puisque nous avons six facteurs, le plan d'expérience sera une matrice de 8 expériences. Pour plus de précision, nous
avons dupliqué le plan choisi, ce qui mene donc a une matrice de 16 essais.
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2.6 MODELE MATHEMATIQUE ET ANALYSE STATISTIQUE

Le modele mathématique résultant est un polynédme d'ordre 1 tel que:

Y=Dby+ b;X; + byX, + b3X5; + b,X, + bsXs + bgXs + €
Avec:
Y: Le rendement en huile essentielle (réponse).
b, représente la valeur moyenne théorique de la réponse.
by, by, bs, by, bs et bg: Les effets principaux des facteurs Xy, X,, X3, Xa, X5 et Xg, respectivement
€: Le terme d'erreur.

La qualité du modeéle ajusté a été exprimée par le coefficient de détermination R2, et sa signification statistique a été
vérifiée par un test F (analyse de variance) au niveau de signification de 5%. Autrement, Le R® mesure la proportion de la
variation totale de la réponse moyenne expliquée par la régression, en fait, c'est la corrélation entre la réponse observée et
prédite, et il est souvent exprimé en pourcentage en multipliant par 100 [26].

Les carrés moyens (MS) sont obtenus comme suit:
_SS
Ou SS est la somme des carrés de chaque source de variation et DF est le degré de liberté.

Le rapport entre la régression carré moyen (MSR) et le carré moyen résiduel (MSr), Fratio (r/ 1), @ été utilisé afin de vérifier si
le modele était statistiquement significatif [12].

La valeur F explique de fagon adéquate la variation des données autour de leur valeur moyenne, en plus, les effets des
facteurs estimés sont vrais [27], [28].

Les coefficients du modele ont été considérés comme significatifs pour des valeurs de p<0,05. La signification statistique
des coefficients de modéle a été déterminée en utilisant le test t (seuls les coefficients significatifs avec p <0,05 sont
conservés).

Durant cette étude, nous avons utilisé les logiciels de conception et de traitement des plans d'expériences NemrodW
[29].

3 RESULTATS

Les valeurs de réponse observées avec les différentes combinaisons des six variables étudiés sont répertoriées dans
Tableau 2.

3.1  VALIDATION STATISTIQUE DU MODELE RETENU

D’aprés le tableau de I'analyse de la variance (Tableau 3.), nous pouvons conclure que la régression explique bien le
phénomene étudié puisque la signification du risque (p-value<0.0001%) est inférieure a 0.05. Bien évidemment, le calcul de
Fratior/r) (26.77) @ montré qu'il est presque huit fois supérieur a la valeur de Fjgs.,9) au niveau de confiance de 95% qui est
égale a 3.37.

Comme régle pratique, le modele est statistiquement significatif si la valeur de F calculée est au moins de trois a cing fois
plus grande que la valeur théorique [30].

En outre, le modele ne présente pas un défaut d'ajustement. Cela signifie qu'il fait moins d’erreurs que I’expérimentation
puisque la signification du risque (p-value=0,08) est supérieure a 0.05. Le calcul de Fgatioior/pe) QUi est égale a 3,90 a montré
qu'il est inférieur a la valeur de Fg 5,1, au niveau de confiance de 95% qui est égale a 5.32. Le coefficient de corrélation
R2=94.7% est trés suffisant. La valeur donne une bonne concordance entre les valeurs expérimentales et prévues du modéle
adapté.

Le graphe (Fig. 1) montre que la courbe des valeurs observées en fonction des valeurs prévues a parfaitement I'allure
d'une droite.
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3.2 ETUDE DES EFFETS DES FACTEURS

Les effets principaux des six variables étudiés sont montrés dans le tableau 4.. Chaque coefficient est associé aux valeurs
de t et p-value. Les valeurs de t sont employées pour déterminer la signification des coefficients de régression de chacun
des paramétres ; et les valeurs de p sont définies comme plus petit niveau d'importance menant au rejet de I'hypothése nulle
[12]. En général, plus la grandeur de t est élevée, plus p value est petit, et plus le terme correspondant de coefficient est
significatif [31].

La valeur de la constante by est égale a 1.74. Cette valeur ne dépend d'aucun facteur. Les résultats du tableau 4.
montrent que seul le facteur b6 n'a pas d'influence sur I'opération d'hydrodistillation, puisque les 5 autres facteurs ont des
significations des risques (P-value) inférieures a 0.05. Ces résultats sont plus clairs sur les deux graphes (Fig. 2) des effets des
facteurs et leurs pourcentages de contribution dans la variation de la réponse étudiée (Rendement).

3.3  MODELE POSTULE

Le modele mathématique statistique qui représente la réponse en fonction des variables les plus influents est:
Y =1.74 + 0.032X; — 0.023 X, + 0.065X; — 0.019X, — 0.062X: + ¢

L'erreur expérimentale (€) a été calculée a partir des écarts types des réplications des expériences et nous avons trouvé
qu'elle a la valeur de 0.032.

4 DISCUSSIONS
4.1 PARAMETRES STATISTIQUEMENT NEGLIGEABLE
4.1.1 SECHAGE

La figure 3 montre qu'il y a une petite augmentation dans le rendement en passant des plantes fraiches aux plantes
séchées. Ce résultat est similaire a ceux trouvés pour d'autres plantes telles que Rosmarinus officinalis L. [32] et Tetraclinis
articulata [33], qui ont prouvé que le séchage pendant une semaine entraine une remarquable augmentation du rendement.
Sauf que dans notre cas, cette augmentation n'est pas statistiquement significative.

Le test t pour le coefficient b6 a montré que ce facteur n'a aucune influence sur le fonctionnement de I'hydrodistillation,
car son risque de signification (P-value= 0.123) est de plus de 0,05.

4.2  PARAMETRES STATISTIQUEMENT NON NEGLIGEABLES
4.2.1 TEMPS DE TRAITEMENT

Les deux graphes (Fig. 2) montrent que le temps (facteur b3) est le facteur le plus influent sur [|'opération
d'hydrodystillation avec un coefficient de 0.065. Il contribue tout seul par 41.64% dans la variabilité de la réponse étudiée.
Bien évidemment, le temps influe directement sur |'opération d'hydrodistillation, et son impact a été prouvé par plusieurs
auteurs [12], [13], [14], [15], [16].

4.2.2 PERIODE DE RECOLTE

La période de récolte vient en seconde place avec un coefficient de -0.062 et une contribution de 37.73%. Ce résultat
indique que le rendement est plus important en moitié du mois de juillet par rapport a celui inventorié en moitié du mois de
septembre. Ces résultats sont conformes a ceux reportés par d’autres auteurs [34], [35], qui montrent que les meilleurs
rendements d'huile essentielle de Thymus vulgaris L. correspondent au début de la phase de floraison, ce stage qui se
déroule au cours du mois de juillet.

4.2.3 EFFET DE L INDIVIDUALITE

L'effet de l'individualité est le troisieme facteur qui affecte I'opération d'hydrodistillation avec un coefficient de 0.032 et
une contribution de 10.13% dans la variabilité du rendement. Le signe négatif montre que le passage de l'individu 1 a
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I'individu 2 dans la réalisation des essais entraine une baisse dans le rendement en huile essentielle. Ce changement d'un
individu a des facteurs tels que I'dage de la plante [36], le stade de croissance de ses organes [37], ou méme a des facteurs
génétiques [38].

4.2.4 RAPPORT ENTRE LA MATIERE VEGETALE ET L'EAU

Un autre facteur qui a montré une influence significative sur le rendement a été inventorié : il s'agit bien évidemment du
rapport entre la matiére végétale et I'eau dans le ballon de distillation. Ce facteur a un coefficient de -0.023 et une
contribution de 5.29 %. Le signe moins indique que le passage du niveau min (qui est le rapport 1/12) au niveau max (qui est
le rapport 1/4) entraine une baisse dans le rendement en huile essentielle. Plusieurs études ont montré que I'augmentation
du rapport entre la matiere végétale et I'eau entraine une diminution du rendement [12], [14]. Cette diminution est
expliquée par le fait qu'une quantité élevée de matiere dans I'eau empéche la vapeur d'eau formée dans la partie inférieure
du réservoir de monter dans le tube de condensation, ce qui provoque une diminution du rendement [39].

4.2.5  TEMPERATURE DE CHAUFFAGE

Avec un coefficient de -0.019 et une contribution de 3.43 seulement, la température de chauffage est le dernier facteur
ayant un effet significatif sur le rendement. Son augmentation entraine une augmentation dans le débit de condensation,
cette augmentation a un effet négatif sur le rendement. En effet, une grande augmentation du débit de condensation induit

une diminution du temps de séjour du condensat dans le décanteur et ne laisse pas le temps aux huiles essentielles d'étre
séparées du liquide [40]. Ces résultats s’accordent parfaitement avec ceux obtenus par d'autres auteurs [11], [12], [39].

5 TABLEAUX ET FIGURES

Tableau 1. Facteurs et leurs niveaux réels et codés

. y Variables Niveaux
Facteurs Niveaux Unités . .
codés codés
Effet de Individus 1 -1
b s s s X1
I'individualité | |ndividus 2 1
Ratio 1/12 1
N X2
Matiere/Eau 1/4 1
150 -1
Temps Min X3
210 1
3 250 -1
Température °c x4
de chauffage 350 1
Moitié 1
Période de juillet X5
récolte Moitié 1
septembre
. Fraiche -1
Séchage X6
Séchée 1
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Tableau 2. Plan d'expériences du processus d'hydrodistillation de Thymus vulgaris L. avec les réponses enregistrées pour chaque

essai
VB | it | aterajeau | ™| dechautfage | réeolie | Séchose | ROT
1 1 1 1 -1 1 -1 1.77
2 1 1 1 -1 1 -1 1.79
3 -1 1 1 1 -1 1 1.80
4 -1 1 1 1 -1 1 1.86
5 -1 -1 1 1 1 -1 1.68
6 -1 -1 1 1 1 -1 1.71
7 1 -1 -1 1 1 1 1.68
8 1 -1 -1 1 1 1 1.69
9 -1 1 -1 -1 1 1 1.58
10 -1 1 -1 -1 1 1 1.59
11 1 -1 1 -1 -1 1 1.99
12 1 -1 1 -1 -1 1 1.91
13 1 1 -1 1 -1 -1 1.71
14 1 1 -1 1 -1 -1 1.71
15 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1.77
16 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1.74
Tableau 3. Analyse de la variance pour le modéle postulé
S\?aL:iraciie Ddl Sor:an:re;;jes Carré moyen | Rapport F p-value
Modele 6 0,16375 0,027292
26.7748 <0,0001
Résidus 9 0,009225 0,001025
Total 15
Défaut
d'ajustement 1 0,003025 0,003025 3,9032 0,0836
Erreur pure 8 0,0062 0,000775
Erreur total 9 0,009225
R? 94,60%
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Tableau 4. Effets des coefficients du modéle qui relie la réponse aux facteurs

Nom Coefficient Effect Ecart-Type Ratio t Prob
Constant b0 1.749 0.008 220.48 <0,0001 ***
Effet de I'individualité bl 0.032 0.008 4.03 0,00303 **
Ratio Matiére/Eau b2 -0.023 0.008 -2.92 0,0167 *
Temps b3 0.065 0.008 8.18 <0,0001 ***
Température de b4 -0.019 0.008 235 0,0420 *
chauffage
Période de récolte b5 -0.062 0.008 -7.79 <0,0001 ***
Séchage b6 0.013 0.008 1.69 0,123
2
1,957
8 1,91
5 1,85-
5 1.8-
7]
1,75
5
= 1,77 5
= 165 .-
1:6
1,55 T T

T T 1 T |
155161651,71,75181,85191,95 2

Valeurs Prévues

Fig. 1. Courbe des valeurs observées en fonction des valeurs prévues

0,00 50 75 100

Effet de lindividualté bl Temps b3 4164
Ratio Matiere/E au b2 Période de récolte b5 7.73
L o b 005 1 Effet de findividuaiité b1
Température de chauffage b4

Ratio Matiere/E au b2
Période de récolte b5 -0.08

Température de chauffage  bd
Séchage bE

Séchage b&

Fig. 2 A gauche: graphe des effets des facteurs, a droite: graphe qui montre le pourcentage de contribution de chacun des facteurs dans

la variation de la réponse étudiée
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Elfet de lindividualité
Individus 1
Individus 1
R atio Matiére/E au
112
174
Temps
150
210
Température de chauffage
250
350
Période de récolte
Moite palllet
Moitié septembre
Séchage
Fraiche

Sechée

Fig. 3. Variation de la réponse en fonction de chacun des parameétres

6 CONCLUSION

Dans cette étude, nous avons pu évaluer l'effet des conditions opératoires sur le rendement en huile essentielle de
Thymus vulgaris L., en utilisant comme stratégie la méthodologie des plans d'expériences. Les résultats montrent clairement
que la conception expérimentale est une méthode appropriée pour faire le criblage des facteurs agissant sur |'opération
d'hydrodistillation de la plante étudiée. Le plan de Plackett et Burman qui a été appliqué a conduit a un modele du premier
ordre dont les coefficients significatifs sont statistiquement relatifs aux facteurs les plus influents sur la réponse. Aprés la
validation statistique du modele obtenu, nous sommes passés a I'analyse des effets. Ainsi, ce modele a permis, d'une part,
de montrer que le temps de I'hydrodistilation, la période de récolte, I'effet de l'individualité, le rapport entre la matiére
végétale et I'eau et la température de séchage du ballon sont tous des facteurs qui influent sur I'hydrodistillation, ces
facteurs ont tous des effets significatifs sur le rendement (0.065, -0.062, 0.032, - 0.023, - 0.019 Respectivement). D'autre
part, ce modele a démontré que, méme si le séchage entraine une légére augmentation dans le rendement, cette
augmentation est jugée négligeable puisqu’elle est non significative statistiquement.

Afin de compléter cette étude, une étude d'optimisation doit étre mise en jeu. Elle consistera a chercher les conditions
opératoires optimales susceptibles de garantir un meilleur rendement, et ce, par l'utilisation d'un autre type de plans
d'expériences congu pour ce type d'études, Soit les plans d'optimisation de type surface de réponse en agissant sur les
facteurs opératoires continus jugés influents par I'étude de criblage, tels que le temps, le rapport entre la matiére végétale et
I'eau et la température de séchage.
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