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RESUME

Les coniferes sont parmi les essences les plus exploitées au Québec grace a la qualité
de leurs bois. La transformation de ce bois suite aux activités de sylvicultures et de
sciage géneére des quantités grandissantes de biomasse foresti¢res résiduelles (BFR).
Le systéme actuel d’approvisionnement de ces résidus est davantage adapté a la filiére
énergétique. Le déchiquetage et le brovage sur les aires d’ébranchages sont des
pratiques souvent utilisées pour maximiser les charges utiles lors du transport. Bien
que bénéfiques pour certaines applications, ces pratiques sont accompagnées par des
pertes et des transformations de certains composés des huiles essentielles (HE) déja
instables. Ceci cause une variabilité sur la qualité et la productivité en HE lors de
I’extraction. Dans le but de valoriser la BFR en HE, ce projet vise a évaluer I’impact
de l'ajout de nouvelles é&tapes de prétraitement dans la chaine logistique
d’approvisionnement de la BFR sur la quantité et 1a qualité des HE ainsi que Iefficacité
des procédés d’extractions. Trois essences de coniferes ont été étudiées : 1”épinette
noire (Picea mariana Mill.), le sapin baumier (4bies balsamea) et le pin gris (Pinus
banksiana). Dans un premier temps, la BFR de chacune des essences a subi quatre
types de prétraitement : (1) le déchiquetage (i1) le broyage (iii) la densification par
granulation et (iv) la densification par mise en fagots. Ensuite I’extraction des HE a été
effectuée par hydrodistillation. Le but éant d’évaluer 1’effet des différents traitements
sur la quantité et la qualité des HE. I.’évaluation de I'effet du vieillissement (BFR
fraichement récoltée, aprés une semaine, aprés 3 semaines) et I’extraction des HE par
une deuxiéme méthode d’extraction (entrainement a la vapeur) de la BFR densifiée en
fagots ont été¢ effectuées. Dans un second temps, 1’analyse des HE obtenues a été
¢valuée par la chromatographie a phase gazeuse couplée a une spectroscopie de masse
GC/MS qui permet d’identifier et de quantifier les composés chimiques dans les HE.
Ensuite, les pouvoirs antibactériens et antioxydants ont été testés pour les HE obtenus
pour chaque type de prétraitement. L.a comparaison entre les rendements en HE a
montré une corrélation avec 1’essence utilisée. Pour le sapin baumier, la densification
en fagots a entrainé une amélioration du rendement en HE de 1’ordre de 68 %o, 83 %,
93 % par rapport a la BFR déchiquetée, broyée et densifiée en granules, respectivement.
Parcillement, pour le cas de 1’épinette noire une augmentation du rendement de I’ordre
de 14 % et 24 % a été notée par rapport a la BFR broyée et densifi¢ée en granules,
respectivement. De plus, la mise en fagots de la BFR du pin gris a montré une
augmentation de 26 % du rendement par rapport a la granulation. Pour ce qui est de
I’entrainement a la vapeur, seule la densification en fagots a été étudiée puisqu’elle a
donné les meilleurs rendements pour le premier procédé d’extraction. En effet, la
distillation par entrainement a la vapeur a engendré une augmentation du rendement de
32 % pour le sapin baumier et 24 % pour |’épinette noire et le pin gris mis en fagots.
Le vieillissement de la biomasse a causé des pertes en HE de 1’ordre de 24 % et 45 %
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pour le sapin baumier, 6 % et 47 % pour les HE de 1’épinette noire ¢t 12 %o et 38 %
pour les HE du pin gris par rapport a la BFR fraichement récoltée aprés une semaine et
trois semaines de la récolte, respectivement. L’analyse par GC/MS montre que
I’extraction par hydrodistillation est le procédé le plus approprié, en ce qui a trait a la
concentration des HE en hydrocarbures monoterpéniques. En effet, le sapin baumier
montre une diminution de 30 % de la concentration du limonene suite a " extraction par
entrainement a la vapeur comparée a I’hydrodistillation. L”épinette noire et le pin gris,
fortement concentrées en a-pinéne, montrent une diminution de I"ordre de 33 % et 22
%o, respectivement. I e dosage des phénols totaux arévélé que les HE de 1”épinette noire
¢t pin gris extraites par entrainement a la vapeur sont riches en composés phénoliques.
Cette richesse est expliquée par leurs fortes capacités de réduire 1’oxyde de fer (1),
FeO, en oxyde de fer (IIT), Fe20;. I.’extraction par entrainement 4 la vapeur a entrainé
une amélioration du pouvoir de réduction ferrique de 23 % pour I’épinette noire et de
75 % pour le pin gris. Contrairement aux procédés d’extractions, la densification de la
BFR en fagots n’a pas d’effet sur les propriétés antioxydantes des HE. Les huiles
extraites de I’épinette noire ont montré les meilleures propriétés antibactériennes face
aux trois souches (Staphylococcus aureus, FEscherichia coli et Salmonella
typhimurium) a la suite de I’extraction par hydrodistillation. Les diamétres d’inhibition
de Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Salmonella typhimurium sont de I”ordre
de 30 + 0,2 mm par rapport aux trois souches. La mesure de la concentration minimale
inhibitrice et bactéricide a donné des concentrations variantes entre 24 pg/ul et 40
ng/ul. Ces valeurs représentent la concentration minimale en HE permettant
I'inhibition des souches précédemment mentionnées. Griace a leurs richesses en
composé phénolique les HE du pin gris extraites par entrainement a la vapeur ont
montré des diamétres d’inhibitions vis-a-vis aux Staphyvlococcus aureus, Escherichia
coli et Salmonella typhimurium élevés de "ordre de 24 = 2 mm, 20,33 £ 1,2, 12 + 2,
respectivement. 1.’analyse statistique effectuée dans cette étude (ANOV A) a montré
qu’il y a une forte interaction entre les trois facteurs : le type d’essence, les méthodes
d’extraction et le prétraitement de la BFR en fagots. La densification de la BFR sous
forme de fagots est un prétraitement capable d’améliorer la productivité des HE et
préserver leurs propriétés antioxydantes et antibactériennes.

Mots clés: biomasse forestiére résiduelle, huile essentielle, prétraitements,
hydrodistillation, entrainement a la vapeur, qualité, rendement, vieillissement.



INTRODUCTION GENERALE

Au cours des demiéres décennies, 1’exploitation de la biomasse forestiére résiduelle
(BFR) est devenue de plus en plus grandissante. Ayant un territoire forestier qui
représente 10 % de la superficie des foréts mondiales, le Canada posséde donc un grand
potentiel pour tirer profit de cette richesse naturelle (MRNFQ, 2004). La Province du
Québec présente une richesse en ressources forestiéres qui recouvrent 90 % de son
territoire (Royer et al., 2010). La conjoncture économique du secteur forestier en 2008
a engendré une chute importante des prix de production de bois d’ceuvre et un
bouleversement du domaine des pates et papier (Morency, 2011). Ceci a causé une
diminution du nombre d’emploi, qui passe de 370,000 en 2004 jusqu’a 260,000 en
2007. Par conséquent, le Ministére des Ressources naturelles et de 1a Faune du Québec
cherche d’autres alternatives pour surmonter cette crise. Dans ce contexte, le lancement
de nouveaux projets industriels axés sur la production des produits a forte valeur
ajoutée pourra étre une stratégie efficace pour la relance économique surtout dans les
régions touchées par la crise de I'industrie forestiére (Morency, 2011). En effet, suite
aux exploitations forestiéres, des résidus de la biomasse (les feuilles, les branches et
les aiguilles) s’accumulent sur les parterres de récolte. Durant la période qui s’étale
entre 2013 et 2018, la BFR a été estimée a environ 14 millions de tonnes métriques
vertes (tmv) par année, dont 8 millions tmv de la biomasse sont issues des branches et
6 millions tmv de biomasse proviennent du feuillage sur I’ensemble des unités
d’aménagement (Lacasse et al., 2014). Ces résidus pourraient &re une source de
revenus additionnels pour les entreprises forestiéres. A cet effet, les industriels
cherchent a les valoriser et a diversifier leurs utilisations pour des fins énergétiques,
écologiques et pharmaceutiques. Parmi plusieurs pistes de valorisation, 1’extraction des
huiles essentielles (HE) a partir de la BFR peut étre une piste prometteuse qui

contribuerait au développement du secteur des bioproduits, au dynamisme du territoire



et a 'amélioration de la bioéconomie forestiére. Ces derniéres années, les HE sont
devenues populaires grice a leurs vertus thérapeutiques. Les industries cosmétiques,
de savonneries et de parfumeries représentent 60 % de la demande en HE qui sont
caractérisées par des compositions chimiques variables (Bouhlal et al., 2017). Les
coniféres sont parmi les essences les plus répandues dans les zones forestiéres du
Québec et ils sont connus par leurs richesses en extractibles (Royer et al., 2010). Ainsi,
leur valorisation sera une opportunité pour les industriels. Cependant, les filiéres de
valorisation de la BFR sont restreintes a cause des colts élevés du transport. Par
ailleurs, le secteur de transport contribue a 1’émission des gaz a effet de serre (GES)
(Gabrielle et al., 2016). 11 est a signaler que les aspects logistiques présentent un
maillon important dans la chaine de I’industrialisation qui a été négligée pour
longtemps (Ba, 2016). D’ailleurs, le développement de nouvelles stratégies au sein du
systéme d’approvisionnement devient alors une nécessité. Toutefois, d'un point de vue
gestion des foréts et de paysage, une extraction excessive de la BFR suite a un
appauvrissement non modéré peut avoir un effet négatif sur le c6té sanitaire des foréts
(Havreljuk et al., 2014). D’un point de vue écologique, les méthodes de récolte de la
BFR causent des perturbations de la qualité du sol ¢t de la biodiversité animale (Ares
et al., 2007; Morissette et al., 2014). A cet effet, la recherche d’un ¢quilibre lors de la
récupération de la BFR délaissée sur les sites de récolte sans nuire A la fertilité et la
symbiose du sol est importante. L’objectif principal de la présente é&tude était
d’implanter de nouvelles techniques du prétraitement mécanique et du
conditionnement de la BFR dans la chaine logistique d’approvisionnement et d’évaluer
leurs impacts sur le rendement et la qualité des HE. La fragmentation (broyage et
déchiquetage), 1a densification (sous forme de granules) ¢t la méthode de mise en fagot
(balles) feront 1’objectif de ce projet. Ces méthodes proposées seront appliquées d'une
part pour diminuer la taille de 1a BFR et d’autre part pour réduire le nombre et les colits

de transport vers les unités de transformation (Puy et al., 2011). De plus, ces techniques



du prétraitement auront un impact environnemental, qui engendrent la réduction de
I'utilisation des carburants fossiles et diminuant ainsi les émissions des gaz a effet de
serre (GES). Cette étude cherche a optimiser la chaine d’approvisionnement en BFR
tout en préservant la quantité et qualité des HE extraites. L hydrodistillation (HD)
conventionnelle et "entrainement a la vapeur seront effectués durant ce projet et une
¢tude comparative sera menée entre les deux pour identifier celles qui montrent une

amgélioration du rendement et de la qualité des HE.



CHAPITRE I

REVUE DE LA LITTERATURE

1.1 La biomasse forestiére résiduelle

La biomasse est définie comme étant la fraction biodégradable des produits, déchets et
résidus provenant de 1’agriculture, de la sylviculture et des industries connexes
(Stevens, 2014). D’ailleurs sous ses différentes formes, la biomasse est devenue une
estimable source d’énergie et une alterative potentielle pour la production des énergies
fossiles. I.a biomasse forestiére est un type de ces biomasses qui dérive principalement
des plantes ligneuses. Elle est largement utilisée au Québec grace a leurs multiples
avantages &conomiques et environnementaux (Royer et al., 2010). En 2018, la
biomasse forestiére disponible dans les unités d’aménagement est évaluée a 15 623 700
tonnes métriques vertes (TMV) annuellement. Une augmentation de 767 000 TMV par
rapport a 2013 (Bureau en chef du Québec, 2018). En effet, plus de 10 % de la
consommation de 1’énergie finale provient de la biomasse. Cette derniére est classée
au Québec parmi les sources énergétiques les plus utilisées telles que le charbon, le gaz
et I’électricité (Kheshgi et al., 2000; Parikka, 2004; Balat et al., 2005). La BFR est une
source riche en extractibles a haute valeur ajoutée permettant la production des produits
bioénergétiques, des biocarburants et des bioproduits. En 2018, le secteur de
transformation du bois en Abitibi-Témiscamingue sécurise plus de 80 % des emplois.
Dont 39 % sont spécialisés en foresterie et exploitation forestiere, 17,4% activité de

soutien a la foresterie et valorisation de la matiére ligneuse délaissée sur les parterres



de coupe et 21,5 % destinée pour la fabrication des produits en bois (Centre de
recherche industriel de Québec, 2018). Le tableau 1.1 présente les établissements et les

emplois directs du secteur forestier en Abitibi-Témiscamingue en 2019.

Tableau 1. 1 Les établissements et emplois directs du secteur forestier en Abitibi-

Témiscamingue en 2019 (Centre de recherche industriel du Québec,2019)

Etablissements Emplois
Nombre % Nombre %
Exploitation et services forestiers 88 57.90% 637 16,00%
Foresterie et exploitation 63 41,40% 384 9,60%
Activités de soutien 25 16,40% 253 6,30%
Premiére transformation du bois 25 16,40% 2942 73,70%
Scieries 10 6,60% 1055 26,40%
Panneaux ct placages 10 6.60% 719 18,00%
Pites et papiers 5 3.30% 1168 29,30%
Deuxi¢me et troisieme transformation 39 25.70% 414 10,40%
Produits ¢t meubles en bois 38 25,00% 384 9,60%
Cogénération 1 0.70% 30 0,80%
Total - Etablissements et 152 100,00% 3993 100,00%

em plois directs

1.2 Chaine d’approvisionnement de la BFR

L'approvisionnement en BFR est parmi les préoccupations primordiales des industries
forestiéres. Elle comporte deux principaux enjeux qui lui sont spécifiques. Le premier
est par rapport a la récolte et aux opérations forestiéres, qui doivent étre effectuées
d’une fagon raisonnable pour réduire I'impact sur la biodiversité du sol et des
peuplements. Le deuxiéme enjeu est en lien avec la protection des écosystémes

forestiers et vise a minmimiser les GES due a ’utilisation excessive des combustibles



fossiles pour le transport le de la biomasse. La chaine d’approvisionnement de la BFR
représente 1’épine dorsale du secteur de valorisation en bioénergie et bioproduits. Cette
chaine dépend de plusieurs facteurs tels que le type de la biomasse, les méthodes de
prétraitements, les sites de stockage, la destination, les moyens de transport et les
infrastructures locales de distribution (Fiedler et al., 2007; ; Gold et al., 2011, Ba,
2016). L’optimisation de cette chaine présente un défi majeur pour les industries
forestiéres au Canada (Rentizelas et al., 2009; Mafakheri et al., 2014). En effet, les
industries cherchent a surmonter les problémes liés a la disponibilité de la biomasse et
la flambée des prix de transport qui sont tributaires aux prix du pétrole (Rosenqvist et
al., 2000; Aylott et al., 2008). L.’étude de Rentizelas et al.,(2009) a porté sur la
modélisation de la chaine d’approvisionnement pour cinq types de biomasse. Cette
¢tude a montré que les colits d’approvisionnement présentent entre 20 a 50 % des frais
reliés aux transports et la manutention (Rentizelas et al., 2009). Par conséquent, il faut
mentionner que la logistique est un maillon marquant au niveau de cette chaine et
représente 50 % des colts d’approvisionnement de la biomasse (Iakovou et al.,2010).
Récemment, des chercheurs envisagent 1’utilisation des méthodes de géolocalisation
spatiale pour calculer les cofits de différents chemins parcourus entre les sites de coupe
et les usines. Ces méthodes peuvent étre des solutions pour opter a un meilleur choix.
(Rentizelas et al., 2009). D’autres chercheurs envisagent de mettre en place de
nouvelles techniques de prétraitement de la BFR tout en préservant la qualité et en

minimisant les impacts environnementaux (Gabrielle et al., 2016).
1.2.1 Composantes de la chaine d’approvisionnement

Il convient de mentionner que la chaine d’approvisionnement compte cing
composantes : la récolte, le prétraitement et le conditionnement, le transport, le

stockage et la transformation.



1.2.1.1 Récolte

Les opérations de récolte sont généralement adaptées aux types de la matiére premiére
¢t a leur destination pour leur transformation. Elle nécessitera de nouvelles techniques
et des équipements spécialisés pour ramasser les différentes formes de la BFR
(Thiffault et al., 2015). La récolte de la BFR nécessite des permis d’autorisation, pour
qu’elle soit bien encadrée, aussi, pour assurer la gestion de 1’écosystéme forestier et
préserver la biodiversité des sols (Eksioglu et al., 2009). Au Québec, 52,5 % des coupes
se font par arbre entier, ou la biomasse résiduelle (cimes et branches) se retrouve
concentrée en bordure du sentier (Douville et al., 2006). Cette composante de la chaine
d’approvisionnement dépend principalement des types de sites de récolte, les
conditions climatiques et la demande des industriels. Plusieurs chercheurs ont étudié
cette composante. L’étude de Mafakheri ¢t al., (2014) a montré qu’il vy a plusicurs
modeles a suivre pour la récolte de la BFR.I.e premier modéle par unité, ¢’est-a-dire
pendant la récole aucun bloc non sélectionné ne sera récolté. Le deuxieéme modele par
zone, ¢’est que chaque bloc ne soit récolté qu’une seule fois durant une période de
planification. Aussi, Eksioglu et al., (2009) ont présenté un modele de programmation
en nombre entier mixte. C’est un modéle qui cherche & optimiser la chaine
d’approvisionnement de la biomasse tout en tenant compte des conditions édapho
climatiques et la disponibilité de la matiére premiére (Ekgioglu et al., 2009). Ce modele
est capable de prédire le nombre ¢t la taille des équipements nécessaires pour larécolte,

tout en considérant les couts (Sokhansan;j et al., 2006).
1.2.1.2  Prétraitements et conditionnement

Le prétraitement de la BFR est un maillon important dans la chaine
d’approvisionnement. L’optimisation de cette composante permettra d’élargir la gamme
des produits lignocellulosiques. Les méthodes de prétraitement facilitent la

manutention et les applications de la BFR issue des aires d’ébranchage qui se fait par



des ¢quipements et techniques spécifiques. La figure 1.1 montre les méthodes de
prétraitement de la BFR qui peuvent étre soient thermiques, chimiques, physiques ou
biologiques. Quelle que soit la methode, les pretraitements visent a rendre la biomasse
maniable lors des transformations mécaniques, microbiologiques ou chimiques
(Douville et al., 2006, Agbor et al., 2011). Cette composante est une etape clé lors de
I’approvisiounement de la biomasse, surtout pour des besoins energétiques (Jeoh et al.,
2007). Les bioproduits a fort potentiel industriel sont classés en trois catégories : les

produits bioénergétiques, les biomatériaux et les produits biochimiques.

biomasse forestiére

Prétraitement de la
résiduelle

i | |

Prétraitement | | Prétraiternent Prétraitement Prétraitement
chimique thermique biclogique physique
S | |

+ l +

| Fragmentation Densification Densification

en granules en fagots
"IN | E—
¢ |

[ Déchiquetage l l Broyage |

Figure 1.1 Les différentes méthodes de prétraitements de la BFR aprés la récolte

- Prétraitements thermiques

Les pretraitements thermiques sont des technologies avancées qui cherchent a
améliorer la rentabilité de la chaine de production de bioénergie. Selon plusieurs
¢tudes, la torréfaction et la pyrolyse sont des options prometteuses (Mouras et al., 2002,
Zeng etal., 2018). La torréfaction est une forme de prétraitement thermique qui permet

d’obtenir un produit fini caractérise par une faible humidite et un pouvoir calorifique



¢levé par rapport a la biomasse fraiche (Uslu et al., 2008). La biomasse issue de ce
procédé contient 70 % de son poids initial et 90 % de son contenu énergétique. La
torréfaction est par conséquent une méthode rentable et efficace. Le colit de la
torréfaction dépend des frais de I'installation de 39 % et d’équipements de 31 %.
Cependant, la pyrolyse est une forme de conversion thermochimique qui nécessite des
technologies avancées pour aboutir a un produit fini avec une meilleure qualité (Uslu

ctal., 2008).

- Prétraitements chimiques

Les prétraitements chimiques utilisent des réactifs et solvants chimiques dans le but de
modifier ou extraire les composants majeurs de la biomasse lignocellulosique tels que
la cellulose, I’hémicellulose et la lignine. Ceci permet de transformer la BFR en des
produits intéressants et écologiques (Wyman et al., 2005). Les procédés les plus utilisés
pour la BFR sont: les prétraitements alcalins, les dilutions par acide, I’explosion a la
vapeur et I'utilisation des solvants organiques ayant un faible point d’ébullition tel que
le méthanol et 1’éthanol (Zhu et al., 2009). Ces méthodes cherchent a augmenter la
surface interne de la biomasse et a diminuer le degré de polymérisation et de la
cristallinité de la cellulose. Par exemple, les prétraitements alcalins dégradent la
structure de la lignine et brisent les liaisons avec les fractions glucidiques (Chandra et
al., 2007). Tandis que le prétraitement qui se fait par I'intermédiaire de vapeur présente
une faible consommation énergétique sans recours aux produits chimiques tout en
évitant la dilution des sucres. En outre, ce procédé peut engendrer la condensation de

la lignine soluble et rend la BFR moins digestible (Agbor et al., 2011).

- Prétraitements biologiques

Ce sont des activités associées principalement 4 1’action antifongique qui ont le pouvoir
de dégrader la lignine, I’hémicellulose et la cellulose. Ce procédé différe du procédé

chimique et thermique et nécessite des quantités élevées d’énergie (Mosier et al., 2005).
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En effet, les prétraitements biologiques sont des méthodes écoresponsables qui
permettent d’éviter les rejets toxiques dans I’environnement. Par exemple, les
champignons de la pourriture blanche sont responsables de la dégradation de la lignine
et nécessitent moins d’énergie (O, eau, et éléments nutritifs) durant leurs réactions
(Chen et al., 2010). Deux autres enzymes issues des basidiomycétes : le manganése
peroxydase et laccase sont responsables de la dégradation de I’hémicellulose et la
lignine. D’une part, ces méthodes sont pertinentes, car elles améliorent la productivité
et évitent la nuisance a 1’écosystéme par des rejets. Toutefois, ces méthodes nécessitent
de longues durées de réaction pour aboutir a des résultats pertinents. Certes, cela
présente une perte de temps pour les industriels (Chaturvedi et al., 2013). A grande
échelle, le prétraitement biologique exige des procédés couteux, car il nécessite un
environnement stérile. De plus, les microorganismes utilisés durant ce processus
consomment une partie des glucides de la biomasse, ce qui réduit I’efficacité de cette

méthode (Agbor et al., 2011).

- Prétraitements physiques

Ces prétraitements facilitent les prétraitements biologiques. Ils favorisent la réduction
de la taille de la biomasse pour augmenter la surface de contact et faciliter I’accés aux
bactéries (Zhu et al., 2009). Parmi les techniques couramment utilisées, il y a la
fragmentation (broyage ou déchiquetage) et la densification sous forme de granules ou
des fagots (Douville et al., 2006). Le prétraitement physique par broyage de 1a biomasse
augmente le rendement en bioéthanol et biohydrogéne, réduit la consommation

énergétique et facilite la séparation liquide/solide (Zhu et al., 2010).

Fragmentation

La fragmentation de la BFR se fait par différents traitements mécaniques, tels que le

déchiquetage et le broyage. Le déchiquetage est assuré généralement par une
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déchiqueteuse, munie de couteaux qui se trouvent dans les parterres de coupes. Tandis
que le broyage dans 1’usine se fait par un broyeur a marteaux qui défibre et écrase ces
résidus. Le broyage est une méthode qui facilite les processus de transformation de la
BFR, car il donne une matiére premiére avec une granulométrie plus fine que celle de
la BFR déchiquetée. Dans une étape ultérieure de transformation (cas d’extraction des
HE), le broyage permet d augmenter la surface d’échange entre la vapeur et la biomasse
et entraine une meilleure volatilisation des substances odorantes, sachant qu’il
engendre des pertes quantitatives de ces composés (Rivera et al., 2006). Subséquent le
déchiquetage et le broyage, le tamisage est nécessaire notamment pour des applications
a valeur ajoutée. Ce prétraitement permet de ségréguer les tailles de particules et de
maitriser les variabilités des procédés d’extraction en assurant une homogénéité de la
surface du matériau a extraire. Il a déja été démontré 1’importance de 1’influence de la
taille des particules sur le rendement d’extraction. Leur homogénéité a donc un impact
direct (Temmerman, 2011). La figure 1.2 présente la BIR brute (a), déchiquetée (8 mm
-9 mm) (b) et broyée (1 mm - 2 mm) (c).

Figure 1.2 Les ditférentes formes de la biomasse aprés déchiquetage et broyage :

(a) Brute (b) déchiquetée (8 mm -9 mm) (c) broyée (1 mm - 2 mm).
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Densification en eranules

La compaction est une méthode de conditionnement de la BFR qui se fait sur les aires
d’ébranchage au sein d’une benne amovible. Elle méne a la formation des granules et
vise principalement a minimiser la taille des résidus forestiers et diminuer les cotits de
transport. De plus ce traitement vise a augmenter la densité de la BFR et améliorer son
pouvoir énergétique. Ce procédé a été développé aussi pour optimiser et améliorer les
conditions de stockage et manutention de la BFR (Tumuluru et al., 2012). Te principe
du procédé de granulation consiste a exercer des forces de vibration et de cisaillement
sur la BFR pour générer des particules fines et organisées (Pietsch, 2002). La figure
1.3 illustre les phénomenes d’interaction entre les particules de la BFR durant le
mécanisme de compression. Les forces impliquées dans ce mécanisme sont des forces
d’attraction, des forces intermoléculaires et des forces de cohésion qui créent une
résistance mécanique a la séparation. Tandis que les forces d’adhésion sont nécessaires
pour réaliser cette séparation (Comoglu, 2007). Durant ce processus, un réarrangement
entre les particules s’établit et une réduction de la porosité responsable du phénoméne
de compaction est observée. En plus, les paramétres opératoires de la granuleuse telle
que le débit d’alimentation, 1’entrefer qui sont 1’espace libre entre la filiere (la matrice
annulaire formée par des canaux avec différent diamétre et longueurs), le rouleau et la
vitesse de rotation sont rapportés a avoir un effet remarquable sur la granulation (Ennis

et al., 1996, Belhadhef, 2016).
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Biomasse forestiere résiduelle
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Figure 1.3 Mécanismes de déformation des particules de la BRF au cours de la

compression (Comoglu, 2007)

Densification sous forme de fagot

La notion de mise en fagot comme mode de conditionnement est récemment
développée. Une fois que les arbres sont ébranchés et écimés, la biomasse résiduelle
sera par la suite, placée dans une fagoteuse qui la compresse a I”état brut sans faire de
prétraitements préalables. Selon Douville et al., (2006), la mise en fagot est une
technique peu chére, novatrice et trés adaptée pour la récolte de la BFR accumulée sur
les parterres de coupe. La figure 1.4 montre le dispositif utilisé au sein du laboratoire
pour la préparation des fagots. De plus, cette technique réduit les pertes et facilitera le
séchage du matériel ramassé sur les airs d’ébranchage ou dans les espaces de stockage.
La mise en fagot est une méthode de prétraitement qui rend la BFR plus homogéne et
ordonnée. Les résineux s’adaptent a la mise en fagots, car leurs branches ont une taille
réduite et une forme moins résistante comparée aux feuillus. Par ailleurs, cette méthode

réduit considérablement les attaques fongiques et bactériennes observées avec la
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biomasse déchiquetée, puisqu’il vy a moins de contact avec les conditions

environnementales (Douville et al., 20006).

Figure 1. 4  Procédé de conditionnement de la BFR en fagots a 1’échelle laboratoire
par ’utilisation de la Zwick Roell Z100 de capacité 100 kN

1.2.1.3 Transport

Le transport de 1a BFR des parterres de coupes vers les unités de transformation est une
composante cl¢ qui doit étre bien étudiée pour assurer une chaine d’approvisionnement
¢coresponsable. Il convient de mentionner que la logistique représente 50 % du cofit
d’approvisionnement forestier (Iakovou et al., 2010). La durée du trajet, les charges a
ramener et les temps de chargement et déchargement auront un impact marquant sur
les colits du transport. De méme, pour une meilleure optimisation du maillon de
transport, il est important d’¢tudier les quantités des carburants des véhicules utilisés
durant le parcours (Rentizelas et al., 2009). Il est a noter que le transport doit étre
minutieusement ¢tudie pour réduire ces colits et assurer nne meilleure qualité de la

biomasse (Ba, 2016).
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1.2.1.4 Conditionnement

La préservation de la qualité de la biomasse en respectant les bonnes pratiques
d’entreposage et de stockage afin de maintenir les propriétés physico-chimiques de la
biomasse avant d’étre livrée aux clients. La forme de la BFR (fragmentée, en granules)
affecte le mode d’entreposage. En effet, il est préférable que 1a BFR soit conditionnée
dans des milieux bien aérés pour éviter les risques d’altération causés par I’humidité et
les attaques fongiques (Douville et al., 2006). De plus, la biomasse en tant matiére
premiere est humide et contient 65% d’cau en moyenne. Pour son prétraitement
physique avant extraction des biomolécules, il est recommandé de diminuer cette
humidité a un taux inférieur a 10%. De ce fait le séchage est un prétraitement important
pour assurer une meilleure qualité de la biomasse et pour effectuer un stockage et
conserver des inventaires sans risque de contaminations microbiennes (Koumaglo et
al., 2009). Des recherches ont montré qu’une période de vieillissement en forét de trois
mois a réduit de 15 % de la teneur en humidité d’ou la volatilisation de plusieurs
constituants de la BFR (Ingénicurs-Conseils, 2008). Mettre une bache par-dessus des
fagots est une fagon de conditionnement de la BFR et qui permet la réduction des pertes
en eau causée par les changements climatiques. Ie type des baches et leurs
compositions joueront un réle important dans la préservation de la qualité de la
biomasse (Ast, 2009). Dans ce contexte, la chaine d’approvisionnement de la BFR
nécessite un savoir-faire et des méthodologies bien rodées et étudic¢es pour répondre
aux besoins des industriels. Par conséquent, le développement d’une stratégie qui
cherche 4 optimiser ce systéme reste un défi a surmonter pour assurer la durabilité de

la bioéconomie forestiere.

1.3 Piste de valorisation de 1a BFR

La production de produits écoresponsables ainsi que la recherche de solutions pour la

valorisation de la BFR sont devenus une des priorités des industries forestiéres (Figure
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1.5). La BFR présente une source intéressante qui pourrait étre une alternative aux
produits d’origine fossiles. I.es tendances de valorisation de la BFR seront toutes
destinées pour des besoins énergétiques tels que la production des biocarburants, des
granules énergétiques et de 17¢électricité. Par conséquent, les recherches récentes
proposent d‘adopter de nouvelle stratégie axée sur des bioproduits a hautes valeurs
ajoutées a partir de la BFR ; grace a sa composition chimique enrichissante. Ces filieres

se démarquent par la création d’emplois et par des bénéfices environnementaux.
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Figure 1.5 Voies de conversion thermochimique de la biomasse forestiére (Royer

etal., 2012)
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1.3.1 Valorisation énergetique

La flambée des prix des combustibles fossiles et 1’émergence d’une industrie
énergétique lignocellulosique a laissé présager un bel avenir pour la BRF en tant que
source energétique viable (Garcia et al., 2017). Les procédés de valorisation
énergétique différent par le type de la biomasse employée et les réactions physico-
chimiques mises en jeu. Parmi les voies couramment utilisées, 1l y a des voies physico-
chimiques qu permettent & la production de biodiésel (esters éthyliques et
methyliques), les voies biochimiques qu font appel a des microorganismes capables
de dégrader la biomasse par la méthanisation ou par I’hydrolyse (Broust et al., 2013,
Bastide etal., 2015). Tandis que la valorisation thermochimique consiste a prétraiter la

biomasse pour la formation des produits solides, liquides et gazeux (Bridgwater, 2003).
1. 301 Conversions thermochimiques de la BFR

La figure 1.6 illustre un schéma simplifi¢ de la voie de valorisation énergetique de la

BFR via une conversion thermochimique.

Cooversion thermochimique de la BFR
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Figure 1.6 Schéma simplifi¢ de la voie de valorisation thermochimique de la BRF
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- Pyrolyse/Liquéfaction

La pyrolyse est un traitement thermique qui dégrade la BFR dans un milieu
anaérobique pendant un temps réduit a des températures variantes (Van Loons et al.,
2008). La température de pyrolyse est un facteur qui influence le produit résultant et
qui pourra étre soit : solide, liquide ou gaz. L e refroidissement rapide et la condensation
de la biomasse traitée donneront naissance a une biohuile pyrolytique (Czernik et al.,
2004). C’est un sous-produit qui a une odeur ressemblant au fumé avec une coloration
marron foncé. Cette biohuile est constituée par des phénols, des acides carboxyliques,
des sucres et composés volatiles. La génération de cette biohuile résulte de la
dépolymérisation thermique des principaux composants du bois: la cellulose, les
hémicelluloses et la lignine. L utilisation de la biohuile comme carburant nécessite une
désoxvgénation compléte ou bien un mélange avec le diesel et des agents tensioactifs,
mais ce mélange reste cotiteux et corrosif. En revanche, ce produit a des avantages, car
il permet la production de chaleur et d’électricité pour I’alimentation des chaudiéres,
turbines et moteurs Diesel. Cette technique aussi peut étre considérée comme un

prétraitement pour la gazéification (Czernik et al., 2004).
- Combustion

La combustion a partir de la biomasse est une méthode de génération d’énergie trés
répandue et développée dans le monde. Les étapes principales de la combustion de la
BFR sont : le séchage, le dé-volatilisation, la gazéification, la combustion du charbon
et 'oxydation des produits gazeux. Les gaz issus de la combustion sont valorisés soit
pour le chauffage résidentiel, 1’alimentation des chaudiéres ou la production du

biocarburant. (Nussbaumer, 2003; Erol et al., 2010).
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- Gazéification

C’est une forme de pyrolyse qui peut atteindre des températures trés élevées (900-
1050°C). Les gaz dégagés sont constitués par CO, Hz, CH4, CO;, N2 (Demirbas, 2004,
Sheth et al., 2009). C’est I'une des méthodes novatrices de transformations
thermochimiques qui permet d’optimiser 50 % du rendement électrique tout en limitant
le colit. Les gaz usés servent a la production de vapeur. Cette méthode assure un
meilleur rendement par rapport aux autres, et elle sera utilisée dans les chaudicres sans

probléme et les moteurs pour cogénération apres un nettoyage (Demirbas, 2004).
- Hydrolyse

Les prétraitements de la BFR tels que le déchiquetage et le broyage donnent une
fraction cellulosique qui peut étre transformée en sucres élémentaires grace a [’action
des enzymes. Le plus grand défi de la dépolymérisation est la génération des produits

fermentables (Mtui, 2009; Pu et al., 2008).
1.3.2 Valorisation en bioproduits : Les extractibles

I’extraction des HE a partir de la BFR est une solution prometteuse. Le tableau 1.2
présente la composition chimique du bois et des écorces selon le type de 1’essence. Ce
tableau présente la teneur en extractibles au niveau des écorces qui est faible. Ces
extractibles sont des molécules bioactives caractérisées par un faible poids moléculaire
¢t leur abondance dans toutes les structures de ’arbre et qui différe selon leurs familles.
Les extractibles sont des substances volatiles qui contiennent plusieurs composés
odorants qui conférent a lamatiére végétale 1’aspect odoriférant et assurent la résistance
de la plante contre les attaques fongiques (Sidik, 2010). Ces molécules sont dans les
différents solvants tels que ( 1’hexane, le dichlorométhane, 1’éthanol et I’eau...).Grice
aux procédés d’extraction, les extraits végétaux récupérés appartiennent a plusieurs

familles citons : (1) les terpénes et terpénoides qui donne des HE qui peuvent &tre
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récupéré et incorporé dans la composition chimique des produits cosmétiques (ii) les
cires et graisses (ii1) les composés phénoliques tels que les phénols simples, les
flavonoides et les tannins qui seront utilisés pour les produits de teintures (Royer et al.,
2012). Ces extractibles sont largement demandés dans le marché des bioproduits. Ils
sont incorporés dans la formule chimique des produits cosmétiques, pharmaceutiques
¢t enrichissent méme la palette des parfumeurs (Zhang et al., 2006 ; Bouhlalet al.,
2017). L’industrie agroalimentaire utilise aussi les HE comme des arémes ou des
agents de conservation pour les aliments grice a leurs pouvoirs antibactériens et
antioxvdants. Ces HE peuvent substituer les conservateurs chimiques mutagénes et
cancérigénes tels que I’hydroxy toluéne butilé (BHT) et I’hydroxyanisole butilé (BHA)
(Burt, 2004).

Tableau 1.2 Composition chimique des résineux et feuillus (Royer et al., 2010).

Composition
Cellulose Hémicellulose Lignine Extractibles
Essences
Résineux 41- 46 % 25-32% 26 -31% 2-5%
Feuillus 42 - 49 % 23 -24 % 20 -26 % 3-8%
Fcorces 16 — 40 % 38—-58% 40 — 50 % 2-25%
1.3.21 Potentiels du marché québécois des HE

Les HE sont des produits qui existent depuis I’antiquité et répondent a plusieurs besoins
thérapeutiques, pharmaceutiques et cosmétiques. Les coniféres sont parmi les essences
les plus connues au Québec dont I’extraction des HE a partir desquelles se fait depuis
50 ans (Turgeon, 2001). Selon le centre de recherche industriel du Québec (CRIQ), 1e

tiers de la production des HE au Nord-Ameéricain a partir des coniféres provient du
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Québec alors que le reste de la production provient des Etats-Unis. Face aux menaces
des courtiers, le secteur des HE a confronté une instabilité économique qui a rendu ce
marché négligé par le gouvernement et les industriels (Turgeon, 2001). L.e Québec est
connu par de larges superficies forestiéres non exploitées et une main-d’ceuvre habile
qui permet le soulévement de la bioéconomie des régions. Grace aux conditions
climatiques du Québec, les HE sont plus riches en composés chimiques par rapport aux
HE importées. Le Québec est capable d’exporter les HE a I’état brut dans les quatre
coins du monde. Ceci est diit & des lacunes au niveau technologique, le manque
d’expertise de la main-d’ceuvre pour le fractionnement ¢t la purification des huiles et
le manque des recherches approfondies dans ce domaine. Par conséquent, cela explique
la situation stagnante du secteur des HE au Québec. De ce fait, le financement des petits
entrepreneurs ambitieux pourra étre une manidre pour les motiver et les rendre plus

créatifs et novateurs dans ce secteur (Turgeon, 2001).
1.3.2.2 Caractéristiques des coniféres

Les coniféres sont des essences connus par des propriétés physico-chimiques
intéressantes ce qui encourage leurs valorisations. 1.”épinette noire (Picea mariana
Mill.), le sapin baumier (Abies balsamea) et le pin gris (Pinus banksiana Lamb) sont
parmi les essences les plus répandues ayant des propriétés physico-chimiques
specifiques et caractérisées par la présence des HE presque dans toutes leurs structures;
tels que les aiguilles, les bourgeons, les cones, les résines et les gommes (sapin) (Risi

et al., 1945; Francezon et al., 2017).
1.3.2.2.1 I.’épinette noire : Picea Mariana Mill

L’ épinette noire est une essence originaire de 1’ Amérique du Nord. C’est un arbre
caractérisé par un feuillage persistant. Les feuilles de 1’épinette noire sont étalées et

ressemblent a des aiguilles linéaires a petites tiges (Zhang et Koubaa, 2009). Les
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exploitations forestiéres de cette essence engendrent des résidus contenant
approximativement 13 % de feuillages, 8§ % d’écorce et 6 % de branches sur une base
humide qui seront utilisés comme matiére résiduelle. Ces résidus sont exploités pour
I’extraction des HE utilisées couramment en aromathérapie (Francezon et al., 2017).

3. Parmi les

Les HE extraites de 1’épinette noire ont une masse volumique de 0,89 g/cm
constituants majoritaires de ces huiles, on trouve les monoterpénes bicycliques (a-
Pinéne, B-Pinéne) avec une proportion d’environ 63 % ¢t les esters terpéniques comme
I’acétate de bornyle avec environ 29,2 % et qui sont responsables des odeurs agréables
des HE. Alors que, les composés minoritaires (i.e. les monoterpénes oxygénés et les

sesquiterpeénes) ont une concentration qui ne dépasse pas les 5 % de la composition

totale des huiles (Poaty et al., 2015).

1.3.2.2.2 Le sapin baumier : Abies balsamea

Le sapin baumier est une essence originaire de 1’Amérique du Nord, appartenant a la
famille des résineux a feuillage persistant. C’est une essence trés répandue dans les
foréts du Québec et qui domine la sapiniére a bouleau blanc. Les aiguilles sont aplaties
¢t leur taille varie entre 15 a 25 mm de longueur (Zhang et Koubaa, 2009). En effet, les
feuilles et aiguilles ont des actions thérapeutiques grace a leurs teneurs élevées en

composés odorantes (Royer et al., 2010). Les HE extraites du sapin baumier ont une

odeur résineuse balsamique et une masse volumique de 0,814 g/ em? (Poatyetal., 2015;
Burdock, 2016). Les HE du sapin peuvent &tre utilisées dans les breuvages non
alcoolisés, les produits de boulangerie et les sucreries avec des concentrations variables

(Burdock, 2016).
1.3.2.23 Le Pin gris: Pinus banksiana Lamb

Le pin gris caractérise les foréts bordales localisées dans les régions froides et
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tempérées de I’Amérique du Nord (Zhang et Koubaa, 2009). L’extraction des HE a
partir des feuilles du pin gris est une voie de valorisation de cette BFR et présente un
rendement de (0,2 % de poids des aiguilles (Poaty et al., 2015). Ces HE sont des liquides
transparents caractérisés par une odeur typique légérement poivrée. Les aiguilles du
pin gris sont utilisées pour produire du thé riche en composés phénoliques. Le tableau
1.3 présente les composées majoritaires des HE extraites du sapin baumier, de

I’épinette noire et du pin gris.

Tableau 1.3  Composition chimique des HE du sapin baumier, 1’épinette noire et le

pin gris (Poaty et al., 2015)

Monoterpenes _
Essence  Parametres  Monoterpenes Sesquiterpenes Esters
OXYgenes
Concentration 84,9% 1.3% 0,6% 9.1%
Sapin - pineéne;
_ Composées _ _ Acetate de
baumier o B-pinene; a-tepeniol [-caraphyllene
majoritaires _ bornyle
Limonéne
Concentration 63,5% 2,6% 1,6% 29.2%
Epinette a-pinéne; _
_ Composées a-tepeniol Acetate de
noire o campheéne _ B-caraphylléne
majoritaires 1,8-cinéole bomyle
¥-3-caréne
Concentration 85,9 % 2,7% 0,2 % 8.2 %
Pingris  Composées a-pinéne; a-tepeniol; Acétate de
o _ [-caraphylléne
majoritaires camphéne 1,8-cinéole bomyle

1.3:23 Impact du prétraitement et du conditionnement de la BFR sur les HE

Les prétraitements de la BFR ont une influence sur la quantité et la qualité des HE

extraites. En effet, le broyage est une technique qui entraine la réduction de la taille de
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la biomasse pour améliorer la surface de contact avec la vapeur d’eau durant
I’extraction. Cependant, il peut y avoir des pertes en termes de rendement en HE dii a
I’adsorption sur les parois du broyeur ou qui peuvent étre volatilisées a 1’air libre due
a I’atteinte d’un point d’équilibre avec la température ambiante (Tischer et al., 2017).
Néanmoins, le conditionnement de la BFR fragmentée est accompagné par des
réactions exothermiques. Ces réactions entrainent des pertes en matieres par des
attaques fongiques et bactériennes qui peuvent atteindre environ 25 %, ¢t engendrer
une réduction du pouvoir énergétique (Douville et al., 2006). En effet, les phénomenes
de dégradation dépendent généralement de 1’essence forestiére, de la teneur en
humidité, de la granulométrie et de la durée de stockage. 1.”étude de Kim et al. (2012)
a montré que les attaques fongiques entrainent des pertes en poids du bois car ils
dégradent les composés chimiques tels que la lignine et cellulose pour consommer
leurs molécules de carbones. Par conséquent, il est nécessaire de transformer la
biomasse immédiatement aprés la récolte e plus, pour éviter les risques de dégradation
bactérienne ou fongique de la biomasse et inhiber I’activité enzymatique aprés la
récolte, il est préférable de procéder immédiatement a la distillation (Desmares et al.,

2008).
1.2.3.4 Composition chimique de la BFR

Le fonctionnement de la plante se base sur deux métabolites primaires ¢t secondaires
pour assurer une productivité et une croissance continue. Les métabolites primaires
assurent la croissance, la photosynthése et la transpiration alors que les métabolites
secondaires permettent la synthése de différents composés chimiques «les
extractibles » qui contribuent aux propriétés odoriférantes, aromatiques et aussi a la
couleur de la plante. Les extractibles présentent une forme de résistance de la plante
contre les herbivores, les attaques fongiques et les stress environnementaux qui peuvent

avoir lieu (Turtola, 2005; Rover et al., 2012). La BFR posséde une faible teneur en
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extractibles qui peut atteindre 10 % de son volume a base humide. Depuis 2013, trés
peu d’études exhaustives ont été menées sur les compositions chimiques des coniféres
et leurs propriétés (Royer et al., 2013). Ces composés sont classés en trois catégories
: 1) les polyphénols, i1) les cires et les résines, iii) les terpénes et les terpénoides. Les
terpénes et terpénoides sont les composés majoritaires des HE des coniféres et qui se
trouvent presque dans les différentes structures de la plante. Ces composés
appartiennent a la famille des hvdrocarbures et sont synthétisés durant la
photosynthése. Les terpénes présentent des intéréts considérables et participent dans
les réactions antibactériennes et les réactions d’oxydation. Ces derniers sont constitués
par un nombre d’unités iso terpénique variable a savoir : les hémiterpénes (C5), les
monoterpenes (C10), les sesquiterpénes (C15), les di terpenes (C20), les sesterpénes
(C25), les triterpénes (C30), les caroténoides (C40) et les polyisoprénes (Cn)
(Figueredo, 2007, Royer et al., 2010). Dans le cas d’extraction des HE, les
monoterpenes et les sesquiterpénes sont entrainés facilement par la vapeur d’eau alors
que les autres composés sont incapables de se volatiliser directement (Couic-Marinier
et al., 2013). Le a-pinéne, B-pinéne et d caréne sont parmi les composés majoritaires
des HE du pin et de 1’épinette (Kubeczka, 2009). Considérant leurs activités
biologiques et leurs utilisations thérapeutiques, ils sont toujours recherchés. Pour les
résines, 1’étude de Croteau et al. (1985) a montré que les coniféres présentent des
canaux résiniféres développés et produisent de la résine qui est un mélange des
composés terpéniques. Comme forme de lutte, la plante secréte des résines secondaires
suite a une blessure de I’arbre. De ce fait, la résine joue un réle majoritaire pour résister
contre les différents types d’attaques des herbivores et des pathogeénes. En effet, cela

pourra affecter la concentration des terpenes (Royer et al., 2010).

Les composés phénoliques sont omniprésents dans tous les tissus des végétaux, ils sont
caractérisés par un cycle aromatique et une liaison hydroxyle. Ces composés se

trouvent toujours sous leurs formes conjuguées, car les formes libres sont parfois



26

toxiques. La biosynthése des polyphénols est toujours en lien avec la biosynthése de la
lignine qui est formée par des phénylpropanes (Rover et al., 2010). Ces composés
assurent la durabilité de certaines essences grace a leurs capacités de piéger les radicaux
libres et de bloquer les réactions enzymatiques ¢t antifongiques (Schultz ¢t al., 2002).
Les flavonoides et les acides phénoliques protégent la plante contre les dommages des
rayonnements ultraviolets et réagissent ainsi comme des antioxydants (Turtola, 20035).
Les recherches menées pour identifier les propriétés des polyphénols ont trouvé que la
coloration du bois est la résultante des groupements chromophores, issus de ’acide
phénolique, des tannins condensés, des quinones et des flavonoides qui sont capables

d‘absorber la lumi¢re visible (Royer et al., 2010).
1.33.5 Définition des HE

Substances trés répandues sur la plandte terre, les HE sont des extraits qui ne
contiennent pas des substances grasses comme les huiles synthétiques. Ce sont des
extraits des plantes, elles forment un mélange de plusieurs composés odorantes et
phénoliques concentrés dans un végétal. Ces composés pourront étre appelés aussi des
chémotypes. La teneur en HE varie d’une plante a une autre selon les conditions
physiologiques de la plante, les sécrétions hormonales, les apports hvdriques et les
conditions climatiques (Hilan et al., 2011). Ces substances sont localisées dans
plusieurs organes de la plante tels que : les feuilles, les fleurs, les cones, les écorces et
les racines. I.’extraction de ces mélanges odorantes complexes s’effectue par plusieurs
méthodes telles que : I’hydrodistillation, 1’entrainement a la vapeur, 1’extraction par
solvants organiques, I’extraction par dioxyde de carbone supercritique, microondes et
ultrasons (Lucchesi et al., 2004). La synthése de ces extractibles est influencée par
plusieurs facteurs : tels que les facteurs génétiques, environnementaux, géographiques,

le moment de récolte et la méthode d’extraction (Cosentino et al., 1999).
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1.3.3.5.1 Paramétres influant la quantité et qualité des HE

La biosynthése des HE est effectuée par des métabolites secondaires au niveau de la
plante qui dépend de plusicurs facteurs externes. La température, I’ensoleillement, les
conditions édaphiques, la variation des saisons et la localisation géographique. De
plus, les stades végétatifs de la plante ont un impact sur les sécrétions des HE
(Figueiredo et al., 2008). Pour conclure, les activités d’aménagement forestier et les

cultures sylvicoles ont une influence (Schmidt, 2009).
- Variation intra-individuelle de la plante

La synthése des HE dépend du stade végétal de la plante et de la phase de
différenciation des cellules sécrétrices. Ainsi, les agrumes sont parmi les especes trés
riches en composés odorantes. De ce fait, des études ont montré que 1’huile des feuilles
de pamplemousses se caractérise par une teneur élevée de sabinéne et de f-ocimene,
par contre I’écorce contient principalement de B-pinéne, ¥-terpinéne et de limonéne
(Gancel et al., 2002). D’autres études ont trouvé que les HE du persil qui sont riches
en apiol et myristicine. En outre, la myristicine domine chez 1’espéce de persil a

feuilles frisées alors que 1’apiol domine chez les espéces racinaires (Schmidt, 2009).
- Conditions environnementales

Les conditions affectent directement la capacité de la plante a synthétiser des HE. En
effet, les industries des ardmes sont affectées par les variations des conditions
météorologiques. Les catastrophes naturelles telles que les cyclones, la sécheresse et
les inondations ont des conséquences alarmantes sur la physiologie et les métabolites
du végétal. Citons, les ouragans qui ont touché la Floride en 2004 et qui ont causé 25
%o des pertes dans la culture des oranges et 63 % pour les pamplemousses. 1."Indonésie
aussi a été victime de la sécheresse qui a abaissé sa production en poivre environ deux

tiers par rapport a sa production mondiale (Figueiredo ¢t al., 2008). Selon Turtola
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(2005), les conditions environnementales affectent les métabolites secondaires de la
plante. En effet, la teneur en terpénes et les résines augmentent suite a la sécheresse.
De plus, les substances volatiles retenues dans les cellules de la plante se concentrent
davantage suite aux conditions de stress hydrique chez certaines espéces comme
I'Ocimum basilicum et [ Antemiusiaannua (Turtola, 2005). La sécheresse est parmi les
facteurs qui perturbent les métabolites de la plante. D’un c6té, clle engendre une
variation au niveau de la photosynthése, modifie I’absorption des nutriments, du
carbone, des sucres et des acides aminés. De 'autre ¢6té, elle entraine la formation de
plusieurs composés monoterpéniques, en particulier ceux de I’a ¢t B pinéne, myrcéne,
limonéne et B-phéllandréne (Figueiredo et al., 2008). .’étude de Kamatou et al. (2008)
a montré des variations du rendement en HE pour certaines espéces durant la période
de la floraison et qui passe de 0,07 % en juillet jusqu’a 0,19 % en aofiit pour
Salvia.africana-caerulea. Pendant la période juillet-aolt, les HE ont été secrétées
davantage pour maximiser la pollinisation. La concentration de B-phéllandréne,
limonéne et 1,8-cineole augmente avec la diminution de la température (Pala-Paul et
al., 2001). La synthése de certains composés est plus intense durant la période
végétative telle que la synthése des hydrocarbures sesquiterpéniques pour la plante de
Archilliamille folium tandis que les hydrocarbures monoterpéniques sont majoritaires

pendant la période de floraison (Figueiredo et al., 2008).
- Rayonnement ultra-violet

Les conditions de stress environnementales comme la sécheresse et les rayonnements
ultraviolets augmentent la capacité de la plante pour produire plus d’oxygene actif
comme forme de défense. La sécrétion des substances antioxydantes au niveau de la
plante assure une prospérité et une résistance contre les conditions de stress hydrique
(Turtola, 20035). Les rayonnements ultraviolets (UV) entrainent une augmentation de

I’épaisseur épidermique et une diminution de la surface foliaire. Ceci favorise la
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synthése de la cire et réduit le taux de transpiration ¢t améliore la résistance de la plante
contre la sécheresse (Bassman et al., 2001; Hofmann et al., 2003; Caldwell et al., 2007).
De plus, les UV favorisent la sécrétion des terpénes chez les plantes aromatiques,
néanmoins, cela n’a pas d’effet sur les coniféres (Johnson et al., 1999). L’étude de
Turtolas (2005) s”est basée sur 1’étude les coniféres tels que le pin sylvestre et I’épinette
de Norvege. Le rayonnement n’a pas d’effet sur ces essences, car ces dernicres
nécessitent beaucoup d’ensoleillement pour leurs croissances. Un point de plus a
évoquer, les aiguilles des coniferes ont une surface réduite, munie d’une cuticule
cireuse et épaisse riche en composés phénoliques. Ces derniers favorisent leurs

protections contre les rayonnements ultraviolets (Turtola, 2005).

- Le stockage

La biosynthése des HE est en lien avec les techniques de stockage de 1a biomasse aprés
sa récolte. La lumiére, la température, le taux d’humidité et le niveau d’aération sont
des parametres qui affectent la composition des HE et leurs quantités. Dans d’autres
cas, aprés la récolte, certaines espéces subissent des phases de maturation pour
développer I’ardme suite a I’action de certaines enzymes. Par exemple les gousses de
la Vanilla planifolia subissent aprés la récolte un durcissement de la paroi qui entraine
la réaction entre les enzymes hydrolytiques (B glucosidase et autre glycosyl-
hydrolases) qui catalysent les substrats (glucovanilline et autres) pour libérer les

substances aromatiques de la plante comme la vanilline (Havkin-Frenkel et al., 2007).

- Effet des méthodes d’extraction

Il existe différents types de procédés d’extraction des HE sont différents, et changent
selon les besoins des producteurs qui cherchent toujours le gain énergétique. Le
tableau 1.4 présente le principe et les paramétres affectant le procédé d’extraction
(température, pression, utilisation de solvant), aussi, les avantages et les inconvénients

de chaque méthode d’extraction en termes de rendement, qualité en HE et impact sur
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I’environnement. L’extraction des HE a partir des tissus d’un végétal est assurée par
le phénomene de diffusion qui est un processus long. I.’entrainement des composés
volatils dépend de plusieurs facteurs tels que : la quantité de la fraction lipidique de la
plante, le degré de solubilité des composés volatils, les gradients de pression totale et
les gradients de la température durant le procédé d’extraction (Djerrari, 1986). Le

phénomeéne d’extraction suit le principe de la loi de Fick (Equation 1).
Loide Fick : J; = —p Dy;V; [1]

J;: Flux massique (kg.m2 s1),

p: Masse volumique (kg.m?)

Dy;: Coeflicient de diffusion binaire (m?. s,

Vi Fraction massique (sans unité)

Hvdrodistillation

Cette méthode consiste a immerger le matériel végétal en contact direct avec 1’eau et
porter 1’ensemble a ébullition a pression atmosphérique. 1.’augmentation de la
température engendre 1’éclatement et la pénétration de ’eau qui solubilise les HE.
Ensuite, la libération des molécules volatiles retenues dans les cellules. La vapeur
récupérée sera chargée avec les substances aromatiques et sera par la suite refroidie
dans un condensateur. Enfin de 1’extraction, I’hydrolat sera recueilli dans 1’essencier.
Les HE ont une densité plus faible que 1’cau qui est aux alentours de (0,8 - 0,9). Cette
faible densité favorise leur flottation a la surface de 1’eau florale et la séparation des
deux phases (Lucchesi, 2005). L’exposition pour une longue durée de la matiére
végétale avec 1’eau engendre des modifications de la composition chimique des HE.

L’hydrolyse partielle des esters, I'isomérisation, 1’oxydation, la solubilisation de
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certains composés et libérations des notes de bralé résultent suite a ce contact prolongé

(Guenther, 2013).

I’entrainement a la vapeur

C’est une méthode qui s’effectue par la diffusion HE de milieu intracellulaire de la
plante vers I’extérieur par le passage d’un flux de vapeur sans contact avec 1’eau. Les
vapeurs récupérées entrainent les composés volatils de la plante qui seront refroidis. Il
y a apparition de deux phases non miscibles : une phase aqueuse qui est I’cau florale et
une phase organique qui contient les HE. La figure 1.7 schématise les quatre principales

étapes qui se déroulent pendant 1’entrainement a la vapeur :

1- Condensation de la vapeur d’eau saturée sur les surfaces de la matrice

accompagnée avec un apport de chaleur par le phénoméne de convection

2-  Augmentation de la température de surface rapidement et propagation de la
chaleur par conduction au cceur de la matrice solide avec un gradient de

température entre la surface et I’intérieur

3- Migration par diffusion, capillarité ou osmose des composés volatils retenus
dans les cellules. Ces passages des composés dépendent principalement du
gradient de la température, structure et perméabilité de la paroi, la porosité et

surface spécifique.

4- Diffusion des composés volatils a la surface avec une température comparable
a celle de la vapeur. Enfin ces composés seront entrainés a la surface du

condenseur avec une pression partielle correspondante pour chacun.
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Figure 1.7  Processus de transfert de la matiére pendant [’extraction par

entrainement & la vapeur (Besombes, 2008)

Extraction assistée par microondes

L’extraction par micro-ondes s’effectue de I'intérieur vers la périphérie de la cellule
végetale. Cela peut engendrer des forces de pression plus élevées qui entrainent
I’éclatement d’un nombre plus éleve de cellules. L extraction classique par (HD, hydro
diffusion, ou entralnement a la vapeur d’eau) se prolonge pour une longue durée tandis
que l'extraction assistée par micro-ondes est aux alentours de 30 minutes
(Moradalizadeh et al ,2013). La puissance des micro-ondes est un parametre qui doit
étre controlé par rapport a la quantité du végétal. Dans le cas d’utilisation d’un solvant
lors de I’extraction combinée, les puissances appliquées peuvent étre 45 fois
supéricures a la masse du végétal a traiter alors que pour une HD assistée par micro-
ondes, elle nécessite des puissances plus élevées aux alentours de 1200 W (Lucchesi,
2005). Des ¢tudes ont montre que le temps d’extraction et le volume d’eau auront un

impact sur la qualité des HE. En effet, I’augmentation de ces deux parametres engendre
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une accumulation des composés hydrolvtiques ¢t une réduction des composés
oxydatifs (Wang et al., 2006). Les travaux de Pare et al. (1991), ont montré que la
technique de I’'HD combinée avec une microonde est une méthode plus rapide en
termes de temps d’extraction et entraine une amélioration du rendement tout en
favorisant I’extraction des composés volatils (Pare et al., 1991). D’un point de vue
qualitatif, I’extraction des HE assistée par microondes a partir des feuilles de myrte a
entrainé 1’apparition du 71 % du nonacosane alors que sa concentration &tait nulle suite

a I’hydrodistillation (Chemat et al., 2006).

Extraction par solvants organiques

L’extraction par solvant organique consiste a faire attaquer la matiére végétale par un
solvant tel que ’hexane, le cyclohexane, 1’é¢thanol, le dichloroforme ou I’acétone, et le
laisser macérer pendant une durée fixée puis éliminer le solvant pour récupérer les
extraits de la plante. Cette méthode est couteuse, car elle nécessite des quantités
importantes de solvants. De plus, les solvants causent des problémes de toxicité et de

gestion des déchets (Atz Dick et al., 2017).

1. extraction par CQO, supercritique

Parmi les méthodes innovantes, 1’extraction par CO; supercritique s’effectue grace a
I’abondance de CO2 dans 1’atmospheére, la biosphere, et constitue 0,03 % de 1’air. Le
principe de I’extraction avec cette méthode consiste a mettre la matiére végétale dans
I’extracteur, le CO; est acheminé vers I’extracteur aprés avoir été comprimé et chauffé
a 30°C ou 40°C. 1l est ensuite chargé en extractibles pour étre détendu. Une détente
isotherme de 1’état supercritique a 1’état gazeux qui entraine la séparation de soluté du

gaz dans le séparateur.



Tableau 1.4 Différentes méthodes d'extraction des HE
Méthodes A - .
& extraction Principe Avantages et Inconvénients Références
L’e mateqel vegetgl est en coqtact dlrjcct a\’fec_la VAPSUL o e tras simple
Distillation d’eau qui est ensuite condensée. La récupération se fait Pas de dépenses eneredtiques
; dans un séparateur d’ou la dispersion d'HE dans 1'eau P Eelques, (Vinatoru, 2001).
a la vapeur perte de temps
seffectue.
M¢éthode efficace lente,
Extraction par  La séparation des huiles de solvant se fait par évaporation coliteuse
b b ) : o P P Neécessite des températures (Hu, 2011)
solvant du solvant & des températures élevées. o . .
élevées (dégradation de
quelques constituants des HE)
Le matériel végétal est submergé dans 1’zau qui va sera Méthode efficace, mais lente
Hydrodistillation chauffé jusqu’a ébullition. Le mélange est récupéré au ~ POW 100g (4h)

niveau d'un essencier, aprés son passage dans le
refroidisseur

Consommation d’importantes

quantités d’ean {Lucchesi, 2005).

M¢éthode efficace et a faible

Enthr]?figsn Ve | >extraction requiert un fluide supercritique (¢4 COzen €00t _ . (Nossack etal., 2000; Spigno
i présence d’un solvant organique). Pas ‘16 _dEgT adation oxydative et al., 2009; Otles, 2016)
supercnnque des lipides
o . g Vinat 2001; Bousbia et
. Les ondes sonores exercent des vibrations au niveau des Réduction du temps (Vina oru,. 1, bousbla €
Extraction par - . . o A extrachi al., 2009; Saikaew et al.,
ultrasons parois cellulaires des plantes, ce qui  améliore d’extraction 2000)
I’extraction.
Le chauffage de matériel végétal se fait de I'intérieur " .
Lo . ) . Efficacité environnementale
Fxtraction par vers l_a périphérie, ce qul_enggndrel augmentation de 12_1 Meéthode rapide _
. pression de I'eau & 'intériewr des cellules ce qui . , (Lucchesi, 2005; Chemat et
micro-ondes Economie de temps, d'eau, pas

favorise 1’éclatement des cellules et le déversement de
leur contenu dans le milieu extérieur.

de solvant résiduel. al., 2006; Hu, 2011)

HD combinée
avec Iicro-
ondes

C’est une méthode qui nécessite pour 100 g de matériel
vegetal © des puissances (1200 watt) et durée 15 min.

{Stashenko et al., 2004
(Chemat,2005)

Bon rendement, rapide (75
min), faible cotit

143



35

1.4 Les applications des HE
1.4.1 Pouvoir antioxydant des HE

Dermicrement, les consommateurs évitent les produits gorgés de substances chimiques
et s’orientent vers des produits naturels sans additifs chimiques. Ils doutent des
toxicités et le risque des maladies mutagénes et cancérigénes (Williams et al., 1999).
En effet, les extraits des végétaux étaient toujours employés pour améliorer la saveur,
la couleur et le gotit des aliments. En outre, ils peuvent agir comme des agents de
conservation et préservation contre les réactions d’oxydations. En effet, un antioxydant
est défini comme une substance qui agit a faible concentration et inhibe 1’activité d’une
substance oxydable. Les antioxydants cherchent a réduire 1’activité des radicaux libres
en radicaux moins réactifs (Figure 1.8). Ils forment la premicre barriére envers les
radicaux libres et maintiennent la stabilité d’un produit ou d’un organisme (Yadav et
al., 2016). Les radicaux libres sont des molécules dérivées de 'oxygéne ayant des
¢lectrons libres sur leurs couches externes. Ces électrons cherchent toujours leurs
stabilités et sont capables méme d’arracher d’autres électrons d’autres composés tels

que les protéines, les acides amingés, les lipides et I’ADN (McCord, 2000).
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Figure 1.8 Action des antioxydants naturels pour neutraliser les radicaux libres

(McCord, 2000)

Le phénomene de stress oxydatif est la résultante des agressions biologiques des
radicaux libres sur les cellules. Tl est irréversible causeé par les radicaux libres qui sont
instables et cherchent a récuperer des electrons ou protons aux alentours pour se
stabiliser (Rolland, 2004). De plus, I’oxydation induit des réactions de peroxydations
en continu jusqu’a engendrer un desordonnément de la membrane et un déséquilibre
lors de I’échange membranaire (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Les antioxydants
naturels sont parmi les composés chimiques majeurs habituellement présents dans les
HE qui reduisent ces réactions. Les composes phenoliques, les vitamines et les
caroténoides participent aussi a la réaction d’oxydation (Hellal, 2011). Ils ont plusieurs
propriétés préventives et permettent d’éviter le rancissement des aliments et évitent la
dégradation des propriétés organocleptiques d’un produit (Yadav et al., 2016). Le
mécanisme de I’activité antioxydante pourra se faire par deux méthodes : soit par le
piegeage des radicaux qui sont capables d’interrompre une chaine de catalyse en lu
cédant un atome d’hydrogéne (HAT) comme suit : AH+ Re—» A+ RH, soit par le
don d’une molécule stable (Dehariya et al., 2018) ou soit par le transfert d’un électron

(Rolland, 2004).
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1.4.1.1 Natures des antioxydants
Les antioxydants peuvent étre répartis en deux catégories : synthétiques et naturels.

- Antioxydants synthetiques

Les antioxydants synthétiques sont incorporés dans la composition chimique de
plusicurs produits alimentaires et cosmétiques grace a leurs hautes performances, faible
cotit et la disponibilité sur le marché (Xiu-Qin et al., 2009). La figure 1.9 montre des
exemples d’antioxydants synthétiques tels que: le (BHT) hydroxytoluénebutilé, le
(BHA) hydroxyamisolbutile, le (GP) gallate de propyle et le (BHQT)
butylhydroquinone tertiaire (Guan et al., 2005). L utilisation de ces antioxydants est
régulee par les autorités (Andre et al., 2010). Malgré leurs efficacités, les antioxydants
synthétiques suscitent des inquictudes quant a leur toxicité et leur mutagénicité. Cela
incite les industriels a trouver des alternatives économiques et rassurantes (Williams et

al., 1999).

71\(%;/% 1
OMe
BHT BHA
1H OH
HO OH
{tH o g
TBHQ PG

Figure 1.9 Structures de quelques antioxydants synthétiques (Guan et al., 2005)
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- Antioxydants naturels

La substitution des additifs chimiques par des produits naturels ces derniéres années
est devenue une tendance (Pokomy, 1991). En effet, les antioxydants naturels sont
parmi les composés chimiques majeurs habituellement présents dans les HE. Parmi
lesquelles il v a : les terpénes oxygénés, les composés phénoliques, les vitamines et les
caroténoides qui participent a la réaction d’oxydation (Hellal, 2011). Ces demiers
picgent ¢t inhibent la chaine de genése des radicaux libres (Podsedek, 2007). Ils sont
capables de céder les atomes d’hydrogéne grice a leurs groupements hydroxyles et qui
seront capables a inactiver des oxydants (Bougandoura ¢t al., 2013). Ils ont plusicurs
propriétés préventives qui permettent d’éviter le rancissement des aliments et évitent
les pertes des propriétés organoleptiques d’un produit (Yadav et al., 2016). La majorité
de ces composés sont formés par un noyau aromatique et un groupement hydroxyle

(Shahidi et al., 1999). Le tableau 1.5 présente les antioxydants naturels les plus connus.

Tableau 1.5  Les antioxydants naturels et leurs propriétés physico-chimiques.

Les antioxydants Propriétés Références
Préviennent les maladies cardiovasculaires et le cancer. O

Les polyphénols ) ) ) (Dimitrios,
Préserve les propriétés organoleptiques des aliments. 2006).

Capable de piéger les différentes gammes d’oxygénes, .
Les flavonoides P piee s Ve (Halliwell et
d’azote et les espéces chlorées. al., 2005).

Capable d’interrompre les réactions d’initiation et (Di Mascio et
Les caroténoides ] ] ]
prolongation des radicaux libres al, 1991)

Participe 4 la deuxiéme ligne de défense contre le stress

oxydati f (P ods e d ek,
Capables de capter les radicaux libres et facilitent le 2007)

La vitamine C

transport des électrons vers la membrane plasmique.
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11 existe plusieurs méthodes de détermination de ces composants (Tableau 1.6) et qui

sont classées en 3 groupes.

- Me¢éthodes indirectes pour la détermination des phénols totaux par réduction du
Fe ™.

- Me¢éthodes qui utilisent les méthodes de I’oxydation lipidique.
M¢éthodes basées sur le piégeage des radicaux libres : 1) Capacité d’absorbance

du radical d’oxygene (ORAC), ii) Potentiel antioxydant réactif total (TRAP),
111) Diphenyl-1-picryhvdrazyl (DPPH)



Tableau 1.6  Différentes méthodes pour la détermination du pouvoir antioxydant des HE

Méthodes

Principe

Avantages et inconvénients

Rélérences

Méithode de DPPH
(2,2-diphenyl-1-
picryihydrazyl)

Laréduction se faif virage dela coloration
de violette du DPPH en jaune suite 4 517
nm. La concentration en antioxydant est
en lien direct avec la diminution de la
coloration qui est en rapport avec la

coloration de la solution.

Méthode simple peu coliteuse.
Les anfioxydants ne réagissent pas tous a
cause de la stabilité du DPPH.
La réaction réversible donc la

quanfification n’est pas exacte des

antioxydants.

(Huang et
al., 2005;
Tolba,
2016)

Méthode de
réduction de fer

(FRAP)

Cefte méthode s’effectue par un transfert
d’éleciron, durant laquelle il ¥ a une
réduction du fer ferrique en fer ferreux

{coloration bleue).

Méthode simple et économique.

Rapide d’ou pas la totalité des phénols

qui vont réagir.

{Tolba,
2016)

Dosages des phénols
totaux (Folin-

Cliocalteu)

Un virage de la coloration qui donne un
oxyde bleu de fungsténe et de molybdéne.
L’intensité de la coloration témoigne la

quantité des polyphénols de 1°échanfillon.

Méthode simple et peu coiiteuse

Le réactif de Folin réagit aussi avec les

sucres réducteurs ef les sulfites.

{(Prior et
al., 2005;
Tolba,
2016)

ORAC (oxygéne
radical absorbance

capacity)

Les anfioxydants durant cefte réaction
cédent leurs hydrogénes et refardent la
dégradation de la molécule cible. D*ou la

diminution de I’intensité de fluorescence.

Pertinence biologique aux anftioxydants.

Méthode sensible aux vanations de la

température.

(Huang et
al., 2005;
Tolba,
2016)

or
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1.4.2 Activité antibactérienne des HE

Les HE sont des extraits dotés de plusieurs propriétés. En 1881, Delacroix a découvert
la capacité des HE a attaquer des souches bactériennes (Boyle, 1955; Burt, 2004).
Grace a leurs pouvoirs antibactériens, les HE sont incorporées dans la formulation
chimique de plusieurs produits pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires.
Particuliérement, I'industrie alimentaire projette ses lumicres sur les HE et leurs
potentiels et cherche a remplacer les additifs alimentaires. D une part, ces extractibles
conservent les aliments et préservent leurs qualités organoleptiques. D’autre part, ils
inhibent le développement des microorganismes (Burt, 2004). I’ activité
antibactérienne est une propriété qui caractérise les HE par rapport aux autres
extractibles végétales. L étendue d’action des HE est large et permet d’anéantir un
nombre important de bactéries et méme d’autres souches qui ont développé des
résistances a des antibiotiques (Kalemba et al., 2003). Ce pouvoir est en lien direct avec
la nature des composés chimiques des huiles et leurs concentrations (Burt, 2004).
Drailleurs, les HE contiennent des hydrocarbures cycliques qui sont lipophiles ceci leur
confére la capacité de se lier avec les lipides et les protéines cellulaires de la membrane
cellulaire des bactéries et sont capables d’interrompre I'interaction lipide-protéine
(Knobloch et al., 1986). Par conséquent, ils entrainent un gonflement de la bicouche
membranaire, une altération du fonctionnement de la membrane et cause la
déstabilisation des structures et les rend plus perméables (Sikkema et al., 1994; Chi et
al., 2019). Cette perméabilité engendre la migration des ions et constituants
intracellulaires responsables a la survie des cellules (Burt, 2004). Les hydrocarbures
qui constituent les HE peuvent aussi modifier I’action des enzymes impliquées dans la
régulation de 1’énergie et la synthése de composant structurel (Conner ¢t al., 1984). Il
existe plusieurs types de bactéries, tandis que, les HE agissent mieux sur les Gram
positif que les Gram négatif. Les Gram négatif résistent plus a cause de la nature de

leur paroi cellulaire qui réduit la pénétration des composés hydrophobes a travers des
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revétements lipopolysaccharidique (Burt, 2004). La figure 1.10 illustre la structure

d’une cellule bactérienne.

Proton

Ny

7 -
:"////IFuii.e des — \\\
/7 : f \
[l GOl cytoplasme (k \'. i
l ( cytoplasmique : l I I
b Rl métabolites 1l g
\ ‘\ \ etiors / / /
\\ \\ Vid,
N, 24
N
e e

e

AEEELALALY cytoplasmique

Membrane éytopiasmique I,;f"?'.f"ﬁ; TR, Membrane
[Tttt

Membranc de protéine ~ — ’

Figure 1.10  La structure de la membrane cytoplasmique d’une cellule bactérienne

(Burt, 2004)

Une étude a montré que 1’activité antibactérienne par les composés phénoliques est due
ala présence des groupements hydroxyles qui contribuent a leur I"activité (Ultee et al.,
2002). Le carvacol et le thymol agissent d’une fagon différente par rapport aux
bactéries gram positif et négatif (Dorman et al., 2000). En effet, les espéces de
Pseudomonas sont moins sensibles a 1’action des HE (Wilkinson et al., 2005). IIs sont
dotés d’une membrane contenant des polysaccarides et des composés inactifs qui
conférent une résistance élevée par rapport aux plusieurs types d’huiles. Le genre des
Staphylocoques dorés présente une sensibilité importante par rapport aux huiles des
agrumes, de lavande, de menthe et I’eucalyptus. D’autres huiles extraites a partir des

thyms de la Corée et thymus Magnus sont capables d’inhiber la croissance de
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Streptococcus pneumoniae, Samonellatyphimurium, Salmonella entereditiset S. aureus

(Burt, 2004).
1.5 Aspect original du projet

Ce projet vise a intégrer de nouvelles étapes dans la chaine logistique de
I’approvisionnement de la BFR. Il traite plusieurs scénarios de prétraitement et
conditionnement de la BFR. Trés peu d’études ont fait le lien entre les différentes
étapes de la chaine d’approvisionnement et leur influence sur la qualité de I’'HE
extraites. De plus 1’adaptation d’une technologie d’extraction des HE a une méthode

de conditionnement de la biomasse est un aspect novateur de ce projet.
1.6 Pertinence du projet en écologie

La valorisation de la BFR en HE est une étude en plein développement qui permettra
I’épanouissement de la bioéconomie forestiére. Les récoltes de la BFR des parterres de
coupes sans modération pourraient causer une altération des propriétés du sol et un
appauvrissement du sol en matiére organique. Toutefois, il est nécessaire de trouver un
¢quilibre durant la récolte afin d’assurer la fertilité des sols et une durabilité écologique.
Les chercheurs ont toujours mentionné 1'importance ou la nécessité de faire un
¢quilibre durant la récolte de la BFR qui dépend du type de peuplement (Kim, 2001).
Par exemple, les sols du pin gris sont des sols fragiles et tolérent mal la récolte, tandis
que 1’épinette noire tolére des taux de récolte atteignant 50%. La récolte des résidus
facilite la croissance des jeunes arbres et réduit le nombre des tiges entrainé par les
ruisseaux. . abattage des arbres malades augmente la résistance des peuplements
forestiers des attaques fongiques. De méme, des analyses statistiques ont montré qu’au
Canada 50 % de la BFR a été récupérée. La densification en granule ou sous forme de
fagots sont des pratiques qui visent a améliorer le maillon de la logistique et minimiser

la taille de la BFR sur les sites de récoltes. I.e développement de ces méthodes de
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conditionnement permettrait de réduire le nombre et le colit des moyens de transport.
De plus, réduire la consommation des carburants fossiles qui engendre des émissions
des GES. Récemment, les chercheurs se sont focalisés sur les effets environnementaux
plus précisément 1’émission des composés organiques naturels dans 1’atmosphére
(Kim, 2001). En effet, ils ont démontré que les substances dégagées par les arbres
auraient un mmpact sur la qualité de 1’air. Le a pinene et B pinéne sont les composés
monoterpéniques majoritaires qui sont capables de réagir avec I’ozone atmosphérique,
les radicaux libres et NOs, par conséquent, ils sont liés aux changements climatiques
(Kim, 2001). A I’échelle des procédés d’extraction, les générateurs d’électricité des
appareillages de 1’hydrodistillateur rejettent des quantités de dioxyde de carbone qui
sont équivaux a (3464 g de CO2/ g d’HE) (Ferhat et al., 2006). Alors que I’ entrainement
a la vapeur est une technique écoresponsable qui réduit les émissions de CO; dans
I’atmosphére et évite 1’utilisation des solvants organiques. (Golmakani et al., 2008).

Ce projet vise a démontrer [’opportunité de développer des produits écoresponsables
pouvant étre des alternatives vertes a des composés pétrochimiques ou synthétiques

actuellement utilisés par divers marchés d’application



CHAPITRE II

APPROCHE METHODOLOGIQUE

2.1 Objectifs et hypothéses

I’objectif général du projet est d’étudier 1’effet de I’ajout de nouvelles étapes dans la
chaine logistique d’approvisionnement et prétraitement de la BFR sur Defficacité des

procédés d’extraction des HE et leur composition chimique.

Pour ce faire, les objectifs spécifiques suivants ont été fixés et a chaque objectif

spécifique, au moins une hypothése lui a ét¢ attribuée :

1. Evaluer I’effet des prétraitements mécaniques (broyage et granulation) de la BFR

sur le rendement et la qualité des HE extraite par hydrodistillation.

H.1.1. La densification de la BFR sous forme de granules pour 1’extraction des HE est
une nouvelle application qui dépendra des paramétres de granulation. Les ratios de
compression (faible et modéré) qui seront appliqués améliorent le rendement et la
composition chimique des HE. Plus le ratio de compression augmente, plus les granules
seront compactés et la surface de contact des particules avec la vapeur d’eau deviendra

faible d’ou le rendement en HE diminue.

H.1.2. I’extraction des HE a été effectuée par plusieurs procédés pour une BFR soit

brute ou broyée. Cependant, aucune étude n’a ét¢ menée sur une BFR densifiée en
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granules ou en fagots par les méthodes d’hydrodistillation ¢t entrainement a la vapeur.

Ces procédés montrent une amélioration du rendement en HE.

H.1.3. Le type d’essence est un facteur influant sur le rendement des HE. Les
différentes méthodes de prétraitements seront appliquées sur les trois essence et
I’évaluation de I'effet sur la composition chimique des HE extraites par les
I’hydrodistillation est étudiée. Le sapin baumier, 1’épinette noire et le pin gris sont les
trois essences qui seront soumises a l’extraction par hydrodistillation et leurs

compositions chimiques seront évaluées.

2. Evaluer 'influence de la densification en fagot de la BFR sur le rendement en HE

¢t sur la qualité de 1a BFR aprés un temps de vieillissement.

H.2.1. Ta densification de la BFR sous forme de fagot augmente la productivité en HE
et préserve sa qualité. Ce prétraitement permettra 1’assemblage de la BFR sans
I'intervention des traitements mécaniques et facilite ’entrainement des substances
odorantes. 10, 20, 30, 40 et 50 kN sont les niveaux de compression qui seront fixés

pour évaluer I’effet de compactage sur la productivité et les propriétés des HE.

H.2.2. La durée du vieillissement des fagots a I’air libre aura un impact négatif sur le
rendement et la composition chimique des HE. Ces huiles sont des composées sensibles
qui dépendent des conditions du stockage telles que la température, la lumiére, le taux

d’oxygene et le taux d’humidité.

3. Evaluer I'effet des procédés d’extraction (hydrodistillation et entrainement a la
vapeur) sur le rendement et la composition chimique des HE issue des trois

essences (sapin baumier, épinette noire et pin gris).
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H.3.1. L’entrainement a la vapeur est un procédé qui favorise I’extraction des HE plus

concentrée en composés chimiques pendant une courte durée.
2.2 Matériel
221 Matiére premieére

Les coniferes sont les essences les plus répandues dans les foréts boréales. De ce fait,
les essences étudiées durant cette étude sont : le sapin baumier (Abies balsamea),
I’épinette noire (Picea mariana Mill) et le pin gris (Pinus banksiana Lamb) provenant
de la forét de 1’Abitibi-Témiscamingue, plus spécifiquement du site Taschercau
localisé au nord de Belcourt, Québec (Figure 2.1). Ces résidus de biomasses
contiendront environ 70% d’aiguilles et 30% de branches qui ont des diamétres
inférieurs ou égaux a 10 cm sur une base humide. La récolte du sapin baumier et
I’épinette noire ont &té effectuées pendant la période d’été et 1'automne 2018,
respectivement. Tandis que le pin gris a été récupéré pendant la période d’hivers 2018.
Ces résidus forestiers seront collectés et amenés au laboratoire pour 1’extraction des

HE et leurs caractérisations.
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Figure 2.1  Site de récolte de la BFR du sapin baumier, €pinette noire et pin gris de

la torét de I’ Abitibi-Témiscamingue, site Taschereau au nord de Belcourt, Québec.

2.3 Meéthodes
23.1 Description des méthodes de prétraitements et conditions opératoires

Suite a sa réception, la BIR sera répartie en 5 lots (Figure 2.2). Le premier lot subira
seulement 1’étape de déchiquetage a été effectuée par une déchiqueteuse de branches
(Bandit, modele : 65 XP a disque compact) et donne des particules avec un diametre
variant entre (8 mm -9 mm). Le second lot a subi les deux étapes de déchiquetage et de
broyage. Ce broyage a été effectué a I’arde d’un broyeur industriel a marteaux (Schutte
Buffalo, Hammer Mill). Ce broyeur est doté d'une grille de passage comportant des
mailles de 5 mm de diametre afin d assurer une granulométrie plus fine de la biomasse
variante entre (1 mm - 2 mm). Le troisieéme lot a subi les étapes de déchiquetage, de

broyage et de densification par granulation. La granulation a été effectuée a1’aide d’une
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granuleuse KHAL avec un débit de (50 kg/h). Cette granuleuse présente une chambre
de granulation sous forme d’un boitier renfermant une filicre, des rouleaux et un plateau
d'éjection. Les filieres sont caractérisées par plusieurs ratios de compression variant
entre faibles et élevés. Lors de la granulation de la BFR, la filiere sera fixée a 6 mm de
diamétre. e but de ce test est de simuler un scénario de conditionnement de la
biomasse par densification pour réduire son volume et ainsi augmenter la charge utile
lors du transport de la biomasse vers les usines de transformation. I.e quatrieme lot a
¢té conditionné sous forme de fagots sans aucun prétraitement. La nnse en fagots est
effectuée par un moule cylindrique placé sous une machine d’essais mécamques
umversels, Zwick Roell Z100 de capacité 100 kN. Le but de ce test est de compresser
la BFR et réduire sa taille tout en préservant la teneur en HE. Le dernier lot est utilisé

comme « témoin » des branches qui n’ont pas subi aucun prétraitement.

‘ Epinette noire ‘ ‘ Sapin baumier ‘ ‘ Pin gris ‘

Biomasse forestiére résiduelle

Contrdle Biomasse Biomasse broyée  Biomasse en granule Biomasse en fagot
déchiquetée

Figure 2.2 Les différentes formes de la BFR avant I’extraction des HE



50

2.3.2 Evaluation de I’effet de vieillissement sur la qualité de la BFR

Aprés la mise en fagot, une partie de la BFR subira directement 1’extraction, la
deuxiéme partic sera répartic en trois lots. Dans le premier lot, les fagots seront
conditionnés a I’air libre étalés sur les périodes suivantes : 7 jours et 21 jours. Durant
la période de stockage, le contrdle qui est juste visuel vise & vérifier la présence de
proliférations des attaques fongiques a la surface de la biomasse qui sont aptes de
détériorer la qualité de la BFR et par conséquent a réduire le rendement en HE. La
figure 2.3 illustre la méthodologie suivie pour la préparation de la BFR pour les

procédés d’extraction.

Sapin baumier Epinette noire Pin gris

Biomassc foresti¢re résiduclic {BFR)

!

Prétraitements
!
Stockage:
0j.,7),21]
|

Extraction des HE

|
1 }

Hydrodistillation Entrainementa la vapeur

Figure 2.3 La méthodologie suivie pour la préparation de la BFR et I’extraction des

HE par hydrodistillation et entrainement a la vapeur
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2.4 FProcede d'extraction des HE
N Hydrodigtllation de |a biomasse forestidre

Tnitialement, Uhydrodistillation se fait directernent sur la BFR brute fraichernent
aneillie afin de prévenir la volatilisation des HE retenus dang les cellules de la BFR
Ersunte, 1" estraction est offectude sur la bomasee dechiquetee, broyde, granulée o on
fagot, Cette méthode d extraction est assurde par un hydrodizgtillateur (Mew house
Manufacturing Co, TSA) muni d'une puissance de 2000 Watt et un alambic de
capacite de 34 L. Le digpositif d'hydrodigtillation est présenté dans la figure 24 La
quantité de la matidre végétale a distiller est d"enviren 5 ke Les eesale d eetraction
¢ effectuent en thplicata La durée de chaque extraction varie entte 7 et 8 I, Apreés
I'HLD, les huiles extraites szont récupérées et conservees dang des flacons
hermetigquernent fermés de couleur brune emp Echant [a péndtmiien de la lumdre of gont

conservees 4 4"C pour les analyses ulténenres

Figure 24 Digpositif d'extraction des HE thydrodistillatenr)
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2.4.2 Procédé d’extraction par entrainement a la vapeur

Pour des raisons de comparaison entre le procédé d’hydrodistillation et d’entrainement
a la vapeur, le méme dispositif a été utilisé pour extraire les HE. De plus, 5 kg de BFR
ont ¢t¢ placés au niveau de I'extracteur. L’entrainement a la vapeur est une méthode
qui s’effectue par la création des forces de pression (par un systéme de création de vide)
sur les surfaces de la biomasse. L’ajout d'un baromeétre permettra la mesure de la
pression de I’hydrodistillateur lors du chauffage. Dés que le montage atteint le niveau
de pression voulu, qui variera entre 1 et 3 bars, "ouverture d’une vanne permettra
I’enfouissement de la vapeur d’eau au niveau du condensateur et enfin la récupération
des HE. La vapeur générée est issue aprés une température de 115°C. Le procédé

d’entrainement est plus court et durera environ 4 heures.
2.5 Analyses et caractérisations physico-chimiques des HE
2.5.1 Calcul du rendement

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en HE est le rapport entre le volume des
HE extraites et 1a masse de la biomasse traitée sur une base humide. Le rendement sera
calculé selon la formule de I’équation 1. e taux d’humidité initial de la BFR avant

I’extraction et pour chaque lot est présenté dans le tableau 2.1.

Quantité des HE récupérées (mlL)

R (%) = 100

[1]

Quantité du matériel végétal al'entré(g)
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Tableau 2. 1 Teneur en humidité de la BFR avant et aprés le brovage ¢t aprés la

granulation
Teneur en Aprés Aprés
o BFR brute Apres broyage _
humidité (%) séchage granulation
Sapin baumier 40,0 % 36,0 % 25,0% 20,7%
Epinette noire 50,0 % 42,0% 25,0% 22,0%
Pin gris 43% 34,2% 26% 21,4%
2.5.2 Mesure de la densité

Selon la norme frangaise NF ISO 279 : 1999 (T75-111), la densité relative des HE sera

déterminée par un pycnométre des liquides de volume (25 mL). Elle sera calculée par

la formule suivante de 1’équation 2 :

mz—Mg

d= [2]

mq—Ig

Avec:

mo: masse de pycnométres vides

mi: masse de pycnometre remplie d’eau

mz: masse de pycnometre remplie d’huile essentielle

d: Densité relative des huiles essenticlles

253 Chromatographie phase gazeuse couplée
de masse GC/MS

a la spectroscopie

L’ analyse quantitative des HE a été¢ effectuée a 1’aide d’un chromatographe a phase
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gazeuse couplée avec une spectroscopie de masse (GC/MS) (Agilent Technologie

789B, Biom-13) présenté dans la figure 2.5.

Figure 2.5 Chromatographe a phase gazeuse couplée avec une spectroscopie de

masse (Agilent Technologie 789B, Biom-13)

C’est une technique qui permet de séparer les constituants des HE par une colonne
capillaire spécifique a des températures controlées. La colonne HP-SMS utilisée est
présente sous forme d’un tube en silice fondue enroulée avant une longueur de 30
m, un diameétre interne de 250 um et une épaisseur de film de 0,25 um. La température
de la colonne varie entre 50°C et 320°C. 1.”échantillon injecté sera de 1’ordre 1 pul. pur
avec une température 150°C et sera entrainée par un gaz vecteur inerte '’hélium (1,2
mL/min). Le couplage de ce montage avec la spectrométrie de masse (MS) permettra
de quantifier chaque composant des huiles. I'identification des constituants individuels
est réalisée via la comparaison de leurs indices de rétention (RI) avec les standards. Te

tableau 2.2 présente les cing composés disponibles au sein du laboratoire du CTRI et
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qui font I’objet de cette étude pour I'identification qualitative et la quantification des
HE : Le Camphéne, limonéne, I’a-pinéne, le B-pinéne, 3-d-caréne. Selon la littérature,
Poaty et al., 2015, 1’épinette noire est une essence connue par une forte concentration
de I’acétate de bommyle qui appartient a la famille des monoterpénes. En effet, la

quantification de ce composé au laboratoire a été effectué.
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Tableau 2.2 La structure chimique des composes majoritaires des HE avec les
températures d’ébullition

Composés Structure T d’¢bullition
Camphene @t 161°C
: . oy o
Limonéne _\_>—‘< 178°C
."L\n_\
a-Pinéne bl 156,2°C
B-Pinéne \J\L 166°C
B
3-d-caréne 172°C
s oMy
4 CHy
Acétate de bornyle o 228°C
T/ 3

2.6 Analyses et caracterisations des HE
26.1 Mesure de 1’activité antimicrobienne
26.1.1

Test de diffusion par disque
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L analyse de 1’activité antimicrobienne consiste a mesurer le pouvoir bactéricide et
fongicide des HE contre certaines souches pathogénes. Les souches testées sont le
Pseudomans aeruginosa (P. aeruginosa), Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium),
I'Escherichia coli (E.coli) et la Staphylococcus aureus (S. aureus). Leurs

caractéristiques sont présentées dans le tableau 2.3.

Tableau 2.3 Caractéristiques des souches pathogénes testées

Nom de la souche N°de I’ATCC Coloration Gram
P. aeruginosa 27853 G-
S, typhimurium 14028 G
E. coli 25922 G-
S.aureus 23235 G’

Les souches bactériennes seront testées et conservées a -80 “C pour suspendre toutes
les activités biologiques. Ces souches seront ensemencées dans un milieu nutritif Luria-
Bertan (LB) pendant 18 h a 37°C avec une agitation de 150 tr/min pour &tre activées.
I’obtention de la phase exponentielle des bactéries, désigne le maximum de leur
croissance qui sera mesurée par un spectrophotomeétre UV a une longueur d’onde 600
nm. Afin d’évaluer le potentiel bactéricide des HE, laméthode de diffusion des disques
a été utilisée. Il s’agit d’une étape préliminaire de criblage qui sert a sélectionner les
huiles ayant un pouvoir antibactérien important. Cette technique consiste a mesurer le
diamétre d’inhibition des huiles comme indiqué dans la figure 2.6. Un disque imprégné
d’antibiotique (Chloramphénicol et Pénicelium) a servi comme contrdle positif, tandis

qu’un autre disque exempt de milieu de culture a servi comme contréle négatif. Aprés
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incubation (44 heures & 37°0), le diametre des zones dinhibition a &te mesure Les

tests sont realises en triphcata, Lalecture des resultats a Até effectude par la mesure de

lazona dinhibition antour de chagqne disque avec utie régle en (mum) La classification

duniveau de sersibilité de la souche est suivie suite & (Ponce, Fritz, Del Valle & Roura,

2003)

Mon sensible () ourésistante  diametrd < Smum
Setsible (+) - dlamnétte cotmpns entre 9 a 14 mbn
Tres setmble (+4)  diamette compris entre 15 8 19

Fxtrémement sensble (+++) - diamétre = 20 mm

Ul ot oy
——
lii—d
+— e 1_--
. " Vriibvthoes & a7 | 1
e FECTTL [T S T
L L TT
e
Frgure 2.4

b N

Frpcipe de lameéthode de diffusion par disques

Nesure de conventration minmale mnbittice (CMI) et concentrahon

minimal e bacténcide (CNE )

La détermination de la concentration minimale nhibitrice (CMI: la plus Fable

copcentraton des HE ou 1l n'y aura pas de crossance wisble des bacténes) ef la

coppentration mimmale bactéricide (CNE) la plus fable convantration dHE pour
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laquelle l'effet bactéricide souhaité est de 99,99 % a ét¢ effectuée en triplicata. La

méthode suivie a été choisie du protocole de Poaty et al., (2015). Les HE a tester sont

placés dans des plaques munies des puits. La démarche suivante a été suivie durant cet

essai

- Préparation ¢t dilution de la culture bactérienne.

- Ajout de diméthyle sulfoxide (DMSQO) a 5% (v/v) qui joue le rdle d’un émulsifiant.

- Les HE des trois essences extraites seront ajoutées dans des puits avec des
concentrations variables qui seront respectivement de 1 % (2ug/ul), 2 % (dpg/nl),
8 % (4ug/ul), 12, 16 et 20 % (v/v) et au niveau du méme tube I’ajout de milicu de
culture Luria-Bertani (LB) jusqu’a un volume de 200 pl.

- Incubation des plaques dans une étuve a 37°C pendant 24h.

- Aprés incubation, un volume de 40 pl de violet de p-iodonitrotetrazolium (INT)
dissout dans de 1’eau (0,2 mg/ml.) sera ajouté dans chaque tube qui sera incubé

dans 1"étuve a 37°C pendant 30 min.

La lecture des résultats sera faite aprés I'incubation. Par conséquent, la variation de la
coloration d’INT témoigne I’'inhibition de la croissance bactérienne. Subséquemment,
la concentration minimale inhibitrice (CMI) sera déterminée sclon le virage de la
coloration de 'INT qui disparaitrait dans le cas d’une inhibition élevée. Cette valeur
sera validée lors de la détermination de la CMB d’ou les concentrations déterminées
lors de la mesure de CMI seront ensemencées sur un milieu de culture pour vérifier

une éventuelle existence d’une croissance bactérienne.
2.6.2 Mesure de pouvoir antioxydant
2.6.2.1 Par la méthode 1,1- diphényle-di-picrylhydrazyle du DPPH

L’ évaluation de I'activité antioxydante de I’'HE sera faite par la méthode du 1,1-

diphényle-di-picrylhydrazyle (DPPH). Aprés quelques modifications du protocole de
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(Poaty et al., 2010) cette expérience a été menée. Cette méthode vise a mesurer le
pouvoir des HE a piéger les radicaux libres qui sont des atomes d’oxygéne instables.
En effet, les radicaux libres sont susceptibles et aptes a arracher les électrons d’une
molécule et parfois la détruire. Ce piégeage entraine le virage de la coloration de la
solution initiale du violet au jaune suite a la réduction du DPPH en DPPH-H. La
mesure durant cette méthode se fait par ['utilisation d’un spectrophotomeétre
UV/ivisible (Cary 300 Bio Varian). Subséquemment, plusicurs solutions de I'HE sont
préparées avec du méthanol avec différentes concentrations dans a différentes
concentrations (20 pg/mL, 50 pg/ml, 100 ug/mL, 200 ug/mL, 300 ug/mL, 400 ng/mL
et 500 ng/ml) et apres mélangé avec du DPPH. La concentration de la solution du
DPPH utilisé pour les tests est de 0,861 mg/ml.. La longueur d’onde choisie pour
déterminer I’absorbance des échantillons était de 517 nm. Le but de ces préparations
est le tragage de la courbe du pourcentage d’inhibition des radicaux libres en fonction
de la concentration des HE. En effet, a partir de cette courbe, le facteur ICsq
correspondant & 50 % d’inhibition sera déterminé pour évaluer I’activité antioxydante
des huiles extraites. Le BHT est un antioxydant synthétique trés fort et qui est utilisé
comme un contrdle positif. Le pourcentage d’inhibition des radicaux libres est

déterming selon la formule de 1’équation 3 :

I(%) — 100 * ([ATéj’;’lOin_ATQSE]) [3]

Témoin

Avec :
ATénein: L7 absorbance du témoin DPPH + Méthanol

Arest : L’absorbance du test
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2.6.2.2 Dosages des phénols totaux (Folin-Ciocalteu)

Le dosage des phénols totaux est une méthode permet de doser la quantité des
polyphénols totaux retenus dans I'HE (Ardestani et al., 2007). Elle permet aussi de
mesurer la capacité réductrice d’un échantillon. Un mélange des HE avec le réactif de
Folin-Ciocalteua été préparé en triplicata et a été laissé reposer pendant 5 min. De plus,
I’ajout d’une solution de carbonate de sodium (NaxCOs) (7,5 %) sera ajouté et
I’incubation de la solution pendant 90 min. Le réactif de Folin-Ciocalteu est composé
d’un mélange d’acide phosphomolybdique et d’acide phosphotungstique (il(s) sera
éventuellement réduit durant 1’oxydation des phénols en un complexe de bleu de
tungsténe et molybdéne) et ayant une absorption de longueur d’onde de 760 nm. Le
degré de coloration est proportionnel avec le taux des composés phénoliques. Durant
cette manipulation, 1’acide gallique est utilisé comme un étalon. Enfin, la quantité des

phénols est exprimée en mg d’équivalent acide gallique de matiére séche.
2.6.2.3 M¢éthode de réduction de fer (FRAP)

La méthode de réduction de fer permet de mesurer la capacité réductrice du fer des HE
(Ardestani et al., 2007). Elle s’effectue par des composés chimiques qui réduisent I’ion
ferrique (Fe*") en ion ferreux (Fe?") tout en perdant un électron. Cette méthode permet
de déterminer I’action des HE vis-a-vis la molécule de fer. C’est une molécule instable
qui cherche sa stabilité par le piégeage des molécules d’oxygénes et des électrons des
composantes des cellules. Ceci engendre la dégradation cellulaire. La mesure de
pouvoir de réduction ferrique s’effectue par I’ajout de 2,5 mL de ferricyanure de
potassium (KsFe (CN)¢) a 1 mL d’HE avec. Ce mélange reste réagir pendant 20 min a
une température de 50 °C dans un bain-marie. 2,5 ml. d’acide trichloracétique (TCA)
sera par la suite ajouté pour stopper la réaction. Un ajout de tétrachlorométhane (CCly)
est effectué pour faciliter la séparation de phase par centrifugation et récupérer le

sumageant. Le surnageant récupéré sera dilué avec de I’eau distiller et mixer avec le
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chlorure ferrique FeCls (1 %). La réaction de réduction des Fe ** en Fe?* est témoignée
par une coloration bleu foncé. La formation de ce nouveau composé permet de mesurer
I’absorbance de la solution par un spectrophotometre a une longueur d’onde 700 nm.
Le pouvoir réducteur des HE est exprimé en fonction d’acide ascorbique qui est un

réducteur fort.

2.7 Traitement statistique des résultats

2.7.1 Description des données et analyse effectuée
2.7.1.1  ANOVA

Les résultats de cette étude ont été traités par une analyse de variance ANOVA en
utilisant le logiciel R version 3.5.0-2018. Cette analyse permet d’évaluer les effets des
facteurs et estimer les interactions qui ont un effet significatif sur le modéle choisi.
L’homogénéité des variances ¢t la normalité des résidus ont été calculées par R.
Les traitements appliqués sur la biomasse ont été effectués en triplicata. Le niveau de
signification a été fixé au seuil de & = 0,05. I.”impact du conditionnement de la BFR
par mise en fagot sur le rendement des HE a été étudié selon un dispositif factoriel ou
les facteurs indépendants sont le niveau de compression des fagots (6 niveaux :
O0=témoins, 10 kN, 20 kN, 30 kN, 40 kN, 50 kN); I’essence (3 essences: sapin baumier
, épinette noire et pin gris) et le procédé d’extraction (2 procédés: hydrodistillation
(HD) et D’entrainement a la vapeur (EV)). La variable réponse est le rendement en
HE.

I’expression de ce modéle s écrit sous la forme :

Yijk = ptLEi+Fj + Gkt E¥F +E*G+ F*G + F*G*E + sijk
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Ou Y est la réponse qui représente le rendement en HE (rdt), p est I’effet général
(intercepte); E est ’effet de 1’essence; F est I’effet du niveau de compression de la
biomasse; G est 1’effet des méthodes d’extraction. E*F est 1’effet de I’interaction entre
I’essence et le niveau de compression, E*G est ’effet de 1’interaction entre 1’essence
et procédé d’extraction, F*G est ’effet de I'interaction entre les méthodes d'extraction
¢t le niveau de compression, finalement F*G*E 1'effet de l'interaction entre les trois
facteurs. e représente 1’erreur résiduelle. De plus, le test de comparaison multiple
(Tukey HSD) a été effectué afin de déterminer les différences significatives entre les
moyennes des deux procédés d’extraction, des trois essences et des niveaux de

compression de la BFR.
2.7.1.2 Analyse multivariée des données

Concernant la composition chimique des HE la statistique descriptive et les
représentations graphiques réalisées sont insuffisantes pour explorer ces données. A cet
effet, on a eu recours a la statistique multivariée, 1’analyse en composante principale
(ACP), pour mieux comprendre les raisons de la variation de cette composition et pour
clarifier les résultats. I.”ACP est une méthode qui permet de traiter les données dans
une matrice contenant les échantillons (les différents HE) et leurs teneurs en composés
chimiques qui sont : le a-pinéne, B-pinéne, camphéne, limonéne et le d-caréne). Cette
analyse permettra de maximiser la visualisation de la variation entre les variables prises
individuellement et leurs corrélations. Le cercle de corrélation pour la recherche des
interactions entre les variables et le plan formé par les deux composantes principales
(PC1 et PC2) permettent de fixer les similitudes entre les échantillons. Cette méthode
illustre plusieurs variables dans un seul graphique au lieu d’avoir plusieurs nuages de

points.



CHAPITRE III

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Ce chapitre expose et discute les résultats de I’extraction des HE a partir de la BFR
prétraitée. Durant ce projet, les travaux ont été réalisés sur trois types d’essence de la
forét boréale a savoir le sapin baumier, 1’épinette noire et le pin gris. Deux procédés
d’extraction ont été testés durant cette étude : I’hydrodistillation et I’entrainement a la
vapeur. Dans un premier lieu, I’hydrodistillation a été appliquée sur la BRF
déchiquetée, broyée, densifiée en granules et densifiée sous forme de fagots. Dans un
second lieu, ’entrainement a la vapeur a été effectué sur la BFR densifiée en fagots.
Finalement, une analyse comparative sur I’effet de ces prétraitements mécaniques sur

la quantité et la qualité des HE a été effectuce.

3.2 Effet des prétraitements mécaniques sur les propriétés quantitatives des HE
3.1.1 Méthode d’hydrodistillation de la BFR densifiée en fagots

- Cas de sapin baumier

L’hydrodistillation est I'une des méthodes les moins cofiteuses couramment utilisées
pour I’extraction des HE. Cette méthode nécessite des quantités importantes d’eau.
Néanmoins, elle assure une récupération maximale des composés odorantes a partir des
poches cellulaires du matériel végétal. La figure 3.1 présente I’évolution de ’extraction
des HE a partir de la BFR de sapin baumier (SB) qui a subi une densification sous

forme de fagots. Cing niveaux de compression a savoir 10 kN, 20 kN, 30 kN, 40 kN,
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50 kN ont &té testés. Une amélioration du rendement en HE a été notée suite a la
densification en fagots. Le témoin présente un rendement de 1’ordre de 6,16 = 1,17
ml/kg. Des augmentations significatives de 16 = 1,17 % et 34 = 0,32 % ont été
observées pour les niveaux de compression 40 kN et 50 kN, respectivement, par rapport
au témoin (SBB). Alors que, des augmentations de 5 = 0,2 %; 3 + 1,2 %; 2 + 1,36 %
faible ont été observées pour 10 kN, 20 kN et 30 kN, respectivement, par rapport au
SBB. Ces observations sont expliquées par 1’effet de la mise en fagot sur I’entrainement
des composés odorantes et 1’accessibilité de 1’eau a toutes les poches cellulaires qui

contiennent les HE.
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Figure 3.1 Effet de la mise en fagots sur le rendement d’extraction des HE par

hydrodistillation du sapin baumier

La figure 3.1 montre que la mise en fagots assure la récupération du maximum des HE
en une durée plus courte par rapport au témoin. En effet, I’extraction des HE a partir

des fagots 50 kN a récupérée 8,81 + 0,32 mIL/kg en 320 min, alors que 6,16 = 1,17
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mL/kg d’"HE ont été récupérées a partir du témoin aprés 400 min. La mise en fagots est
un prétraitement qui a favorisé les contacts entre les branches. Par conséquent, les
phénomeénes de transfert de la chaleur par conduction et convection durant
I’hydrodistillation se sont améliorés. En effet, la conduction de la chaleur a partir de la
surface vers le cceur de la matrice est devenue plus prononcée, ceci favorise
I’entrainement des composés volatils. L’évaporation et la condensation des HE du coeur
de la matrice vers la surface sont assurées par le mécanisme de diffusion suivant la loi
de Fick qui dépend principalement du gradient de la température et de la pression
particlle (Al Haddad, 2007, Besombes, 2008; Hamitouche, 2016). Ces résultats sont
corroborés avec ’étude de (Douville et al., 2006), qui a mentionné que la mise en fagot
est un prétraitement plus adapté pour les résineux graces a ces branches maniables et
ayant une taille réduite. Ceci préserve la composition chimique de la BFR ¢t minimise
les attaques fongiques observées suite aux changements des conditions
environnementales (Douville et al., 2006). La saison de récolte semble aussi étre un
facteur crucial a considérer durant 1’extraction des HE. Par exemple, le sapin baumier
a été récolté pendant la saison d’été (juin - juillet). A cet effet, les essences durant 176té
sont en phase de floraison avec une activité hormonale élevée. De méme, les plantes
produisent des quantités importantes en HE. Cependant, la saison d’hiver pendant
laquelle la récolte du pin gris a été effectuée, caractérise la phase de dormance du
végétal et elle entraine le ralentissement des métabolismes primaires et secondaires
(Royer et al., 2013). En effet, la période de récolte de la BFR pourra avoir un impact

important sur la quantité des HE qui seront récupérées (Hellal, 2011).
- Cas de I’épinette noire

La figure 3.2 présente les courbes d’extraction harmonieuses des HE de 1’épinette noire
(EPN) densifiée en fagots. Les rendements obtenus ont augmenté en comparaison avec

le témoin (EPNB). Les valeurs qui ont été notées sont de 1’ordre de 19 + 0,28 %, 42 +
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0,2 %, 36 + 0,1 %, 46 = 0,31 % et 47 = 0,18 % pour des niveaux de compression 10,
20, 30, 40 et 50 kN, respectivement.
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Figure 3.2 Effet de la mise en fagot sur le rendement d’extraction par

hydrodistillation des HE de I’épinette noire

La densification sous forme de fagots est un prétraitement qui préserve la forme des
branches et aiguilles et permet d’éviter I’éclatement des cellules qui contiennent les
HE. Ce prétraitement favorise aussi le transfert de la chaleur entre la BFR d’ou la
récupération davantage des HE. Par ailleurs, la tencur en HE de 1’épinette noire est
faible en comparaison avec le sapin baumier. Le sapin baumier contient des cellules et
des vaisseaux résiniféres localisés en dessous de 1’écorce qui sécrétent des substances
terpéniques (Francezon, 2018). L’étude de Tremblay et al., (1974) a trouvé que les

feuillages de sapin baumier ont un rendement entre 1 et 1,4 % tandis que 1’épinette
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noire a un rendement qui varie aux alentours de 0,5 et 0,7 %. Pour conclure, la BFR du

sapin baumier est plus riche en HE en comparant avec I’épinette noire.
- Cas du pin gris

La figure 3.3 présente la variation du rendement des HE pour le pin gris (PG). La
densification sous forme de fagot a entrainé une diminution du rendement des HE par
rapport au témoin (PGB). Les valeurs qui ont été obtenues sont de 'ordre de 2,28 +
0,13 ml/kg, 1,74 + 0.22 ml/kg, 1,97 + 0,18 mL/kg, 1,76 + 0.2 ml/kg, 1,45 + 0,12
mL/kg et 1.64 = 0,04 mI./kg pour I’état brut et les cing niveaux de compression 10, 20,
30, 40 et 50 kN, respectivement.
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Figure 3.3 Effet de la mise en fagot sur le rendement d’extraction par

hydrodistillation des HE du pin gris

La récolte du pin gris pendant cette étude a été effectuée pendant I’hiver. Cette saison
pendant laquelle la plante est en dormance et tous les métabolismes primaires et

secondaires seront bloqués. Par conséquent, le rendement en HE du pin gris est faible.
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Le contact prolongé du matériel végétal avec 1’cau durant I’hydrodistillation provoque
des réactions secondaires qui peuvent modifier la nature chimique de certains
composés (Guenther, 2013). En effet, la surface spécifique de la BFR qui est en contact
direct avec 1’cau. Ceci a un effet sur le rendement des HE et pourra engendrer des
phénomenes de tassement ¢t un agglutinement et entraine la formation d’une masse
compacte qui bloque le passage a la vapeur. L hydrodistillation est une méthode qui
consomme des quantités importantes d’eaux, du temps et de 1’énergie. Selon Lucchesi
et al., (2004), 1’cau est un solvant polaire qui engendre des effets thermiques et
hydrolytiques et cause des pertes de plusieurs composés (Lucchesi et al., 2004). De
plus, les travaux de Vekiari et al., (2002) ont renforcé ces résultats. Or, la localisation
géographique, la période de récolte, les conditions climatiques et I’organe utilisé de la
plante ont un effet sur la quantité des HE récupérées et sur leurs compositions

chimiques (Vekiari et al., 2002).

3.1.2 Ftude comparative du rendement des HE issues des différents

types de prétraitements
- Cas de sapin baumier

Dans le cadre des analyses préliminaires, la BFR a subi trois types de prétraitement
mécanique : le déchiquetage, le broyage et la densification en granules. Afin de
comparer la densification en fagots et les différents prétraitements appliqués sur la
BFR, la figure 3.4 montre 1’évolution du rendement en HE en fonction du temps. Le
sapin baumier brut (SBB) sert comme témoin. Ce dernier présente un rendement en HE
de I’ordre de 6,16 + 1,17 mL/kg. Ce rendement est amélioré suite a la densification de
la BFR sous forme de fagots par rapport aux autres prétraitements mécaniques testés.
En effet, des augmentations de 68 + 1,41 %, 83 + 0,74 %, 93 = 0,24 % ont été notées

par rapport a la BFR déchiquetée, broyée et densifiée en granules, respectivement.
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Figure 3.4 Courbe de la cinétique d’extraction des HE par hydrodistillation du

Sapin baumier

- Cas d’épinette noire

Les variations des rendements en HE de I”épinette noire (EPN) extraites de la BFR
déchiquetée, broyée, granulée et densifiée en fagots sont présentées dans la figure 3.5.
Le témoin (EPNB) présente un rendement en HE de 1,6 + 0,3 mL/kg qui est faible par
rapport aux autres formes. Tandis que, les fagots de I’épinette noire a 50 kN ont montré
une augmentation de 63 % du rendement versus 1’épinette noire broyée et granulée.
Cependant, la densification en fagots a engendré une augmentation du rendement en
HE en comparaison avec la BFR broyée et granulée. En outre, cette amélioration est de
I'ordre de 14 = 0,18 % ¢t 24 % par rapport a la BFR broyée et densifiée en granules,

respectivement.
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Figure 3.5 Courbe de la cinétique d’extraction des HE par hydrodistillation de

I’épinette noire

- Cas du pin gris

Les prétraitements mécaniques appliqués a la BFR du pin gris ont engendré des
variations du rendement en HE suite a 1’extraction par hydrodistillation (Figure 3.6).
Le témoin du pin gris a enregistré un rendement de 2,88 = 0,13 mL/kg. Une diminution
de ce rendement en HE a été observée suite aux brovage et granulation. En effet, la
mise en fagot a entrainé une augmentation de 2 % et 26 % par rapport a la BFR broyée

et densifiée en granules, respectivement.
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Figure 3.6 Courbe de la cinétique d’extraction des HE par hydrodistillation du pin

gris

Les trois prétraitements mécaniques qui ont été effectués a la BFR ont engendré une
diminution du rendement des HE. Ceci pourrait &étre expliqué par les variations des
parameétres opératoires du déchiquetage, broyage et granulation. En effet, 1"étude de
Tischer et al. (2017) a montré que le type de broyeur, la forme de la BFR et sa teneur
en humidité sont parmi les facteurs qui affectent la productivité en HE. Le broyage de
la BFR est une méthode appliquée habituellement pour assurer la stabilité et
I’homogénéité des échantillons lors de I’extraction des HE. Néanmoins, la revue de la
littérature a confirmé que durant le procédé du broyage, il y aura des variations des
températures qui engendrent la volatilisation de certains composés retenus dans les
glandes du matériel végétal. Murthy et al. (1999) ont corroboré que le broyage entraine
la réduction de la taille des particules et engendre une augmentation de la surface
d’exposition avec I’atmosphére. Subséquemment, ce prétraitement subit des variations
de la température qui cause des pertes quantitatives en HE. En effet, la volatilisation

des fractions aromatiques et la modification des caractéristiques organoleptiques sont
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les résultantes de la réduction de la taille des particules (Saxena et al., 2010;
Phanphanich et al., 2011). La granulation peut &tre de méme un facteur de réduction
durendement, car il y a des variations de la température qui atteint 90°C dus aux forces
de friction. Ceci entraine des pertes élevées en composés hydrocarbonés tels que les
monoterpenes et d’autres constituants avant des températures d’ébullition faibles
(Yokouchi et al., 1984). Pour ¢lucider I'impact des prétraitements mécaniques sur la
quantité¢ des HE extraites, une étude récente a montré que le broyage de cumin a
engendré des pertes environ 23,2 % des huiles volatiles. La réduction de ces pertes et
la préservation de la qualité des HE pourront &tre assurées par un broyage cryogénique.
Ce demier pourra prévenir la volatilisation des substances odorantes et améliorer la
quantité des HE récupérées qui peut atteindre 40 %. Le broyvage a de faibles
températures engendre la solidification des HE ce qui facilitera le procédé de broyage.
Les particules obtenues a la suite de ce prétraitement sont plus fines et uniformes tout
en conservant la teneur en HE (Sharma et al., 2016). Pour conclure, le déchiquetage, le
broyage et la granulation sont des prétraitements mécaniques qui engendrent des pertes
en quantité des HE. Tandis que la densification en fagots entraine une amélioration de

la quantité des huiles récupérées.
3.1.3 Mecéthode d’entrainement a la vapeur
- Cas de sapin baumier

Pour I’extraction par entrainement a la vapeur seule la BFR densifiée en fagots a été
étudiée puisqu’elle a donné les meilleurs rendements en HE pour le procédé
d’hydrodistillation. T.a figure 3.7 illustre la cinétique d’extraction des HE pour les
différentes formes de la BFR : Témoin, BFR densifiée en fagots de 10 kN jusqu’a 50
kN. Le rendement en HE obtenu par entrainement a la vapeur pour le témoin est de
3,93 = 0,12 mL/kg. Ceci a augmenté de 32 % pour le cas des HE extraites des fagots
de 50 kN.
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Figure 3.7 Effet de la mise en fagot sur le rendement d’extraction par entrainement

a la vapeur des HE du sapin baumier

La différence du rendement des HE du sapin baumier versus le témoin et les fagots de
50 kN est expliqué par les phénomenes de transferts de chaleur. Ces phénomenes sont
amgéliorés grace a laforme et la disposition de la BFR. En effet, 1a vapeur saturée assure
le transfert de la chaleur par la convection sur la surface externe du végétal. Par
conséquent, une augmentation de la température de surface qui s’accompagne avec un
transfert de chaleur inteme par le phénoméne de conduction. La solubilisation des
molécules suite aux procédés d’entrainement a la vapeur n’est pas faisable. En outre,
la migration de ces molécules volatiles s’effectue grace aux gradients de concentration
(du milieu le plus concentré vers le milieu le moins concentré) et gradient de pression
totale. Ce transfert a été effectué jusqu’a aboutir & un équilibre thermodynamique (Allaf
et al., 2016; Hamitouche, 2016). Selon Besombes (2008), I’évaporation des substances
odorantes dépend du volume des pores et de la surface d’échange du matériel végétal.
La variabilité du rendement en HE via les deux méthodes d’extraction pourra &tre

expliquée par plusieurs fagons telles que la saison de récolte. En effet, des échantillons
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ont été récoltés durant la saison d’hiver (février — mars), durant laquelle tous les
métabolismes et les phénomenes de sécrétion des substances aromatiques de la plante
sont ralentis. Néanmoins, I’extraction par entrainement a la vapeur s’effectue en une
courte période comparativement a I"hydrodistillation qui nécessite une longue durée
pour le réchauffement de 1’eau. Ceci empéche I’entrainement d’une grande proportion
des constituants des HE. En effet, les composés terpéniques oxygénés ont un point

d’ébullition élevé et exigent une durée d’extraction plus élevée (Lucchesi, 2005).
- Cas de I’épinette noire

La figure 3.8 illustre la cinétique d’extraction des HE de 1’épinette par entrainement a
la vapeur (EVP) en fonction du temps. Les fagots compactés a 50 kN ont le meilleur
rendement en HE qui s’est amélioré de 24 % comparativement au témoin (EPNB-

EVP).
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Figure 3.8 Effet de la mise en fagot sur le rendement d’extraction par entrainement

a la vapeur des HE de I’épinette noire
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La variabilit¢ du rendement des HE pourra &tre expliquée par plusieurs facteurs parmi
lesquels on cite le type de solvant utilisé. Dans ce cas, 1’eau a servi comme solvant
capable d’extraire tous les constituants hydrosolubles. De plus ce procédé est
recommandé, car il permet d’éviter la dégradation de plusieurs composés suite a une

longue durée d’exposition a des températures élevées (Khoddami et al., 2013).
- Cas de pin gris

La figure 3.9 montre qu’il v a une amélioration du rendement suite a [’extraction par
entrainement a la vapeur. Les fagots de 50 kN présentent une amélioration du

rendement de 1’ordre de 25 Y.
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Figure 3.9 Effet de la mise en fagot sur le rendement d’extraction par entrainement

a la vapeur des HE du pin gris
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L’étude de I’effet du vieillissement a été mende en second lieu. Les résultats obtenus
montrent qu’il y aune diminution du rendement des HE en fonction de temps. En outre,
le dosage des phénols totaux a montré que les HE du pin gris sont riches en polyphénols
solubles dans I’eau et qui sont facilement récupérables suite au contact direct avec I’eau
(Jerez et al., 2007). Le rendement des HE du pin gris témoin extraites par entrainement
a la vapeur (PGB-EVP) a montré une diminution de 35 %. Ceci pourra &tre expliqué
par le flux de chaleur et forces motrices de la vapeur qui sont moins prononces
comparativement a ceux de I’eau. Le faible rendement des HE du pin gris pourra &tre
lié aussi a sa faible teneur en extractibles qui se situe entre 0,6 — 1 % (Tremblay, 1974,

Hamitouche, 2016).
3.1.1.1 Analyse statistique

I’analyse des données par le logiciel R a permis de présenter 1’effet de chaque
prédicteur (1’essence, le niveau de compression et la méthode d’extraction) et leurs
interactions sur la variable réponse (le rendement des HE). La figure 3.10 suggére qu’il
y a une interaction entre le niveau de compression et le type d’essence. Le niveau de
compression le plus élevé 50 kN donne les meilleurs rendements pour les trois
essences. De plus, le type d’essence affecte le rendement des HE. Dans ce contexte, il

y a une forte relation entre le niveau de compression, le type d’essence et le rendement.
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Figure 3.10  Variation du rendement en huile essentielle en fonction du niveau de

compression et le type d’essence avec épinette noire, pin gris et sapin baumier

La figure 3.10 montre aussi qu’il n’y a aucune différence en termes de rendement des
HE pour le pin gris et pour I’épinette noire a 1’état brut. Cependant, le sapin baumier
présente une différence en rendement d’HE par rapport aux autres essences. Le niveau
de compression engendre une amélioration dans la quantité des HE récupérées surtout
pour I’épinette noire et le sapin baumier. Elle affecte négativement le rendement en HE
du pin gris. Ici, le type d’essence et le niveau de compression sont deux parameétres

importants et qui auront un impact sur la productivité des HE.
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Figure 3.11  Effet des méthodes d'extraction et du niveau de compression sur le

rendement des HE

La figure 3.11 montre I’interaction entre 1’effet des méthodes d’extraction sur le
rendement des HE. Le rendement des HE semble indépendant des méthodes
d’extraction. En effet, ’entrainement a la vapeur et 1’hydrodistillation ont les mémes
rendements en HE, ceci est perceptible par des intervalles de confiances superposés.
Cependant. il faut noter que, la mise en fagot est un mode de prétraitement qui améliore

le rendement des HE dans le cas des deux méthodes.

Le tableau 3.1 ci-dessous donne 1’analyse ANOVA et montre ’effet des différents
tacteurs (type d’essences, niveau de compression et les méthodes d’extraction) et leurs
interactions sur le rendement des HE. Cette analyse statistique confirme qu’il v a une
interaction positive entre les trois facteurs et qui a un effet significatif sur le rendement

des HE pour les trois essences.
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Tableau 3.1  Analyse de variance (ANOVA) de I’effet des différents facteurs et leurs

interactions sur le rendement des HE

Degré
Siifive de Somm(’a des Carrée prob > F(p)
carrées moyen
liberté
Niveau 5 21,4 4,29 4,39¢-10"
2 *k
Issence 334,0 166,98 < 2e-16
Y 1 )
Procede 0.9 0,92 0,076266
Niveau: Essence 10 o
15,5 1,55 5,82¢-06
Niveau: Procédé 5 .
1.4 0,28 0,433434
Procédé: Essence 2
63.2 3161 < 2e-16""
Niveau: Procédé: 0
Essence 10,4 1,04 0,000604™
R?=0,96 R3juste = 0,93

* . non significatif, ** : significatif

3.2 Effet du wvieillissement sur le rendement des HE  extraites

par entrainement a la vapeur

Le suivi de I’effet du vieillissement de la BFR sur le rendement des HE distillées par

entrainement a la vapeur des trots essences est présenté dans le tableau 3.2.
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Tableau 3.2  Effet du vieillissement sur le rendement des HE du sapin baumier,

épinette noire et pin gris extraites par entrainement a la vapeur

Rendement en HE extraites par entrainemnent a la vapeur

Période (nL/kg)
Essences
BFR fraiche 7 jours 21 jours
Sapin baumier 9,33 +£0,22 7,08 £ 0,08 5,09+0,15
Epinette noire 3,24 + 0,87 3,04 £ 0,54 2.2 10,44
Pin gris 1,68 +2.4 1,48 £ 0,02 1,04 +£0,65

La période du vieillissement de la BFR a un effet significatif sur la quantité des HE
récupérées. Pour la BFR I’extraction a été faite pour des fagots de 50 kN qui ont
enregistrées les meilleurs rendements par rapport aux autres fagots. Le rendement a été
déterminé aprés 7 jours et aprés 21 jours. La BFR du sapin baumier fraichement
récoltée a enregistré le rendement suivant 9,33 = 0,22 mL/kg. Néanmoins, la durée de
vieillissement a engendré des pertes quantitatives des HE. La diminution du rendement
est de "ordre de 24 + 0,08 % et 45 £ 0,15 % aprés une semaine et trois semaines,
respectivement. Pour le cas de I’épinette noire, la BFR fraichement récoltée a noté un
rendement de 3,24 mL/kg. Suite aux vieillissements une diminution a été observée avec
des pourcentages de 1’ordre de 6 % et 47 % aprés 7 jours et 21 jours, respectivement.
Pour l¢ pin gris, le rendement a 1°état frais est 1,68 + 2,4 mL/kg, qui a diminué de 12
% ¢t 38 % pour les mémes périodes respectives. Le temps de vieillissement entraine
une diminution significative du rendement en HE (Tableau 3.3). La diminution notable

de ces rendements est expliquée par les variations saisonnieres qui peuvent avoir lieu
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dans le milieu environnant. En effet, des études ont montré que les variations de la
température affectent négativement le rendement des HE. Les nutriments disponibles,
et la lumiére sont parmi les facteurs responsables de la production des métabolites
secondaires dans les aiguilles des coniféres (Sangwan et al., 2001). En effet, méme
aprés la récolte, une théorie a confirmé que la lumiére affecterait directement les
réserves des monoterpenes. La lumiére influence 1’apport de 1’énergie responsable pour
la biosynthése des monoterpénes. Aussi, elle engendre des modifications de la
morphologie des aiguilles et affecte le fonctionnement des phytochromes qui sont

responsables de la sécrétion des monoterpénes (Lamontagne et al., 2000).

Le tableau 3.3 présente 1’analyse de la significativité des résultats obtenus par rapport

a la durée du vieillissement de la BFR.

Tableau 3.3  Analyse ANOVA de I'effet des différents facteurs et leurs interactions

sur le rendement des HE aprés une durée de vieillissement

Somme
Degreé de Carrée
Source des prob > F(p)
liberté ) moyen
carrées
Temps 2 4,16 4,162 0,02899"
Essence 2 59,73 29,864 0,00152™
Tem ps:
Essence 4 1,93 0,967 0,15859
R*=099 Rijuer = 0,97

* : non significatif, ** : significatif
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3.3 Effet des prétraitements mécaniques sur les propriétés qualitatives

des HE
33.1 Densité relative

La densité des HE est un critére important a considérer lors du procédé d’extraction.
Plus la densité de I’huile est faible plus le procédé d’extraction est facilité. De plus, ce
critére sert pour évaluer la qualité des HE avant leur utilisation dans plusieurs domaines
(cosmétique, pharmacie, agroalimentaire et chimique). Dans la présente étude, les deux
procédés d’extraction n’ont pas d’effet sur la densité des HE extraites a partir de la
BRF densifiée. Le sapin baumier, I’épinette noire, et le pin gris ont des densités
moyennes qui sont de 1’ordre de 0,758 = 0,01 g/mL, 0,8525 = 0,012 g/mL et 0,8735 =
0,012 g/ml., respectivement.

3.3.2 Composition chimique par GC/MS
- Cas du sapin baumier

La caractérisation des HE par GC/MS permet d’identifier ¢t quantifier les composés
majoritaires constitutifs du sapin baumier (Djenane et al., 2002). Mis a part les
composants majeurs (la cellulose, I’hémicellulose et 1a lignine), on note la présence des
extractibles appartenant a la classe des hydrocarbures terpéniques. Parmi ces
hydrocarbures, on définit a-pinéne, B-pinéne, limonéne, camphéne ¢t & caréne (Royer
et al., 2013; Poaty et al., 2015). Dans cette étude, cing composés ont fait 1’objet de
I’étude et ont été sélectionnés pour I’identification qualitative et la quantification des
HE. D’aprés la figure 3.12, les HE issues du sapin baumier témoin et celles extraites
de la BFR densifiée en fagots présentent des similitudes au niveau des concentrations
des composés chimiques des HE. Ainsi, la mise en fagot semble n’avoir aucun impact
sur la composition chimique, tandis que le broyage et la granulation testés ont causé

des pertes de la concentration de la totalité des composés (Tableau 3.5). Ces pertes sont
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expliquées par la sensibilité de ces constituants aux variations de la température
(Murthy et al., 1999). La figure 3.12 montre que les HE du sapin baumier extraites par
le procédé d’hydrodistillation sont riches en PB-pinéne avec des concentrations de
I'ordre de 357.8 pg/mL, 270, 7ug/mL, 259,7ug/mL, 384,6pug/mL, 342,11ug/mL et
289,22 ug/mL pour les HE issues de la BFR témoin, et densifiées en fagots a des
niveaux de compression de 10 kN jusqu’a 50 kN, respectivement. D’autres composés
sont présents avec des teneurs notables : le limonéne (177, 4ug/mL HE témoin ; 256,1
ng/mL HE 30 kN, et 317,92 pg/mL pour I'HE 50 kN) et le a pinéne (103,4 ng/mL HE
témoin ; 165,79 ng/mL HE 30 kN, et 110,78 pg/mL pour 'HE 50 kN). Les autres
composés présents dans la quasi-totalité sont : le camphéne, le o terpinéol, I’acétate de
bommyle et le bornéol. 1l a été constaté aussi que les méthodes d’extraction affectent la
composition chimique des HE. Ceci a été vérifi¢ par 1’analyse statistique ¢laborée
auparavant (Tableau 3.5). Pour la BFR distillée par entrainement a la vapeur, la
concentration de a-pinéne varie de 82,5 pg/ml., 79,5 pg/ml., 99,1 ng/ml.,107,2 pg/ml.,
121,4pg/ml., 88.2pg/ml pour 1’état brut et les niveaux de compression 10, 20 30, 40
et 50 kN, respectivement. Par ailleurs, la concentration du limonéne a diminué de 30
% suite a I’extraction par entrainement a la vapeur. La diminution est expliquée
principalement par le phénoméne de la solubilité et par D'effet de la température
d’extraction. Le a-pinéne et le limonéne sont deux composés monoterpéniques ayant
un faible point d’ébullition d’ou il nécessite des températures d’extraction élevées et
une courte durée d’extraction. Selon charle et al. (1990), certains composés
monoterpéniques (le limonéne, le B-pinéne et I'a- pineéne) ont des points d’ébullition
faibles et qui peuvent étre dénaturé suite a un temps d’exposition élevé a de fortes
températures durant 1’hydrodistillation (Charles et al., 1990). Cependant, la solubilité
joue un role primordial pendant I’extraction des composés monoterpéniques. Par
exemple, le limonéne et le B-pinéne ont une solubilité faible, voire quasi nulle dans

I’eau de 1’ordre de 0,150 mmol/L. pour le limonéne et 0,081 mmol/L. pour le 3 pinéne.
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Cette insolubilité est due au caractére apolaire de ces composés qui ne sont pas
miscibles dans I’eau et qui nécessitent des solvants organiques tel que le cyclohexane
pour une meilleure solubilisation. A cet effet, le temps d’exposition a des températures
¢levées facilite leurs récupérations. De méme, ces composés monoterpéniques sont
formés par des groupements aromatiques qui conférent une rigidité et une stabilité
chimique durant 1’extraction (Fichan et al., 1999). En outre, 1’étude de Lucchesi et al.
(2005), a confirmé que I’hydrodistillation est parmi les procédés qui favorise la
récupération de la totalité des composés terpéniques tels que le limonéne (Lucchesi,
2005). De plus, les composés oxygénés sont dotés d’un moment dipolaire élevé qui
favorise leurs solubilisations dans 1’eau et assure leurs récupérations en premier
pendant I’extraction (Tucchesi, 2005). L’étude de Hamitouche (2016) a montré que les
molécules d’ecau se condensent a la surface de la matrice par la suite diffusent vers
I'intérieur selon la loi de Fick, dépendamment du gradient de concentration. La
récupération des composés volatils implique nécessairement une quantité de chaleur
qui est capable de transformer le liquide en gaz a I’intérieur (Hamitouche, 2016). Pour

résumer, les méthodes d’extraction affectent la composition chimique des HE.
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Figure 3.12  Comparaison de la composition chimique des HE du sapin baumier extraites par hydrodistillation et par

entrainement a la vapeur
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- Cas de I’épinette noire

Les résultats des analyses par GC/MS des HE de I’épinette noire sont présentés dans la
Figure 3.13. L’analyse qualitative des HE de 1’épinette noire a relevé la présence de
plusieurs composés tels que : le campheéne, le a pinéne, le B pinéne, le limonéne, le &
caréne, I’acétate de bornyle, le 1,8. cinéole, le linalol, le bornéol, le a-terpinene, le B-
Myrcene, le a-Muurolene et le p-Guaiene. La composition chimique des HE varie
d’une essence a 1’autre. Royer et al. (2010) ont rapporté que cette variabilité dépend de
plusieurs conditions : édaphiques, climatiques et morphologiques (Royer et al.2010).
Les HE de l'épinette noire extraites par 1’hydrodistillation et par entrainement a la
vapeur sont fortement concentrées en camphéne et a-pinene avec des concentrations
de l'ordre de (156,54 pg/mL - 139,09ug/mL) et (173,5ug/mL- 117,0pg/mL),
respectivement. D’ailleurs, une diminution de la concentration de ces deux composés
a été signalée suite a I’entrainement a la vapeur, soulignant la présence d‘une structure
aromatique stable qui nécessite des températures élevées pour leur solubilisation. Au
final, les méthodes d’extraction peuvent varier la composition chimique et affecter par
conséquent les propriétés chimiques et microbiologiques des HE. De méme, la
concentration des constituants des HE dépend du stade phénologique de la plante et du
stress biotique et abiotique. Par exemple, les échantillons de 1’épinette noire ont &té
récoltés en septembre qui coincide avec des conditions favorables pour la biosynthése

du camphéne (Ghanmi et al., 2010).
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Figure 3.13  Comparaison de la composition chimique des HE de I’épinette noire extraits par hydrodistillation et par

entrainement a la vapeur
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- Cas du pin gris

La figure 3.14 montre que la composition chimique des HE du pin gris extraites par
hydrodistillation et par entrainement a la vapeur. Ces HE sont riches en a pinéne ¢t &
carénes. A I’état brut, la concentration de I’a-pinéne et & caréne varie de 189,4 ng/mL
a 359, 1pg/ml et de 32ug/ml. a 219,5 ng/ml., respectivement, pour I’hydrodistillation
¢t I'entrainement a la vapeur. Cette augmentation s’explique par la sensibilité des
composés hydrocarbonés aux températures élevées. Filly et al. (2014) ont approuvé
que la méthode d’extraction ait un effet sur la composition chimique des HE. Suite a
une étude comparative entre 1’extraction par microondes et hydrodistillation, ils ont
trouvé que les composés oxygénés tels que : le linalol, bomméol, récupérés par la
microonde; sont les plus élevées. Par ailleurs, la méthode d’extraction par microondes
est une méthode qui provoque des effets thermiques et hyvdrolytiques moing intenses

avec une consommation importante d’eau (Filly et al., 2014).
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- Cas des HE extraite par entrainement a la vapeur suite a des périodes

de vieillissement

Le tableau 3.4 présente la composition chimique des HE des trois essences extraites a
partir d’'une BFR qui a passé par différentes durées de vieillissement. La figure (a)
montre une diminution significative de la concentration des composés
monoterpéniques des HE du sapin baumier extraits de la BFR fraichement récoltée,
aprés 7 jours et aprés 21 jours (Tableau 3.5). Cette diminution est proportionnelle a la
saison de la récolte et aux conditions de stockage de la BFR. Tout d’abord, le sapin
baumier fraichement récolté est fortement concentré en le B pinéne, alors qu’apreés 3
semaines de vieillissement, une diminution de sa concentration de 26% est enregistrée.
Pour le cas de I’épinette noire une diminution de 29% et 36%, est notée pour le
camphéne et I'a pinéne, respectivement (Figure (b)). Tandis que pour le pin gris, les
valeurs des concentrations sont presque constantes, car la récolte a été effectuée
pendant I’hiver qui est une saison pendant laquelle les températures n’ont pas d’impact

sur les composés aromatiques de la BFR.
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Tableau 3.4  Composition chimique des HE extraites par entrainement a la vapeur de

la BFR du (a) sapin baumier(b) épinette noire et (c¢) pin gris apreés des périodes de

vieillissement.
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43.2.1 Analyse statistique

Durant cette étude, 1’objectif est de déterminer I’effet des méthodes de prétraitements,
des méthodes d’extraction et le type d’essence sur les concentrations des composés
chimiques constitutifs des HE. L analyse de la composante principale (ACP) est une
méthode qui permet d’illustrer le maximum des variations qui peuvent avoir lieu entre
les trois essences. La figure 3.15 présente I’ACP des HE selon les deux composantes
principales PC1 et PC2 qui présentent 35 % de la variance et 25 % de la variance,
respectivement. Elle illustre les variations de la composition chimique des HE en
fonction des types d’essences et des procédés d’extraction. Elle permet de déterminer

les facteurs les plus influengant sur la composition chimique des HE.

EPNEV = PCEv = BSBEV
= EPNHD = PGHO SEHD

PC2Z (24 5% explamed ver |

PCH (GE: 1% explained var )L
Figure 3.15  Variation de I’effet de type d’essence et des méthodes d’extraction sur

la composition chimique des HE
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L”ACP ¢étudié dans cette partie est construit sur une base de 5 variables.Le B pinéne et
le limoneéne sont corrélés positivement et sont majoritaires dans la composition
chimique des HE du sapin baumier. La 6 caréne et le a pinéne sont aussi fortement
corrélés et sont présents majoritairement dans les HE du pin gris. Tandis que le
camphéne est le composé le plus fréquent dans les HE de 1’épinette noire. A partir de
la figure 3.15, on peut déduire que si la concentration en B-pinéne et en limonéne
augmente, la concentration en camphéne diminue. Il est a noter que les deux facteurs
type d’essence et le niveau de compression sont corrélés positivement. La figure 3.15
permet d’identifier 6 groupes qui sont : EPNHD, EPNEVP, SBHD, SBEVP, PGHD et
PGEVP. Ces échantillons présentent une forte variabilité interme selon leurs
compositions chimiques. En effet, EPNHD, EPNEVP montre une forte corrélation avec
le camphéne. Les échantillons de SBHD et SBEVP sont corrélés avec le B-pinéne et en
limonéne ¢t finalement les HE du PGHD et PGE VP sont concentrées avec le a-pinéne
et le 3-d-caréne. Le tableau 3.5 montre I’analyse de la significativité de chaque facteur
et leurs coefficients de corrélation. En effet, le niveau de compression n’a pas d’effet
sur la composition chimique des HE. Tandis que, le type d’essence et le procédé
d’extraction sont fortement corrélés et ont un effet sur la concentration des constituants

chimiques.

Tableau 3.5 Analyse ANOVA de I’effet de type d’essence, du procédé d’extraction

et leurs interactions sur la composition chimique des HE

Coefficients 2

Facteurs P R
Niveau 0,45" 0,85
Essence 0,001™ 0,82
Procédé 0,068" 0,66

s+

Essence : Procédé 0,0017 0,86
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* . non significatif, ** : significatif

333 Pouvoir antioxydant

3.33.1 Dosage des phénols totaux
- Hydrodistillation

La teneur en phénols totaux des HE des trois essences : sapin baumier, épinette noire
et pin gris extraites par une hydrodistillation est exprimée en mg/g d'équivalent d'acide
gallique. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 3.16. Le pin gris révéle une
forte teneur en polyphénols par rapport a I’épinette noire et le sapin baumier. Cette
teneur varie entre 178,13 pg/mg d'équivalent d'acide gallique a 1’état brut et 282.83
ng/mg d'équivalent d'acide gallique pour les HE extraites par les fagots de 50 kN.

400 &
350 r OPG-HD mEPN-HD BSB-HD
300 -
250 -
200
150
100
50

ug / mg d'équivalent d'acide
gallique

coritrol 10kN 20kN 30kN 40kN

Figure 3.16  Effet du niveau de compression, type d’essence et de I’hydrodistillation

sur la teneur des phénols totaux
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Cette augmentation est reliée a la nature des écorces du pin gris qui sont riches en
polyphénols (Jerez et al., 2007). 1.’étude de Nozzolillo et al., (1990) a montré que la
saison d’automne (novembre) est la meilleure saison ou la plante est caractérisée par
une forte sécrétion des composés phénoliques. Cest la période de gel caractérisé par
des variations de la température. De plus, I’arbre subit des changements chimiques avec
un changement de couleur due principalement a la biosynthése des anthocyanes. Ces
composés appartenant a la famille des flavonoides conférent la pigmentation de la
plante (Nozzolillo et al., 1990). L’é¢tude comparative de Preston et al. (2014) a montré
que les aiguilles du pin gris sont riches en polyphénols par rapport a 1’épinette noire.
La présence de ces composés phénoliques dans la plante dépend du type d’essence, la
période de la récolte, les traitements post-récolte, les conditions de prétraitement et la

taille des particules des échantillons durant 1’extraction (Stevanovic et al., 2009).

- Entrainement a la vapeur

La figure 3.17 présente les concentrations des phénols totaux des HE distillées par
entrainement a la vapeur a partir du sapin baumier, de 1’épinette noire et du pin gris.
Les méthodes d’extraction et les niveaux de compression de la BFR n’ont pas d’effet
sur la teneur en polyphénols (Tableau 3.6). Par contre, la teneur en phénols totaux varie
selon le type d’essence. D ailleurs, le pin gris est le plus riche en polyphénols avec une
teneur qui varie entre 231,5 + 30,0813 pg/mg d'équivalent d'acide gallique pour la BFR
brute et 209,8 + 4,11 ng/mg d'équivalent d'acide gallique pour les HE extraites a partir
des fagots a 50 kN. L’épinette noire, de sa part, présente une teneur en phénols totaux
qui est aux alentours de 191,66 £ 35,15 pg/mg d'équivalent d'acide gallique a I’état brut
et 210,3+24.3 ug/mg d'équivalent d'acide gallique pour les HE distillées des fagots de
50 kN. Tandis que le sapin baumier présente une faible teneur en polyphénols par

rapport aux autres essences et qui est aux alentours de 178,73 + 17,4 ng/mg d'équivalent
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d'acide gallique 199,76 £31.4 ng/mg d'équivalent d'acide gallique pour 1°état brut et
pour les HE extraites des fagots de 50 kN, respectivement.
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Figure 3.17  Effet du niveau de compression, de type d’essence et de ’entrainement

a la vapeur sur la teneur des phénols totaux

4.2:2.1.1 Analyse statistique

D’aprés le tableau 3.6, il a été constaté que les valeurs de p pour le type d’essence et le
procéde d’extraction sont tous inférieures a 0,01 indiquant ainsi leur influence positive
sur la réponse de la teneur en phénols totaux. De méme, le niveau de compression, le

procéde et le type d’essence s’interagissent positivement avec un p égal a 0,00135.



98

Tableau 3.6  Analyse ANOVA de I'effet des différents facteurs et leurs interactions

sur la teneur des phénols totaux des HE

Degré Somme Carrée
Source de d i prob > F(p)
]ibe I’té €8 carrees moyen
Niveau 5 35050 7010 0,207
Procédé 1 7261 7261 0,018651"
Essence v 26712 13356 8.83e-05"
Niveau: .
1 8792 1758 0,233495
Procédé
Niveau: 2
% 21573 2157 0,092295
Essence
Procédé: .
2 671 335 0,765927
Essence
Niveau:
Procédé: 2 41663 4166 0,001351™
Essence
R?=0,61 R%juste = 0,42

* . non significatif, ** : significatif

3332 Détermination  du  pouvoir  antioxydant par la  méthode

de réduction ferrique
- Cas de sapin baumier

La méthode de réduction ferrique (FRAP) est une méthode simple, reproductible et
rapide qui permet d’identifier les extractibles capables de réduire 1’oxyde de fer (II) en

oxyde ferrique (III). La figure 3.18 montre la capacité de réduction ferrique des HE
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extraites a partir de différentes formes de la BFR du sapin baumier. La mise en fagot
est un prétraitement qui n’a pas d’effet sur le pouvoir de la réduction ferrique des HE.
Dans cette étude, 1’acide ascorbique joue le réle de référence et présente un pouvoir
oxydant de I’ordre de 315,54 mmol Fe*/mL des HE. Les HE du sapin baumier brut
extraites par hydrodistillation présente une capacité réductrice élevée de 205,46 mmol
de Fe?*/mL des HE, comparativement a celle des fagots de 10 kN a 50 kN qui varie de
241,84 jusqu’a 298,7 mmol de Fe*/mL des HE. L’extraction par entrainement a la
vapeur a engendré une diminution de 56 % de la capacité réductrice des HE. En effet,
1’état brut a révélé un pouvoir réducteur de 88,8 mmol de Fe?*/mL des HE. Les fagots
10, 20, 30, 40 et 50 kN présentent des pouvoirs réducteurs qui varient entre 91 mmol
de Fe*'/ml. des HE et 166,06 mmol de Fe?'/ml. des HE. Te test ANOVA a vérifié
¢galement que les procédés d’extraction ont un effet significatif sur le pouvoir de

réduction ferrique (Tableau 3.7).
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Figure 3.18  Evaluation de la capacité de réduction ferrique des HE des fagots du

sapin baumier extraites par hydro distillation et par entrainement a la vapeur
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Le pouvoir de réduction ferrique des HE est étroitement lié avec la composition
chimique. Ce pouvoir cherche a réduire le fer qui est une molécule trés active capable
de capter 1'oxygene et causer le phénoméne d’oxydation. Tes résultats obtenus
précédemment ont montré que les HE extraites par hvdrodistillation sont riches en
phénols qui sont capables de céder les atomes d’hydrogéne grace a leurs groupements
hydroxyles et inactiver les oxydants causant ainsi la dénaturation de la composition
chimique des produits agroalimentaires et cosmétiques (Bougandoura et al., 2013). De
méme, les HE issues du procédé d’hvdrodistillation sont concentrées en composés
monoterpéniques qui contribuent a la réduction ferrique avec les phénols totaux (Edris,

2007).

- Cas de I’épinette noire

La figure 3.19 traduit la capacité de réduction ferrique des HE de I’épinette noire par
rapport au niveau de compression et au procédé d’extraction. Pour le cas des HE
extraites par hydrodistillation, le pouvoir de réduction ferrique passe de 223,63 mmol
de Fe**/mL des HE pour 1’état brut jusqu’a 157,6 mmol de Fe?/mL pour les HE
extraites des fagots de 50 kN. De I’autre co6té, I’extraction par entrainement a la vapeur
entraine une amélioration de 23 % de ce pouvoir et qui passe de 171,4 mmol de Fe**/mL
des HE jusqu’a 225,3 mmol de Fe**/mL des HE. En effet, pour 1’épinette noire, ce
pouvoir peut &tre expliqué par la forte affinité créée entre les polyphénols et les ions
métalliques du fer ferrique (Fe**). De méme, d’autres composés tels que : les alcools
(linalool et 1,2-cineol), les cétones (menthone et isomenthone), les aldéhydes (neral et
citronellol), les esters et les hydrocarbures (g-térpinéne et g-terpinol) peuvent participer
a la réduction du fer ferrique (Fe’™) en fer ferreux (Fe) et peuvent agir en synergie
pour déterminer 1’activité antioxydante des HE et la capacité réductrice (Edris, 2007).
Ces observations concordent avec 1’analyse qualitative des HE de I’épinette noire qui
montre la présence des composés oxygénés. Ces derniers sont mieux récupérés par

entrainement a la vapeur qui provoque des effets thermiques moins intenses que
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I’hydrodistillation et favorisent leurs récupérations rapides sans perte (Filly et al.,

2014).
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Figure 3.19  Evaluation de la capacité de la réduction ferrique des HE des fagots de

I’épinette noire extraites par hydrodistillation ¢t par entrainement a la vapeur

- Cas de pin gris

En comparant les deux procédés d’extraction, il y a une amélioration du pouvoir
réducteur des HE de pin gris qui passe de 14,07 mmol de Fe**/mL des HE pour 1’état
brut de I’hydrodistillation jusqu’a 198,03 mmol de Fe?'/m1. des HE par entrainement
a la vapeur (Figure 3.20). Une amélioration de 75 % du pouvoir de réduction des HE
suite a I’extraction par entrainement a la vapeur est observée pour les cing niveaux de
compression. Ceci est expliqué tout d’abord par la forte teneur en composés
phénoliques des HE du pin gris. Les phénols sont des composés formés par un ou
plusieurs noyaux aromatiques qui forment un systéme capable de délocaliser les
¢lectrons non appariés facilement. De méme, grace aleurs groupements hydroxvles, ils

cédent les atomes d’hydrogéne qui réagissent avec les radicaux libres et assurent la
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stabilité des produits. Une forte corrélation est observée entre la teneur des phénols
totaux et le pouvoir de réduction ferrique (Lagha-Benamrouche et al., 2013). I.analyse
de la composition par GC/MS a montré que les HE du pin gris sont riches en
monoterpenes ¢t des composés cycliques avec plus de deux doubles liaisons tels que :
le limonéne, y-terpinéne et le a-pinéne qui sont a leurs tours capables de céder des

atomes d’hydrogene pour la réduction ferrique (Jeya H., 2012).
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Figure 3.20  Evaluation de la capacité de la réduction ferrique des HE des fagots du

pin gris extraites par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur

433.2.1 Analyse statistique

Le tableau 3.7 expose I'influence de chaque facteur et I’ensemble des interactions sur
la capacité de réduction ferrique. En somme, il a été constaté que le pouvoir de
réduction ferrique différe d’une essence a l'autre a cause de leurs compositions
chimiques différentes. I.’analyse ANOVA valide cet effet avec une valeur de p

hautement significative (p <2,57¢-11). Non seulement le type d’essence qui affecte ce
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pouvoir, mais encore le procédé d’extraction et différentes interactions ont tous des

effets significatifs.

Tableau 3.7  Analyse ANOVA de 'effet des différents facteurs et leurs interactions

sur la FRAP des HE

N Degré de ~ Sommedes Carrée
Source prob > F(p)
liberté carrées moyen
Nivean 5 3060 3060 0,08741
Procéds 1 1449 1449 0,02377
rocédé
E 2 65225 32613 23 S (T
ssendce
Niveau: 1 10523 10523 0.00185™
Procédé
Niveau: 2 8048 4024 0,02308™
Essence
Procédé: 2 402661 201331 <2e-16™
Essence
Niveau:
oy 2 11528 5764 0.00494™
Procédé:
Essence
R2=0,84  Rijee = 0,82

* : non significatif, ** : significatif
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3333 Détermination du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH

La détermination du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH permet de
déterminer la concentration d’inhibition ICso capable de réduire 50% des radicaux
libres (Figure 3.21). Le BHT est utilisé comme une référence avec une ICso qui est
égale a 50 pg/ml. Le tableau 3.8 résume les ICso des trois essences aprés les deux
procédés d’extraction. Les HE extraites de la BFR par entrainement a la vapeur de
I’épinette noire brute et les fagots de 50 kN ont atteint une ICso qui est égale a 80
ng/mL, similaires a celle du BHT. Tandis que les HE extraites des fagots 10, 20, 30 et
40 kN ont enregistré des concentrations : 120, 120, 110 et 110 pg/ml., respectivement.
Par contre, 1’extraction par hydrodistillation a montré une différence de la
concentration d’inhibition a 50 % qui atteint 400 pg/mL pour le cas des HE extraits des
fagots 10 kN. Cela refléte I'importance de la concentration des phénols totaux qui a été
notée plus élevée suite a ’extraction par entrainement a la vapeur pour les trois
essences. En outre, les composés phénoliques ont la capacité de transférer leurs atomes
d’hydrogéne et assurer la réduction des radicaux libres du DPPH pour donner une
molécule stable. La réaction d’inhibition des radicaux libres est assurée par les
composés phénoliques. De plus les composés minoritaires tels que (1,8.cinéole, le
linaol, le bornéol, le a-terpinéne, le p-Myrcene, le a-Muurolene et le B-Guaiene)
peuvent interagir d’une fagon synergique avec les composés majoritaires auront la
capacité de piéger ou faciliter le pi¢geage les radicaux libres du DPPH (Laib, 2012).
Ici, la conclusion & tirer est que la densification en fagot n’a pas d’effet significatif sur
les propriétés antioxydantes, alors que le type d’essence et la composition chimique

ont un impact important sur ce pouvoir.
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Figure 3.21  Mesure de la capacité de piégeage des radicaux libres du DPPH des HE

des fagots de 1’épinette noire : (a) par hydrodistillation (b) par entrainement a la vapeur
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Tableau 3.8  La valeur de ICso pour les trois types d’essences et par rapport aux deux

procédés d’extraction

Echantillons ICs0 (ng/mlL)
Méthode d'extraction Hydrodistillation Entrainement a la vapeur
BHT 50+1,2 50+3.4
Sapin baumier brut 300+ 1.6 380+ 1.2
Sapin baumier 10 kKN 300+ 1,8 180+ 3
Sapin baumier 20 kN 300+ 5,2 280+ 3
Sapin baumier 30 kN 380 2,7 100 + 2
Sapin baumier 40 kKN 300+ 1,6 110+ 3
Sapin baumier 50 kN 280+ 47 300+ 53
Epinette noire brut 180+ 0,39 80+232
Epinette noire 10 kN 400 + 0,44 150+ 1,0
Epinette noire 20 kN 250+3,42 110+ 2.4
Epinette noire 30 kN 200+ 4,42 110 + 2.8
Epinette noire 40 kN 150 + 3.6 120 + 1.1
Epinette noire 50 kN 110+ 3.9 80+ 0.8
Pin gris brut 310+ 3 300+ 2,4
Pin gris 10 kN 200 + 4 100 = 0,2
Pin gris 20 kN 150+ 2 140 + 1,4
Pin gris 30 kN 180 =2 140 = 3,2
Pin gris 40 kN 100 + 6 140 + 4,2

Pin gris 50 kN 200 £ 4 180 + 0.3
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33.3.4  Evaluation des  propriétés  antioxydantes des HE  issue

de la BFR déchiquetée, broyée et granulée

L’ analyse des propriétés antioxydantes des HE par la méthode de 1,1- diphényl-di-
picrylhydrazyle (DPPH) a donné différentes concentrations d’inhibition des radicaux
libres. I.es HE du sapin baumier présentent un pouvoir antioxydant qui s’améliore avec
le type de prétraitements. Ceci est expliqué par des valeurs décroissantes d’ICso obtenu
avec : un [Cso =270 pg/ml pour le cas des HE témoin et qui passe a ICso =90 pg/mL
pour la BFR broyée jusqu’a atteindre un ICso = 5 pg/mL pour les HE issues de la BIR
granulée. En effet, il y a une corrélation positive entre les méthodes de prétraitement
mécanique et la variation d’ICso. En termes de composition chimique, 1’analyse par
GC/MS effectuée a montré une variation de la composition des HE issues du sapin
baumier surtout par rapport a la proportion du limonéne et qui passe de 10 % a 1"état
témoin jusqu’a atteindre 14 % a 1’état granulé. Le limoneéne est un constituant
majoritaire qui participe au pouvoir antioxydant des HE (Roberto et al., 2010). La
valeur d’ICso des HE issues de 1"épinette noire témoin, déchiquetée, broyée et granulée
sont : ICso= 320 pug/mL, ICso= 120 pg/mL, ICs0 = 280 pg/mL et ICso = 170 pg/mL,
respectivement. A partir des résultats obtenus, le pouvoir antioxydant des HE
s’améliore avec les prétraitements mécaniques. En effet, ces prétraitements tels que le
broyage entrainent 1’éclatement des cellules séerétrices, et assurent I’augmentation de
la surface de contact entre les particules et la vapeur d’eau. D’ou ’augmentation de la
concentration des hydrocarbures terpéniques (Benov et al.,, 1994). L.a comparaison
entre les deux essences montre qu’il y a une différence des concentrations qui est
expliquée par la présence d’autres composés qui participent au pouvoir antioxydant tel
que les composés phénoliques. D ailleurs, Mata et al. (2007) ont rapporté que les
composés monoterpéniques ont une faible capacité donatrice d’atome d’hydrogéne
tandis que les phénols participent fortement a la réduction des radicaux libres (Mata et

al., 2007).
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3333.1 Analyse statistique

Le tableau 3.9 présente les effets du type d’essence et des procédés d’extraction sur le
pouvoir antioxvdant déterminé par DPPH. L’é&limination du niveau de compression du

modele a été faite pour augmenter la puissance statistique.

Tableau 3.9  Analyse ANOVA de I'effet des différents facteurs et leurs interactions
sur la ICso des HE

Somme
Degré de Carrée
Source des prob > F(p)
liberté moyen
carrées
Essence 2 77717 38858 0,0036%*
Procédé ] 49136 49136 0,0063%*
Procédé: 7 y
11839 5919 0.3659
Essence
R2=0,45 Rijusec = 0,36
* : non significatif, ** : significatif
334 Pouvoir antibactérien
3341 Détermination par la méthode des disques

- Cas de sapin baumier

La figure 3.22 illustre 'activité antibactérienne des HE de sapin baumier contre

différentes souches microbiennes telles que Staphviococcus aureus (Gram positif), E.
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coli et S. Typhimurium (Gram négatif). L’évaluation de cette activité a été testée par la
méthode de diffusion des disques. Ces bactéries sont impliquées dans plusieurs
pathologies variées et elles sont souvent responsables d'infections nosocomiales
répandues dans les hopitaux. Le chloramphénicol et le penicillium sont les deux
antibiotiques utilisés dans cette étude comme des controles positifs avec des diamétres
d’inhibition variant entre 23 = 1 mm et 25 £ 1 mm, respectivement. Il est avéré que
Staphylococcus aureus est une souche trés résistante aux pouvoirs bactéricides des HE
du sapin baumier. La figure 3.22 présente les diameétres d’inhibition pour les HE
extraites par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur a partir de la biomasse a
1’état brut et de la biomasse mise des fagots avec des niveaux de compression de 10 kN
jusqu’a 50 kN. Les diametres sont aux alentours de 7 + 1 mm et 10,3 £ 1mm,
respectivement. La E.coli a montré une certaine sensibilité vis-a-vis les différentes HE
du sapin baumier avec des diametres d’inhibition variant entre 10 mm et 18 £2 mm
pour les deux procédés d’extraction. Par contre, S. Typhimurium a noté une résistance
élevée comparativement aux HE du sapin baumier. Une légeére augmentation est
remarquée pour les HE issues des fagots, extraites a la vapeur et qui sont de 12 =2 mm
et 11,3 £ 1 mm, pour des niveaux de compression de 20 ¢t 30 kN, respectivement. Suite
a ces résultats, le prétraitement mécanique de la BFR n’a pas d’effet sur 1activité
antibactérienne des HE alors que le procédé d’extraction a un effet sur la composition
chimique qui est responsable de 1’action bactéricide des HE (Tableau 3.10). D’ailleurs,
les résultats de Poaty et al. (2015) ont indiqué que E. coli présente une sensibilité vis-
a-vis le B pinéne et le limonene. Ces résultats concordent avec les résultats du GC/MS
pour le cas des HE du sapin baumier et qui sont riches en B pinéne et le limonéne. En
effet, I’action antibactérienne du B pinéne et limonéne pourra &étre amélioré par une
réaction d’alkylation. De méme, Pelczar et al. (1988) ont confirmé que 1’alkylation
améliore la réaction des HE face aux bactéries Gram négatif (Pelczar et al., 1988).

D’autres chercheurs ont montré que la résistance des bactéries Gram négatif peut &tre
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expliquée par le fait qu’ils sont dotés d’une couche de peptidoglycane située entre la
membrane plasmique et la couche externe contenant des protéines qui conférent a la
cellule son imperméabilité. En effet, les peptidoglycanes sont des constituants qui
protégent la bactérie et lui donnent la capacité pour résister a I’action des HE (Chao et

al., 2000).
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- Cas de I’épinette noire

Suite aux résultats obtenus précédemment et aux analyses statistiques, la densification
de la BFR sous forme de fagots n’a pas d’effet significatif sur I’activité antibactérienne
des HE de I’épinette noire (p > 0,05). Par contre, le procédé d’extraction a un impact
sur cette activité, car 1l affecte déja la composition chimique des HE (Tableau 3.10). §.
aureus a montré une forte sensibilit¢ aux HE de 1’épinette noir brute, ¢t aux HE issues
des fagots de 30 et 50 kN issues du procédé d’hydrodistillation. La sensibilité passe de
sensible (22,3 + 2 mm) au trés sensible (26,7 + 1,3 mm) jusqu’a extrémement sensible
(30 £ 0,6 mm), respectivement. Tandis que 1’extraction par entrainement a la vapeur a
enregistré une diminution de I’efficacité des HE envers S. aureus qui reste toujours
sensible. De méme, les HE de 1"épinette noire ont un effet important contre les souches
Gram négatif. En effet, la bactérie E. coli est extrémement sensible et présente des
diamétres d’inhibition de 20,3 + 1 mm, 38,3 £ 1,5 mm et 30 + 1 mm pour I'HE de
I’épinette a 1”état brut et des fagots de 30 et 50 kN, respectivement. S. Typhimurium est
inhibée par les HE de 1’épinette brute et les HE issues des fagots de 40 et 50 kN avec
des diameétres qui sont 16,7 £ Imm, 18 £ 1lmm et 30 = Imm, respectivement. Il est a
noter que l'activité antibactérienne des HE extraites par hydrodistillation est plus
élevée que celle des HE extraites par entrainement a la vapeur (Figure 3.23). Ces
observations concordent avec les résultats obtenus par GC/MS qui ont montré qu’il y
a des pertes au niveau de la concentration des composés monterpéniques. Les HE de
I’épinette noire sont riches en camphéne et a pinéne qui ont des capacités importantes
pour attaquer S. aureus et S. Typhimurium (Poaty et al., 2015). De méme, la forte
concentration des phénols totaux présents dans les HE d’épinette noire améliore
davantage leurs activités antibactériennes. En effet, la composition ¢t la structure
dimensionnelle des composés phénoliques jouent un réle important dans 1’activité
antibactérienne. Pareil, la position du groupement hydroxyvle —OH dans le cycle

aromatique ¢t la longueur de la chaine latérale saturée affecte la sensibilité des
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microorganismes. La substitution d’une double liaison par un groupement alkyle sur le
noyau phénolique améliore ’activité antibactérienne (Gyawali et al., 2014). Te B
pinéne, le limonéne et les phénols sont capables de se fusionner avec les lipides de la
membrane cellulaire des microorganismes et engendrent des perturbations des

métabolismes et des échanges des nutriments et des ions (Sikkema et al., 1994)
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- Cas du pin gris

Les HE du pin gris extraites par entrainement a la vapeur présentent une activité
antibactérienne importante par rapport aux autres entrainées par hydrodistillation. En
cftet, les HE du pin gris brut et des HE extraites des fagots de 40 et 50 kN, inhibent S.
aureus avec un diamétre de 9 mm, 14,66 mm et 24 + 2 mm, respectivement (Figure
3.24). De plus, la composition chimique déterminée par GC/MS a montré une
augmentation de la concentration des composés monterpéniques des HE et surtout le «
pinéne qui a un effet important sur sensibilité des bactéries Gram positif et négatif.
Selon la littérature, parmi les constituants a faible activité antibactérienne, citons,
pulegone, menthone, 1,8-cinéole, p-cyméne, myrcéne, u-pinéne, limonéne, linalool, 2-
terpinéne, les sesquiterpénes et les composés non terpéniques (Tassou et al., 2000).
Tandis que les polyphénols tels que thymol et le carvacrol, ce sont des composés ayant
une forte activité antibactérienne (Bassole et al., 2001). Durant cette étude, i1l a été
mentionné que les HE du pin gris sont riches en polyphénols et en composés
monoterpéniques. Cette composition leur confére des propriétés antibactériennes
intéressantes. D ailleurs, le caractére hydrophobe des phénols leur accorde le potentiel
de se fusionner avec la membrane cellulaire des bactéries (Gram négatif). Ceci, modifie
la perméabilité de la cellule et cause des fuites des constituantes intracellulaires tels
que les glutamates, ribose et Na. De plus, les composés phénoliques entrainent le
dysfonctionnement de la membrane cellulaire et réagissent avec les nutriments et les
protéines et affectent la synthése d’acides nucléiques et ’activité des ATPase (Dorman
et al., 2000). Les bactéries Gram positif, tel que la S. aurens sont sensible. En effet, les
constituants hydrophobes des HE seront en contact direct avec les constituants
intracellulaires vitaux, ce qui engendre leurs fuites ¢t cause des déficiences des
systemes enzymatiques (Sadou et al, 2015). En outre, 1’évaluation du pouvoir
antibactérien des trois essences : sapin baumier, épinette noire et pin gris vis-a-vis la P.

aeruginosa (Gram négatif) montrent que cette derniére est une souche trés résistante.
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Cette souche est capable de synthétiser un biofilm stratifié qui lui permet de préserver

les conditions physiologiques spécifiques pour sa survie (Abi-Ayad et al., 2011).
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3342 Activité antibactérienne des HE issue de la BFR déchiquetée,

broyée et granulée

En premier lieu, 1’évaluation de 1’activité antibactérienne du sapin baumier a &té
effectuée par la méthode de diffusion par disque. En effet, les HE du sapin baumier
déchiqueté, broyé et granulé présentent des effets d’inhibition non significatifs (p >
0,05) contre les souches Gram négatif (P. aeruginosa, E. coli, S. typhimurium). Ces
derniéres ont des diamétres d’inhibition suivants : 7,80 £+ 2 mm, 9,7 + 3,5 mm, 87 + 2
mm, respectivement. Ceci est expliqué par la structure des bactéries Gram négatif qui
sont dotées d’une couche de peptidoglycanes qui se trouve entre la membrane
plasmique et 1a couche externe qui contient des protéines qui assure aux cellules leurs
imperméabilités et la résistance aI’action des HE (Chao et al., 2000). De plus, I’analyse
de la composition chimique par GC/MS des HE du sapin baumier déchiqueté, broyé et
granulé ont montré que ces huiles présentent une teneur élevée en hydrocarbures
monoterpéniques soit: 13 % a-pinéne, 30 % B-pinéne et 20 % du camphéne ainsi qu’une
teneur importante en composés monoterpéniques oxygénés : 6 % du bornéol. Les
prétraitements mécaniques qui ont été appliqués n’ont pas d’effet sur la composition
chimique. La concentration de ces composés et leurs effets synergiques jouent un réle
important pour la détermination des propriétés antibactériennes des HE. Ces composés
sont capables de dégrader la membrane des bactéries Gram positif micux que celle des
Gram négatif (Helander et al., 1998; De Feo et al., 2003; Santovo et al.,2005). En
deuxiéme lieu, pour I’épinette noire, 1’ activité antimicrobienne des HE issues de la BFR
déchiquetée, broyée et granulée présente des diamétres d'inhibition inférieurs a 10 + 2
mm. L’analyse statistique a un seul facteur a montré que les traitements mécaniques
n’ont pas d’effet significatif sur 1’activité antibactérienne des HE issues de la BFR du

sapin baumier et de 1’épinette noire non traitée, déchiquetée, broyée et granulée.
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4.3.4.1.2  Analyse statistique

D’aprés le tableau 3.10, 1l a été constaté que les valeurs de p > F pour le type d’essence
et le procédé d’extraction sont toutes inférieures a 0,01, ce qui confirme leurs
influences significatives sur la réponse I’activité antibactérienne. De plus, I’interaction

entre les trois facteurs est significative.

Tableau 3.10 Analyse ANOVA de 'effet des différents facteurs et leurs interactions

sur ’activité antibactérienne des HE

Degré de  Somme des Carrée

Source prob > IF(p)
liberté carrées moyen

Niveau g 398.3 BT 0,71661

Procédé 1 2.4 2,4 0,00137

E Z 854,0 427.0 1,16e-08"

ssence

Niveau: Procédé 5 135.6 271 0,19502
Niveau: Issence 2 581,6 38,2 0,00165
Procédé: Essence 2 3870 193,5 7,84e-05
Niveau: Procédé: 9 4312 43.1 0,01560**

Essence

R?=0,6875 Rijusté =4 S0

* @ non significatif, ** : significatif
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33.43 Mesure de la CMI et la CMB

I’évaluation de 1’activité antibactérienne des HE par le test de diffusion par disque a
montré différents diamétres d’inhibition. Les capacités d’inhibition des HE suivent cet
ordre décroissant, 1’épinette noire, le pin gris et le sapin baumier. Le tableau 3.11
détaille les valeurs de la CMI et CMB des HE extraites par hydrodistillation et par
entrainement a la vapeur contre les quatre souches : S. aureus, S.7yvphimurium, E. coli
et P. aereuginosa. Les résultats ont montré que les HE de 1”épinette noire extraites par
entrainement a la vapeur sont capables d’inhiber 1"activité du S. aureus (Gram positif)
avec des concentrations trés faibles 1 % (2 pg/ul) grace a leurs compositions chimiques
qui perturbent le fonctionnement de ces souches. Néanmoins, vis-a-vis les Gram
négatif, ces HE réagissent vis-a-vis S. typhimurium (2ug/ul) et nécessitent des
concentrations ¢levées par rapport a . coli (CMI = 40 pg/ul) et P. aereuginosa (CMI
= 32ug/ul). Les HE de I’épinette noire sont les HE qui ont les meilleures propriétés
antibactériennes suite a ce test. De plus, I’analyse qualitative montre que ces HE
contiennent les composés oxygénés tels que (1,8- cinéole, linalol et bornéol) autres que
les composés monterpéniques (o pinéne, B pinéne, limonéne, camphéne ¢t acétate de
bomnyle). Les composés oxygénés sont capables de capter les atomes d hydrogéne et
augmenter la solubilité des HE dans 1’ecau (Sokovic et al., 2008). De I'autre coté, les
HE du sapin baumier ont une activité modérée contre la plupart des bactéries évaluées.
Les CMI et CMB présentée dans le tableau 3.11 varient entre 12-20 % (24 pg/ul et 40
ng/ul) vis-a-vis P. aereuginosa, . coli, S. typhimurium, et S. aureus. Les HE du sapin
baumier sont riches en composés monoterpéniques et contiennent aussi le a terpinol et
le bornéol ce qui améliore leurs activités. Pour le cas des HE du pin gris, elles
présentent une activité antibactérienne importante vis-a-vis S. aureus et E. coli mais
avec des concentrations trés élevées. Selon 1’étude de Gulfrazet al. (2008), 1’activité
antimicrobienne des HE est attribuée aux composés terpéniques et aux polyphénols. En

cffet, la présence de ces composés améliore la capacit¢ des HE a rendre les
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microorganismes plus sensibles, car ces composés interagissent avec les ¢léments de
la bactérie (membrane cytoplasmique, mitochondrie, etc.) et causent : des déséquilibres
durant les métabolismes de la souche, perturbent les échanges ioniques, entrainent des
dommages de la membrane cellulaire et des fuites du contenu cellulaires tels que les
lipides et les protéines (Burt, 2004). De méme, cette étude a montré des valeurs de CMI
trop élevées supérieures a 20 % pour les bactéries Gram négatif. En effet, leurs
résistances sont associ¢es a la présence de la couche de liposaccharidique qui sert

comme une¢ barri¢re par rapport aux biomolécules intrinséques (Bari et al., 2010).
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Tableau 3.11 Concentration minimale inhibitrice (CMI) et concentration minimale

bactéricide (CMB) des HE extraites par hydrodistillation

P. aereuginosa E. coli S. typhimurium S. aureus
Bactérie CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
% % % % % % % %
Hydrodistillation

SBB 20 =20 1 8 12 12 1 16
SB10 kN 20 =20 1 8 12 16 ] 12
SB20 kN 12 16 1 12 12 16 1 12
SB30 kN 12 16 1 12 12 16 1 16
SB40 kN 12 16 1 12 12 12 1 12
SB50 kN 12 =20 1 12 12 16 1 16
EPNB 12 12 8 16 8 20 12 12
EPN10 kN 12 16 8 16 8 20 20 =20
EPN20 kN 12 16 8 12 8 20 12 16
EPN30 kN 12 12 12 12 8 20 12 16
EPN40 kN 12 16 8 16 8 20 12 16
EPN50 kN 12 12 8 16 8 20 12 12
PGB 20 =20 12 16 16 20 8 16
PG10 kN 20 =20 16 16 16 =20 20 =20
PG20 kN 20 =20 12 20 16 =20 20 =20
PG30 kN 20 =20 12 20 16 20 20 =20
PG40 kN 20 =20 16 =20 16 16 20 =20

PG50 kN 20 =20 1 16 16 16 20 =20
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Tableau 3.12 Concentration minimale inhibitrice (CMI) et concentration minimale

bactéricide (CMB) des HE extraites par entrainement a la vapeur

P. aereuginosa E. coli S. typhimurium S. aureus
Bactérie CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
% % % % % % % %

Entrainemnent a la vapeur

SBB 20 >20 20 20 12 20 20 20
SB10 kN 12 20 1 1 4 12 1 16
SB20 kN 12 >20 1 20 4 12 1 16
SB30 kN 12 20 1 20 4 12 1 12
SB40 kN 12 >20 1 20 4 4 1 12
SB30 kN 12 20 1 20 4 4 4 12
EPNB 4 12 ) 20 1 1 1 1
EPNIOKN 8 16 1 20 1 1 1 1
EPN20kN 8 16 1 >20 1 1 1 1
EPN30KN 8 8 1 20 1 1 1 1
EPN4OKN 8 8 1 20 1 1 1 1
EPNSOKN 8 16 1 20 1 1 1 1
PGB 1 >20 1 20 4 >20 20 20
PG10 kN 12 12 4 4 4 >20 20 20
PG20 kN 4 4 12 12 4 20 20 20
PG30 kN 4 16 4 4 4 >20 20 >20
PG40 kN 20 20 1 4 4 20 20 20
PG50 kN 20 20 1 4 4 4 20 20
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3.3.4.4 Determination de 1”activité antifongique

ILes HE des coniféres sont dotés de plusieurs propriétés antioxydantes et
antibactériennes. Elles sont riches en composés terpéniques et phénoliques.
L’évaluation de leurs activités antifongique a ét¢ évaluée vis-a-vis Aspergillus Niger,
un champignon trés répandu dans les milieux résidentiels et 1’environnement urbain.
Les figures 3.25 présentées ci-dessous montrent que I’action des HE de 1’épinette noire
du sapin baumier et du pin gris par rapport aux spores d 'Aspergillus Niger. En effet,
les HE de I’épinette noire et du pin gris sont capables d’inhiber la croissance de ces
colonies mycéliennes. Les concentrations préparées pour 1’évaluation de 1’action des
HE était faible a 1 :100. Ceci pourra expliquer la faible inhibition observée a la figure
3.25. Selon la composition chimique les HE de 1"épinette noire sont concentrés en
composés terpéniques et phénoliques ¢t ceux du pin gris sont fortement concentrés en
composés phénoliques. Ces résultats concordent avec le classement établi par plusieurs
études élaborées sur 1’activité antifongique des HE qui est présenté dans 1’ordre
décroissant suivant: phénols > alcools > aldéhydes > cétones > oxydes >

hydrocarbures > esters.

En effet, les phénols sont capables d’inactiver les enzymes fongiques qui contiennent
le groupement SH dans leurs sites actifs, éléments clés dans la biosynthése des
protéines de la cellule (Cowan, 1999). Egalement, les composés terpéniques qui sont
les molécules réputées des HE des coniféres, ils sont capables et grace a la faible
capacité de leurs liaisons d’hydrogéne et de leur faible solubilité a la modifier la
perméabilité de la membrane cellulaire par une fixation sur les groupements amine ot
hydroxylamine des protéines membranaires (El Ajjouri et al., 2008; Debonne et al.,
2018; de Oliveira et al., 2019). D’autres études ont mentionné que les HE engendrent

des modifications de la morphologie des champignons et cause 1’insuffisance de la
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sporulation, la variation de la pigmentation et I’apparition des anomalies au niveau des

hyphes et comdiospores (Sharma et al., 2008).

Figure 3.25 Comportement des HE de (a) sapin baumier (b) épinette noire et (¢) pin
gris vis-a-vis 1’ Aspergillus Nige



CONCLUSION GENERALE

L objectif de cette étude était d’évaluer 'effet des différentes méthodes de
prétraitements mécaniques de la BFR sur la productivité des HE et leurs qualités. Trois
types d’essences ont été étudiés soient, le sapin baumier, 1’épinette noire et le pin gris.
En premier lieu, dans le cadre d’une étude préliminaire ces résidus ont subi trois modes
de prétraitements soient, le déchiquetage, le broyage et la densification en granules. En
deuxiéme lieu, la BFR a été densifiée sous forme de fagots. L extraction des HE a partir
de ces résidus a été effectuée par deux types de procédés a savoir I’hydrodistillation et
I’entrainement a la vapeur. Conséquemment, la caractérisation des HE a été répartie en
propriétés physiques (densité relative), propriétés chimiques (via la chromatographie
en phase gazeuse couplée a une spectroscopie de masse), propriétés antioxydantes
(dosage des phénols totaux, mesure de la capacité de réduction ferrique et pouvoir
antioxydant par la méthode de DPPH) et propriétés microbiologiques (test de diffusion
par disque, détermination de la CMI et CMB et l'activité antifongique). Des
comparaisons ont &té effectuées entre les HE a 17état brut et les autres issues d’une
biomasse densifi¢e, entre différents types d’essence et entre deux procédés
d’extraction. Suite a cette comparaison, les HE sont évalués quantitativement et

qualitativement.

L’objectif général ainsi que les objectifs spécifiques de cette étude ont été atteints. Par

conséquent, les résultats ont montré que :

- Le déchiquetage, le broyage et la densification de la BFR sous forme de granule

engendrent des pertes en termes des quantités des HE par rapport a 1’état brut
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(témoin) pour les trois essences. Tandis que la densification sous forme de fagots,
a entrainé une amélioration de la quantité des HE récupérées, mais pas
d’amélioration pour le cas du pin gris. Ceci est dii a la forme des fagots qui donne
une bonne répartition de la BFR, ce qui assure un meilleur transfert de la chaleur
entre les branches. Aussi, la mise en fagots favorise la circulation de la vapeur et
assure la possibilité d’accéder aux cellules sécrétrices des HE. Pour finir, ce
prétraitement préserve la qualité de 1a BFR sans permettre la perte des composés

volatils.

- Le vieillissement de la BFR est un facteur qui a entrainé des pertes quantitatives

des HE tout en préservant leurs qualités.

- L’extraction par hvdrodistillation a permis d’avoir des HE avec des concentrations
¢levées en composés monterpéniques et phénoliques par rapport aux HE extraites
par entrainement a la vapeur. De plus, les propriétés qualitatives des HE ont été

préservées suite au prétraitement par mise en fagot.

- Les propriétés antioxydantes et les propriétés antibactériennes des HE dépendent
principalement du type d’essence et de la concentration des polyphénols totaux, des

composés monoterpéniques et des composés oxygeénes.

- Les HE de I"épinette noire sont capables d’inhiber la croissance des bactéries Gram
positif S.aureus et les Gram négatif tels que la S. typhimurium et la E. coli. De
méme, les HE de 1’épinette noire et sapin baumier ont le potentiel d’inhiber la

croissance d 'Aspergillus Niger.

Cette étude vise a réduire la taille de la BFR toute en préservant la quantité et qualité

des HE. De surcroit, elle cherche a mettre en place un produit a haute valeur ajoutée a
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partir de ressources sous-valorisées au Québec, a savoir les branches et les aiguilles du
sapin baumier, du pin gris et de I’épinette noire. L. incorporation de ces HE contenant des
molécules bioactives dans la formulation chimique des produits pharmaceutiques et
cosmétiques permet de promouvoir le marché des bioproduits avec de faibles cofits et
assure aussi le dynamisme de la bioéconomie du pays. De méme, les HE sont des
produits qui peuvent étre incorporés dans la composition chimique d’un matériau
destinée pour I’emballage des produits alimentaires. Les HE sont aussi utilisés pour des
applications phytosanitaires et incorporées dans la formulation des désinfectants de
surface. Comme perspectives en vue de continuité de cette recherche, la modélisation
de la chaine d’approvisionnement de la BFR et 1’évaluation de chaque composante sera
exhortée pour préparer une étude technico-économique compléte. Ceci permettra de
fixer les conditions optimales pour aboutir un produit a fort potentiel industriel
économique. La récolte de la biomasse résiduelle pendant la méme période pour les
trois essences est recommandée pour pouvoir bitir une étude comparative.
L évaluation de Deffet d’autres procédés d’extraction (micro-ondes, ondes
ultrasonores, CO2 superctrique) sur le rendement ¢t la qualité des HE est
recommandée. En conclusion, la valorisation de la biomasse résiduelle issue du
procédé d’extraction en granules énergétique pourra étre une alternative aux produits

d’origine fossile.

Le prétraitement et la valorisation de ces résidus forestiers permettent de créer des
produits écologiques et permettent d’assurer la durabilité de 1’écosystéme tous en

Svitant les émissions des GES engendrés par les moyens de transport.



ANNEXE

Diametres d’inhibition des différentes souches par les différents HE

Détermination de la concentration mimmale inhibitrice



PGER-1000 (PGRR-1000 O}

¥1074
] g_
0.3
0.7
089
0.5
044
13
12
014

Crume

Lol

Calnte U
Ll
Gl
S

2 ddan

800

3,3283

09,7755

21826

A

10,6534

|1, 2764

130

12,7018

o0
20
=
o A ]

WX 1100 1208

) 66D

iuith]

p—— e A

A

1600 1700 1200

— 1| 525

o E /BEA

£

g b ) |

- -
51 i 116

T
TLR

Le tableau ci-dessous résume les propriétés quantitatives et qualitatives des HE

extraites des fagots de 50 kN du sapin baumier, épinette noire et pin gris.



Tableau 3. 13 Les propriétés quantitatives et qualitatives des HE extraites des fagots de 50 kN des trois essences :

Sapin baumier, Epinette noire ¢t Pin gris

Essences Sapin baumier ]flpinette noire

Pin gris
Procédé Hydrodistillation L i Hydrodistillation e Hyvdrodistillation NSl i
la vapeur la vapeur la vapeur
Rendement (ml/kg) 8,81 5,49 3,04 4,94 1,64 1,96
Densité (g/mL) 0,758 £ 0,01 0,8525+£0,012 0.8735+£ 0,012
Ct')m]'aoses [(-pinéne, limonéne Campheéne et a-pinéne o pingne ¢t 6 caréne
majoritaires
Teneur en phénols
, fotaux (mgfg 180,53 169 195,7 210,2 282,83 209
d'équivalent d'acide
gallique)
Pouvoir de réduction
ferrique (mmol de 2087412 166,06 + 0,74 1576 +£2.4 225,3+0,44 46,5+3.4 1924+ 1,28
Fe2'/ml)
Capacité de réduire
le de DPPH =% ICx0 280 + 4,65 300533 110+ 3,91 80 +0,78 200+ 4 180+ 0,26
Diamétre Toutes les souches Toutes les Staphylococus Staphylococus
d’inhibition des Souches résistantes sont extrémement souches sont aureus aureus
souches sensibles sensibles EtE. coli
1%
Concentration 5 5 8 ; ; 6 4
minimale inhibitrice 20 % 20 % 1% S. typhimurium 16 % 16 %

S. aureus

_ Comcenteation: 20 % 20 % 8 % 1 % 20 % 20 %
minimale bactéricide
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