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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 %



XV

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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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.

350 3
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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.
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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.



105

e BHT i EPNB-EVP 150 == BHT i FPNB-HD
150/ i EPN-10KN-EVP 4 EPN-30KN-EVP N === EPN-10KN-HD === EPN-20KN-HD
\—.—EPN-40KN-EVP e EPN-50KN-EVP EPN-30KN-HD sl FPN -4 OKN-HD
g g
2 =
< <
2 5
& &
~ 5l ~
- Pl
0 200 400 600 0 100 200 300 400 500 600
(3-) Concentration (ug/ml) (b) Concentration (ug/ml)
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




107

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
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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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