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Introduction générale

Alors que la chimie traditionnelle utilisait surtodes matériaux renouvelables (bois,
fibres végétales, huiles, suif...), la chimie modem&e au XIXe siecle avec I'exploitation a
grande échelle du charbon et du pétrole, les dasdélm On observe aujourd’hui un regain
d’intérét pour la chimie verte du fait de la racifan des ressources fossiles. Néanmoins, le
pétrole n'est pas exclu de ces recherches, puisqaokimie verte peut également mettre au
point des procédés visant a extraire le pétroliéennomisant. Ce regain d’intérét s’explique
€galement par la recherche permanente d’'une dimmde la pollution de I'environnement,
des émissions de G@t par la volonté de diminuer toujours plus leguies pour les travailleurs.

La recherche incessante de 'Homme qui, obseraamiture et les effets de ses propres
expériences, a depuis longtemps découvert gumiale végétadst porteur d'une multitude de
solutions aux problemes de santé qui affligenbiesains a cause des produits pétrochimiques.

Ces derniéres années, grace au bouleversementetalités et au développement de
I'esprit bio pour le respect de la Terre, I'étrartain s’est intéressé aux bienfaits suscités par
les plantes dans de plus vastes usages que jadis.

Parmi les secteurs que touche l'esprit bio, viemtcksser le secteur des solvants,
constituants liquides, volatils indispensables ddiers domaines industriels, tels que les
peintures et revétements, les produits pharmacezsjqles encres d’'imprimerie, les
cosmétiques, les détergents, les produits phyttzseas, etc.

Les solvants utilisés actuellement sont, pour lajorité@, issus de lindustrie
pétrochimique, mais pour des raisons économiquas ¢ baril), pour des raisons de
diminution des réserves de pétrole ainsi que peuespect des nouvelles réglementations
(Criteres de REACH, lois Européennes), le dévelomd des biosolvants connait un essor
considérable.

Deux ordres de préoccupation se rencontrent ddtestbhése et lui donnent sa substance.

Le premier a trait au pin, plus particulierememd a&alorisation des aiguilles de pin par
I'extraction dans un premier temps de 'huile esisdie et de composés bioactifs dans un
second temps, a partir des résidus d’extraction.

L'industrie du bois exploite massivement l'univeggétal de la forét, y laissant comme
résiduune proportion majeure de biomasse coupée sans sgi'soit assuré que ces résidus -
gue I'on percoit d'emblée comme un probléme - fagdatot partie de I'ordre des solutions.

Les produits forestiers non ligneux sont définisnate étant des produits d'origine
biologique autres que le bois et provenant de $avétd'autres terrains boisés (Turgeon, 2003).
lls se subdivisent en quatre principaux types:plesluits de I'alimentation (fruits sauvages,
champignons, produits de I'érable, etc.), les ptedunementaux (arbres de Noél), les produits
pharmaceutiques et nutraceutiques (extraits ddWi€Canada, le ginseng et la gomme de sapin,
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etc.) ainsi que les produits manufacturés et legemaax (huiles essentielles, résines, alcools,
etc.). Bien moins imposante que l'industrie de &iéne ligneuse, I'exploitation des produits
forestiers non ligneux est en plein essor.

L’un des composés de I'essence de pin espihene qui se trouve étre notre deuxieme
préoccupation. Il s’agira de proposer son util@agpour la premiére fois comme solvant vert
pour remplacer les solvants pétrochimiques dansrglidomaines, a savoir, I'extraction des
acides gras de graines oléagineuses, la déteromnale la teneur en eau de produits
alimentaires ainsi que I'extraction du béta-caret@mposé treés recherché pour ses propriétés
antioxydantes.

Reliant ces deux préoccupations, notre manus@iti&ilera autour de cing chapitres
selon le plan suivant :

Le chapitre | dédié au huiles essentielleappellera dans un premier temps quelques
généralités sur les pins, leurs utilisations aips leurs déchets. Puis nous nous intéresserons
aux huiles essentielles et aux différents procétibsés pour leur extraction.

Ce méme chapitre s’intéressera d’'une part a I'etitnade I'huile essentielle des aiguilles
de pins par quatre procédés ; deux conventionf&atrainement a la vapeur d’edd\() et
I'hydrodistillation (HD), et deux procédés innovants a savoir 'Entraimgrada vapeur d’eau
assisté par micro-ondeBWYMO ), et I'Hydrodistillation assistée par micro-ondedMO ), et
d’autre part, a la détermination des différentdéwaés microbiologiques des huiles récupérées.

Le chapitre Il portera sur la valorisation des déchets des didrec Pour ce faire, une
extraction par solvant des résidus sera effecttigeda quantifier la teneur des polyphénols
totaux des extraits récupérés.

Le chapitre Ill seraconsacré a une revue bibliographigue sur les stdyatrochimiques
et leur substitution par des biosolvants.

Le chapitre IV portera sur la substitution pour la premiere foisdiosolvant « La-
pinéne » a des solvants pétrochimiques et se d#msaTa en trois parties :

La premiéere sur I'extraction par Soxhlet des acigess de matrices alimentaires en
utilisant la-pinéne comme solvant vert en substitution au rehex

La deuxiéme sur la détermination du taux d'humip@é distillation au Dean-Starck en
remplacant le toluéne paokFpinéne.

Et enfin, la troisieme et derniére partie dectepitre, portera sur I'extraction dys-
carotene, en utilisantd-pinene comme biosolvant, et ceci, en optimisast darametres
opératoires par une étude par plan d’expériences.

Dans lechapitre V, nous nous intéresserons aux parametres de stdulsliHansen et
aux différentes méthodes de déterminations de easeds. Nous présenterons les différentes
molécules concernées par cette étude, leur steuptotéculaire, leur température d’ébullition
et plusieurs autres grandeurs physiques liées moksules.
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Ce chapitre sera ensuite axé sur la déterminatigrodvoir solvant de quelques pétro et
agro-solvants sur les acides gras et le béta-cerpn utilisant la méthode prédictive des
parametres de solubilité de Hansen, déterminésg@améthodes, a savoir, la méthode de Van
Krevelen, la méthode de Stefanis et Panayiotoa pluis récente, la méthode de Yamamoto.
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Chapitre |
Extraction de I'huile essentielle
des aiguilles de pin

INTRODUCTION

Ce premier chapitre a pour objectifs de rappelercartain nombre de généralités
concernant le pin, les huiles essentielles et lprosédés d’extraction.

Nous présenterons aussi les résultats de I'extracte I'huile essentielle de pin par les
guatre procedeés étudiés : entrainement a la vabeaw €V), Entrainement a la vapeur d’eau
assisté par micro-onde&\{MO ), Hydrodistillation HD) et Hydrodistillation assistée par
micro-ondesKIDMO) et de ses activités antioxydantes et antimicroiss.

I. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

[.1 La matiére végétale : Le pin
[.1.1 Description botanique

Le pin est un conifére de la famille d@macéesDans le genre résineux, le Pin blanc de
'espece Circum Méditerranéen(figure 1.1) appelé communément « Pin d’AledPinus
halepensi®t en arabe “Snouber” » est tres répandu en Adg&n matiére de ligneux sur pied,
les foréts de Pin d’Alep représentent la plus gegmbportion que compte le couvert forestier
national, avec une surface qui avoisine 800 00¢ahes.

1. Aspect général de l'arbre.

2. Branche avec aiguilles et cones.
3. Cones males floriféres.

4. Etamine de pin.

5. Carpelle.

Figure 1.1 : Le Pin d’Alep :Pinus halepensis
(Universidad politecnica de valencia [En ligne])
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La hauteur du pin d’Alep est trés variable, de2® anetres dans les conditions de milieux
les plus diversifiées. L'écorce des jeunes sujstdigse, de couleur gris argenté ; celle des
arbres adultes est épaisse, profondément crevadeéepuleur noiratre a rougeatre. Les
anguilles sont fines, longues de 5 a 10 cm, réyraesieux dans une méme gaine, larges del
mm au plus, d’un vert clair ou fonce.

Les cbnes persistent indéfiniment sur I'arbre apxasr perdu leurs graines. Le cone est
long de 8 a 12 cm, large de 3,5 a 4,5 cm, d’abert puis devient rouge violacé, finalement
arrivé a maturité brun rougeatre a jaunaktadik, 1987). Le pin fut décrit pour la premiére
fois par DUHAMEL, en 1755, sous le nom[@@oshiero, soliviitanaMILLER I'a redécrit plus
tard, en 1768, sous le noméi@aus halepensigAnnales de I'école nationale des eaux et foréts
et de la station de recherches et expériences, 1962 affectionne plus particulierement les
substrats marneux ou calcairo-marneux dans lesgaelenracinement profond peut s'étendre.
Il se rencontre aussi sur des substrats schistemxi@a schisteuxBneder, 1983.

|.1.2 Habitat et distribution

Le pin d’Alep est trés fréquent sur tous les massibntagneux du Tell littoral a 2000
metres d’altitude dans I'Atlas Saharien, comme entge rencontrer dans tous les étages
bioclimatiques depuis I'hnumide jusqu’a I'aride stpér (Vennetier, 1999. Mais la grande
forét de pin d’Alep se trouve principalement daaszbne semi-aride caractérisée par une
tranche pluviométrique de 300 a 600 mmMngder, 1984.

Cette espece est caractérisée par un enracinemssapt qui lui permet de pousser dans
des endroits trés difficiles comme les rochesesuracines arrivent a s’infiltrer méme dans les
fissures. Cette puissance d’enracinement lui dameefixation solide. Son enracinement est
adapté aux différents types de sols, méme supadjae qui fait de lui 'une des rares espéces
ne craignant pas les calcaires marneQxezel, 1985

En Algérie, il se cantonne essentiellement a KEst I'Ouest du pays. Les zones du pin
d'Alep sont: Carmantraud, 1940 ;Louni, 1994).

» Les foréts du littoral : la zone du Sahel étant la transition entreuégiaies (forét de
chéne-liege) et les zones a pin d'Alep. Les litirralgérois et oranais renferment la
une faible étendue de pin d'Alep.

» Les foréts du Tell: Les foréts de pin d'Alep se retrouvent au nivéaudrois blocs:
* Les foréts des Monts de Tlemcen : les pinedesitaent essentiellement au niveau
du Tell Méridional et les Monts de Slissen.
Les foréts des Monts de Daia : région fortemensdmmiou le pin d'Alep est roi et
constituant un ensemble jusqu'a Sidi Bel Abbés.
Les foréts de Saida et de Tiaret forment un méldegan d'Alep et de Chéne vert.
*Le Tell algérois : Au niveau de I'Ouarsenis, legéts sont constituées en majorité de
pin d'Alep et des taillis de chéne vert, le Thuyalee genévrier de Phénicie
accompagnent ces deux espéces. Les foréts dessRibardj Bou Arreridj) en sont
riches.
*Le Tell constantinois ne comporte pas de massisdis.
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» L'Atlas saharien: Les plus importantes pinedes se trouvent au nigeaued Nails.
Les montagnes de Djelfa sont boisées des plus lEauptements de cette espece.

* Les Aurés Nememcha Dans le Hodna, un mélange pin d'Alep-chéne /eliserve.
Dans les Aureés, les versants sud sont boisés dBAdep. Les peuplements se situent
entre 1000 et 1400 m d'altitude.

Le tableau I.1 montre la répartition des pins egéfie

Répartition des espéces de pin en Algéigection des foréts et de la
Tableau| ceinture verte de la wilaya d’Alger, 2012; INRF, 2Q22).

11
Région Foréts Especes
Forét de Lakhdaria |_3|n d A_I(_ep
Pin Maritime
Pin d’Alep
Forét de Bainem Pin Maritime
Thuya
Pin Maritime
Forét du parc Zoologique de Pin d’Alep
Algérois et Ben Aknoun Pin pignon
alentours Thuya
Pin d’Alep
Forét de Bouchaoui Pin pignon
Thuya
Pin des canaris
Forét de Maktaa Kheira Pin d'Alep
Thuya
R - : Pin d’Alep
Forét de Sidi-Fred;j Pin Maritime
Est Foréts des Bibans Thuya
algérien
Ouest Foréts de Saida et de Tiaret Pin d'Alep
alaérien Foréts des Monts de Slissen Pin d'Alep
g Foréts des Monts de Daia Pin d'Alep
Atlas . Montagnes de Djelfa Pin d'Alep
saharien
Aures Hodna Pin d'Alep

Cet arbre est spontané sur les bords de la Méatiteer: assez commun en Afrique du
Nord, Espagne, France et Italie. On le trouve aad%ist : Jordanie, Liban, Syrie, Turquie,
Grece, Albanie, Croatie, Ukraine etc., et a étddit en Californie et en Australie.

Les figures en Annexe A illustrent la répartitiofiographique du pin d’Alep en Algérie
et dans le monde.
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[.1.3 Utilisation du pin

Les propriétés antibactériennes et antifongiquespites, attribuables a la présence d’un
grand nombre de phytoalexins, suscitent beauc@diention dans la littérature scientifique.

En médecine traditionnelle, la résine de pin aiséé dans le traitement des ulcéres ; en
cataplasme. Les raclures du pin sont préconisaasi@draitement des colopathies sanglantes
; et la fumigation d’écorce du pin est employéesdas affections gynécologiques.

Les bourgeons considérés comme balsamiques, béshigmollients et sédatifs de la
toux, sont diurétiques ; alors que les aiguillest silisées en balnéothérapie et I'huile comme
liniment. La partie interne de I'’écorce de pinrpettait de faire une espéece de pain pendant les
périodes de disettélgratchian, 2007.

Autres que ces activités biologiques, le pin fébjet de nombreuses recherches.
Sasipawan et al. (2012)ont effectué une étude sur les effets des ¢éxttaPinus kesiyaontre
la leucémie chez I'étre humaiNuno et al. (2011)pnt étudié les aiguilles de pin comme bio-
échantillonneurs passifs pour la détermination daslybromodiphényléthers dans
'atmosphere.

La principale utilisation commerciale du pin estrinsformation en bois de construction.
Il est surtout utilisé comme :

= bois de charpente,

= poteaux pour les fils électriques,

= poutres pour la construction de chemins de fereochalets,
= bois pour les papetiéres.

La térébenthine extraite a partir des pins contiemé essence riche en carbures
terpéniques :di-pinene, le béta-pinéne et des acides résiniqueterébenthine est utilisée en
médecine comme expectorant, balsamique (qui agite®un baume), antiseptique urinaire et
pulmonaire (en association avec l'eucalyptus befgoin) et révulsif en usage externe dans la
recherche biomédicale.

Elle a aussi été utilisée comme carburant de fus@tamment pour le premier étage du
lanceur Diamant A, vecteur du premier satellitegads, Asteérix.

Liguide incolore a odeur caractéristique de pagdence de térébenthine est un trés bon
solvant des graisses, des huiles et des ciresufdisé dans de nombreux produits : peintures,
vernis, cirage, insecticides et méme parfums odpt@harmaceutiques tels que les onguents
topiques. L’essence de térébenthine contient 6@ Hirtene.

L'essence de térébenthine est également congmiliéd'eélimination de la moisissure sur
les cuirs (vestes, fauteuils, chaussures) et sugpides taches de graisse sur un textile. Elle est
egalement tres efficace pour laver les écrans dfapp électroniques, notamment les écrans
tactiles qui sont tres sensibles (Nintendo DS, iPadch, etc.)
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En Algérie, le bois du pin d’Alep est surtout enmydlodans le domaine de la petite
charpente, la menuiserie ordinaire, la caisserideatballage. Les entreprises papetiéres
algériennes utilisent comme matiére premiere padalbrication de leur papier, les végétaux
annuels ou encore les fibres de récupération smasefde vieux papiers. Pour le papier de
grande résistance, la matiere de base (pate dedstignportée de I'étranger alors que nos
ressources forestiéres pourraient probablement fasdement utilisées et partiellement
exploitées par I'industrie papetiefdé¢ssaoud-Bouregha et Zerizer, 2006

I.1.4. Provenance et destination des déchets du boi

Lesdéchets de boiproviennent :

- de lexploitation forestiere : houppiers, branchages, écorces, souches, sciures

- desindustries de premiere transformation (scieries) qui produisent des dosses et
délignures, des écorces, des sciures, des copedaz ehutes courtes

- desindustries de deuxieme transformation(menuiseries, fabriques de meubles, de
parquets, de charpentes...) qui produisent degescides chutes, des copeaux d'usinage,
des poussieres de poncage

- desobjets mis au rebut: bois de chantier et de démolition, caissettaktfes, bois de
coffrage, charpentes, meubles, traverses de charfier, bois de veine...

Les déchets de bois sont classés en trois catégorie
« labiomasse: bois exempt de toute contamination
- lesbois faiblement adjuvants: palettes, panneaux, bois d'ameublement
- lesbois traitésa la créosote, aux CCA (cuivre, chrome et arseail®s boisgnifugés

Les bois de rebut souillés ou traités sont, entfoncde leur teneur en substances
dangereuses, considéerés comme des déchets dand&reimvent donc étre éliminés par les
filieres de traitement adaptées.

Selon leur origine, les déchets de bois peuveats#tit :
« utilisés comme matieres premiérefpanneaux de particules, pate a papier...),
« consommés comnembustible dans des chaudieres,
- réemployésaprés avoir été réparés (meubles, palettes naidtiions...).

La valorisation des déchets du bois peut se fardiflférentes maniéres : valorisation
matiere et valorisation énergétique.

» Valorisation matiére
Lesindustries de la trituration utilisent les déchets de bois comme matiére pmendigns

- la fabrication de lgpate a papierqui écoule en majeure partie les sous-produits des
scieries,

- la fabrication depanneaux de particulesou de produits composites qui emploie les
dosses et délignures, les sciures et les chutessdw.

L'approvisionnement des industries de la trituratie fait par des unités centralisées qui
se chargent de la collecte, du stockage et du beogtas déchets. Les déchets sont répartis en
fonction de criteres de qualité et font 'objetnd'conditionnement spécifique (souillures,
mélange de matériaux, dimension, essences...).
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La valorisation matiere des déchets de boipeut prendre également les formes

suivantes:

+ nettoyage des sols,

- fumage des viandes et poissons,

- dégraissage des pieces métalliques,

- fabrication d'objets moulés ou de produits compssit

- fabrication de compost (a partir d'écorces et awgoeis-produits broyés),

- paillage en horticulture (écorces),

- litieres animales (sciures et copeaux),

- fabrication de charbon de bois.

Comme exemple, nous pouvons citer les travaux d'égeipe de chercheurs de
Novossibirsk qui a congu a partir du bois, ou glkactement de déchets de coniféres (aiguilles,
brindilles, petites branches), sans adjonctionadiae substance liante, un matériau original,
appelé (provisoirementgcovite. Dans les exploitations forestieres, ces "déche#taient
jusqu'a présent pas utilisés. Or, leur quantitétnesure en Russie en millions de tonnes. Les
matériaux obtenus sont qualifiés de plastiquesoie b

> Valorisation énergétique
On utilise les déchets de bois comooenbustible :
« dans Industrie : les entreprises utilisent leurs déchets pousfa@te leurs propres
besoins énergétiques : chauffage, énergie de "gstce
- dans ledbatiments a usage collectifpiscines, lycées, hdpitaux, habitats collectifs).
Les déchets de bois employés comme combustiblé @ilisés a ['état brut ou
conditionnés sous forme de granulés ou de bricaidteeconditionnement consiste a compacter
des déchets hétérogénes pour obtenir un combusébjelense, inerte qui tend a se rapprocher
de la forme du charbon. En plus de la granulomélkeigaux d’humidité est un parametre
important (les bois dits " humides " contiennenispile 25% d'humidité).

» Bois et environnement
L'utilisation de 4 M de bois-énergie permet d'économiser 1 tonne dguitvpétrole (tep) et
d'éviter en moyenne I'émission de 2,5 t de @éns I'atmosphere.

Les déchets de I'industrie du bois en Algérie n&t,smalheureusement, pas ou trop peu
exploités. Un arbre de pin bien rentabilisé, patrpgoduire du bois, du papier, de la
térébenthine, des huiles essentielles et par capsédes biosolvants et des biocarburants.

[.2 L’huile essentielle de pin

Le terme «Huile essentielle» est un terme génégudésigne les composants liquides
et hautement volatils des plantes, marqués paodeer forte et caractéristique. Elles sont par
définition des métabolites secondaires produitdgsaplantes comme moyen de défense contre
les ravageurs phytophages.

La norme AFNOR NFT 75-006, de Février 1986, a déhuile essentielle comme étant
un produit obtenu & partir d'une matiere premié&gétale, soit par entrainement a la vapeur,
soit par des procédés mécaniques a partir dedigades citrus, soit par distillation seche.
L'huile essentielle est ensuite séparée de la @tpssuse par des procédes physiques pour les
deux premiers modes d’obtention. Elle peut subg ttaitements physiques, par exemple,
redistillation, aération ..., n'entrainant pas ki@ngements significatifs de sa composition.
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[.2.1. Composition chimique de I'huile essentiellde pin
La composition des huiles essentielles differeomation de plusieurs parametres tels que
le lieu géographique, la saison de cueilletted@snées climatiques, le procédé d’extraction,
I'espece et la partie de la plante utilisée.

Le tableau 1.2 résume la composition chimique dedues especes de pins.

Tableau| Composition de I'huile essentielle de quelques espée pin
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Espéce Pays Composés majoritaires (%) Référence
a-pinéne (1,23
Algérie Sabinene (1,23) Dob et al.
(Alger) (2)-B-Caryophyllene (40,31) (2005)
a-Humulléne (7,92
a-pinene (6,66
Aléri Sabinéne (6,9%) T i et al
gérie 5 o azerouti et al.
(Tissemsilet) | Myreene ‘ (869 "™ 1903
(2)-B-Caryophylléne (7,07
Phényl éthyle-isovalérate (7,37)
a-pinene (17,56)
Algérie Phenyl ethyl 2-methyl Tazerouti et al.
(Djelfa) -butyrate (10,29) (1993)
Phényl éthyl-isovalérate  (8,38)
Pinus halepensis a-pinene (13.4)
Myrcene (6,62)
. 5-3-Caréne (6,87) Roussis et al.
G
rece Limonéne (5,03) (1995)
(2)-B-Caryophyllene (19,08)
Cembrene (7,62)
a-pinéne (18,1)
Sabinéne (9,4) o
ltalie Myrcéne (27,9) Macigz)oongl) etal.
a-Terpinoléne (9,9)
B-Caryophylléne (19,05
a-pinéne (8,54)
Sabinéne (6,13) .
Italie Myrcene (12,48) VIdEngg al.
p-Cymeéne (11,41)
B-Caryophyllene (16, 4)
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a-pinene (23,3)
Maroc Myrcene (16,8)Hmamouchi et al.
a-Terpinoléne (10,1) (2001)
B-Caryophyllene (14,2)
Maroc B-Caryophylléne (22,2) Hmamouchi et al
(Région de | a -pinéne (21,4) (2001) '
Rabat) y-Muurolene (7,0)
Italie B-Caryophylléne (13,2) Macchioni et al
(Montemarcello)| a-pinéne (29) (2003) '
(La Spezia) | B -pinéne (22)
B —caryophylléne (19) Petrakis et al
. a -pinéne (21L) '
Grece Germacrene-D (19{2) (2001)
B -caryophyllene (6,4-13,0)
Pinus pinaster France a -pinene (43,4) Chalchat et al.
B -pinene (25,1-16,0) (1989)
Germacrene-D (11,b)
a.-pinene (27.39) Carmo et al
Portugal B -pinéne (20,2) (1986) '
Limonene (7,6
a.-pineéne (44,1) Kubeczka et al
Allemagne | B -pinéne (29,b) (1987) '
Myrcéne 4,7)
B-caryophyllene (26,6)
Algérie allo-aromadendréne (12,6) Dé%gtsfl'
y-Humulene 4,3
B-phéllandrene (39,70)
. . B-caryophyllene (15,70) Barnola et al.
Pinus Caribaea Venezuela | Germacréne-D (14,15) (1997)
a-pinéne (8,29)
B —pineéne (35,21) .
Pinus radiata Equateur Aromadendréne (4,010) Sacczr:)eottsl etal.
a -terpinéol (3,01) ( )
a-pinene az,n
Pinus strobus (I:;?::Zgglf) Germacrene-D (12,2)
B —pinéne (7,9)
. Pologne a-pirllé?e (10,_2) Krauze-
Pinus ponderosa (Gdansk) B —pineéne (45,7)Baranowska et al
3-carene (8,4) (2002)
. . Pologne a-pi.né\ne (23,8)
Pinus resinosa (Varsovie) B—pln\ene (42,{,)
Myrcene (14,9)
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1.2.2. Localisation des huiles essentielles

Dans la plante, les huiles essentielles peuveatsétickées dans divers organes : fleurs
(origan), feuilles (citronnelle, eucalyptus), eéasc(cannelier), bois (bois de rose, santal),
racines (vétiver), rhizomes (acore), fruits (badjamu graines (carvi). La synthése et
'accumulation des huiles essentielles, classéesiples métabolites secondaires, se font
généralement au niveau des structures histologigpésialisées, souvent localisées sur la
surface de la plant®(uneton, 1987.

L’huile est souvent localisée sur ou a proximitdalsurface de la plante, par exemple,
pour la famille desamiacéeselle se situe dans les poils sécréteurs. Chddyemcéeou les
Rutacéesu niveau des poches sécrétrices ou encore dasxcsd@aeteurs pour ldstéracées,
les Apiacéesainsi que pour les aiguilles déinacéescomme indiqué sur la figure 1.2
(Bruneton, 1993.

Cellules sécrétrices

Cellules bordantes
épaisses et lignifiees

Figure 1.1 : Canal résinifere d'une feuille de pin d’Alep cogpétravers X 450
(Selik et Bono, 1961

[.2.3. Propriétés biologiques des huiles essentesdlde pin

L’huile essentielle présente des propriétés antwbiennes et expectorantes et induit une
hyperémie locale.

Les monoterpénes, sesquiterpénes et esters die ldagentielle sont antiseptiques des
voies respiratoires dans les grippes et les bréggbt décongestionnants des voies respiratoires
hautes (sinusites). L'huile essentielle stimuleitaulation périphérique, elle est sécrétolytique
et corticostimulante. Elle exerce également unevietgéenotoxique in vitro sur des
lymphocytes humain®{llerbeck, 2007).

a) Activité antioxydante

Sacchetti et al. (2005)pnt montré que I'huile essentielle @inus nigraposséde une
activité antioxydante relativement faible avec umieibition moyenne inférieure a 25% en
comparaison avec l'activité antioxydanteTdgymus vulgaris.
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D’autres auteurs tels quidsu et al. (2005)pnt montré que l'extrait des aiguilles de pin
avait la meilleure activité antioxydante lors d'w@tade sur la capacité de piégeage des radicaux
libres de différentes parties Beus morrisonicoldaiguille, écorce et cdne). Néanmoins, cette
activité peut étre variable en fonction de I'enminement dans lequel il se trouve comme le
montrentPukacka et al. (2000).

En effet, ces auteurs ont remarqué une augmentdtoliactivité antioxydante en
fonction du degré de pollution suite a I'étude ‘detlvité antioxydante de 3 échantillons de pin
sylvestre prélevés a proximité de trois sites itrikels. lls ont conclu que cette augmentation
était un moyen de défense de la plante contredsepce de polluants dans I'environnement.

Grassmann et al. (2003pnt montré, par leurs études sur la capacité aydemte des
huiles essentielles du pin Mugo dans plusieuresyss biochimiques, que I'huile présente une
faible activité lorsqu’elle est testée dans un emnement aqueux. En revanche elle présente
une tres forte activité antioxydante lorsqu’elletestée sur un environnement lipophile.

Vuorela et al. (2005),0nt évalué l'activité d’extraits phénoliques du gylvestre pour
sa propriété antioxydante, et ont montré que legposés phénoliques de I'écorce du pin étaient
de tres bons agents contre I'oxydation de la mengophosphatidylcholine (liposomes).

Les études d@acker et al. (1999),ont mis en évidence l'activité antiradicalaire du
pycnogenol sur les dérivés réactives de I'oxyg@speces chimiques oxygénées rendues
chimiquement trés réactives par la présence d'électle valence non appariés) et les espéces
azotées ainsi que sa participation dans le résetoxgdant cellulaire par sa capacité a
régénérer le radical ascorbyle et de protéger Eingiamine E et le glutathion endogéne contre
le stress oxydatif

b) Activité antimicrobienne

Plusieurs études ont été meneées sur différentdgepatu pin. Les bourgeons sont
considérés comme balsamiques, béchiques, émolieséslatifs de la toux ; ils sont diurétiques
. alors que les aiguilles sont utilisées en balm&atpie et I'huile comme liniment. L’huile
essentielle est responsable d'activités antimiemnués et expectorantes et induit une
hyperémie locale.

Les propriétés antibactériennes et antifongiquespiles suscitent beaucoup d'attention
dans la littérature scientifique. Le pouvoir antirobien des huiles essentielles de pin contre
les bactéries a Gram négatif tel gstherichia coliet les bactéries a Grapositif tel que
Staphylococcus aureasété démontré par plusieurs aute(4bi-Ayada, 2011; Loizzo, 2008;
Smith, 2005).

Les résultats de ces études ont tous converg@rersensibilité plus ou moins importante
de ces bactéries.

En effet, Monica et al. (2008)ont montré par la méthode de diffusion des disques
gue I'huile essentielle extraite des conesRiebrutia présente une inhibition des agents
pathogenes a Gram négatif, tels giseherichia coli(zone d’inhibition supérieure a 52 mm)
et a Gram positif tel quetaphylococcus auresone d'inhibition de 10 mm) ainsi gBacillus
subtilis (zone d'inhibition de 12 mm).
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Smith et al. (2005)quant a eux, ont montré grace a une étude suxieste de jeunes
arbres dePinus nigra, qu’ils possédaient une activité antibactérienne deux types de
staphylocoques résistants aux antibiotiques avecaoncentration minimale d’inhibition de 32
a 64 pL/mL.

Les composés responsables de [lactivité antibactéei (le pinosylvin et le
pinosylvinmonométhyl) des extraits de la résinéifférents pins®. sylvestris, P. resinosa, P.
contorta, P. banksianaont été découverts parndberg et al. (2004) suite a des tests
antibactériens sur des souches pouvant poser prebldans I'industrie papetie®@acillus
coagulans, Burkholderia multivorans, Alcaligenesoggxydank Ils en ont conclu que ces
extraits avaient un fort potentiel pour une uttisa comme biocide naturel.

[.3. Les procédés d’extraction des huiles essentes

Comment obtient-on les huiles essentielles ? Ritsigrocédés sont utilisés pour extraire
les huiles essentielles ; les plus utilisés saptecedés conventionnels tels que I'entrainement
a la vapeur ou I'hydrodistillation de la plantedre ou seche, mais de nouveaux procédés ont
vu le jour : ce sont les procédés assistés paoroicdes.

[.3.1. L’entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur est la méthode d’extragbermettant d’obtenir une huile
essentielle a partir d’'un végétal. De la vapeund’est injectée au bas de la charge végétale.
Chargée en molécules volatiles, elle est récupgavésommet de la charge, et est ensuite
condensée. Par décantation, une fraction hydropbels@pare de la phase aqueuse : il s'agit
de I'huile essentielleAnizon, 2003.

[.3.2. L’hydrodistillation

L’échantillon a extraire est dispersé dans de I'eigplacé dans un ballon qui est chauffé
directement. Les composés volatils sont entraires | vapeur d’eau, qui est ensuite
condensée. L’huile essentielle est collectée paplsi décantation.

Ces technigues sont généralement utilisées podrd@ion des huiles essentielles et des
ardmes de végetaux, en particulier des plantesaigues et des épiceSliemat, 2009.

[.3.3. L'extraction assistée par micro-ondes

Le procédé d'extraction par micro-ondes consistdraire I'huile essentielle a I'aide d'un
rayonnement micro-ondes contrairement au chaufflgsique par conduction ou convection.
Les micro-ondes agissent sur certaines molécudisstque I'eau, qui absorbent l'onde, et
convertit son énergie en chaleur ; le dégagemeahdkeur a lieu dans la masse.

Ainsi, dans une plante, les micro-ondes sont aléssripar les parties les plus riches en
eau (les vacuoles, véritables réservoirs liquidesakllules), puis converties en chaleur. Il en
résulte une soudaine augmentation de la températlinéérieur de la plante, jusqu'a ce que la
pression interne dépasse la capacité d'expanssopadeis cellulaires entrainant la destruction
de la structure des cellules végétales. Les sutesagituées a l'intérieur des cellules peuvent
alors s'ecouler librement a I'extérieur du tissaldgique, et I'huile essentielle est entrainée par
la vapeur d'eau.
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Dans le cas des plantes a huile essentielle soigdldi les micro-ondes permettent
d’obtenir un éclatement des glandes a huile esdntSi la plante est suffisamment riche en
eau, les micro-ondes permettent de chauffer laemeagiremiere et d’extraire I'huile essentielle
en utilisant seulement I'eau de constitution duétél

Dans le cas des plantes a huile essentielle narfauiplle, I'utilisation des micro-ondes
permet d’obtenir un gradient thermique inversé nagport & celui obtenu par injection de
vapeur. Ce gradient thermique inversé accélerdflesstbn des molécules d’huile essentielle et
leur extraction.

Quel que soit le mécanisme impliqué, I'extractions micro-ondes est caractérisée par
des vitesses d’extraction supérieures a celle®gdction traditionnelle et qui peuvent, dans
certains cas, s'accompagner d’'une modificatioradeglectivité de I'extractiofAnizon 2003.
Chemat et al. (2006, ont prouvé que I'extraction par hydrodistillatiassistée par micro-
ondes de I'huile essentielle de lavande est medlen termes d'économie d'énergie, de rapidité
(10 min au lieu de 90 min), de rendement, et dditgudes huiles obtenues comparée a
I'extraction par hydrodistillation conventionnelle.

Dans deux autres études sur les fleurs de lavarids écorces d’orangeSahraoui et
al. (2008, 201}, ont montré que I'entrainement a la vapeur d&sgisté par micro-ondes était
plus performant que I'entrainement a la vapeur W’'e€anventionnel avec des durées
d’extraction nettement plus faibles : 6 minutestemB0 minutes pour la lavande et 120 minutes

pour I'orange.

[.4. Activité antioxydante

Les réactions d’oxydation dans divers produits dagroalimentaires, cosmétiques,
pharmaceutiques, lubrifiants, etc.) nuisent frégmemt aux qualités de ces derniers, alors
dépréciés. Sous les effets de certains facteuss geé I'oxygene atmosphérique et la
température, ces produits s'oxydent en devenardnmoent rances, visqueux, de couleur
foncée et donc impropres quant a leurs usages.

La préservation des corps gras contre l'oxydatepose habituellement sur l'usage
d'additifs antioxydants synthétiques ou naturelgliels limitent et/ou retardent la détérioration
oxydative résultant de la formation de nombreuxcaak libres dans des réactions radicalaires
en chaines avec le dioxygene. Ces antioxydantsgemdralement des composés phénoliques
d’origine pétrochimique comme le butyl hydroxytahge (BHT), le butyl hydroxyanisole
(BHA) ou encore les gallates (Sel ou ester ded&agallique) Johnson et Gu, 1988 ; Zhang,
2009.

Les huiles essentielles dont I'activité antioxya@aest connue de fagon empirique depuis
des siecles peuvent étre une bonne alternativamtioxydants de synthese.

En effet, de nombreux travaux, sont venus renfooesr observations empiriques et
expliquer leurs modes d’actions et de leurs commpssa

[.4.1. Oxydation et antioxydants

L’'oxydation des lipides représente un pgoie important pour certaines industries,
puisqu’elle est responsable de la baisse de gealité la diminution de la durée de conservation
des produits cosmétiques et alimentaires. Ce phéne conduit a I'odeur rance des nourritures
en putréfaction.
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L’addition des antioxydants permet deitiéml’'oxydation de ces derniers selon deux
mécanismes :
1- lls neutralisent les radicaux libres et empétlesréactions en chaine initialisées par ces
derniers.
2- Les antioxydants détruisent les hydroperoxydesnposés intermédiaires formant des
radicaux libres en interrompant la liaison O-O)nuliuant ainsi la vitesse de formation de
radicaux libres.

[.4.2. Evaluation de I'activité antioxydante

Toutes les méthodes de mesure du pouvoir antioxytiam principe actif repose sur la
provocation d’une oxydation sur une matrice seesll mesurer par la suite le ralentissement
de la dégradation de cette matrice protégée parobgydant par rapport a un témoin sans
protection(Rolland, 2004)

Les tests de mesure de l'activité antioxydante petiétre classés principalement en deux
groupes :

- les tests relatifs a I'évaluation de la peroxydatites lipides dans lesquels le substrat
est un lipide ou lipoprotéine placé dans des canditstandards et ou I'inhibition est
mesuree;

- les tests permettant de mesurer le pouvoir de agEdes radicaux libres (Scavenging
of free radical).

[.5. Activité antimicrobienne

Un antimicrobien est une famille de substances tgent (bactéricide) ou inhibent
(bactériostatique) la croissance des microbesldsldactéries (activité antibactérienne), les
mycetes (activité antimycosique), les virus (atéivantivirale), ou les parasites (activité
antiparasitaire).

Les antibiotiques sont une classe d'antimicrobieps, peuvent potentiellement étre
utilisés comme médicaments en meédecine pour tregeinfections a cause de leur basse
toxicité pour I'Homme et pour I'animal. Dans laicta d'un mauvais usage des antibiotiques,
une alternative a leur utilisation s’imposa. Dasdés expérimentales ont été entreprises en
France, dés 1885, sur les huiles essentiellesieptaivoir antimicrobien.

Depuis, de nombreux travaux, sont venus renforesmésultats et expliquer les modes
d’actions de certaines huiles essentielles etuls lsomposants.

|.5.1. Evaluation de l'activité antimicrobienne

Il existe plusieurs méthodes pour I'évaluation @etivité antimicrobienne des huiles
essentielles. Le choix d’'une méthode ou d’'une agteonditionné par I'insolubilité des huiles
essentielles dans les milieux aqueux, leur vai@jiket la nécessité de les tester a de faibles
concentrations.

L’aromatogramme est basé sur une technique utilm@ebactériologie médicale :
antibiogramme ou méthode de diffusion en miliewgél
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- Technique des disques

Ce test est effectué par dép6t sur un milieu géjms@lablement ensemencé en surface
avec une culture microbienne, d’'un disque stéele@llulose de 6 mm de diametre (Whatman
N°1) imprégné d’'une quantité de solution d’huilsesgtielle.

L’huile essentielle diffuse a partir du disque edamt un gradient de concentration. Aprés
incubation, chaque disque apparait entouré d'umdiair représentant la zone d'inhibition de
la croissance (Figure 1.3). La lecture des résauftatfait par mesure des diamétres en millimétres
de ces zones. Les caracteres de sensibilité oésdgance de la souche bactérienne en seront
déduits. Les résultats sont exprimés selon treisanix d’activité De Billerbek, 2007):

. Résistant D= 6mm;
. Intermédiaire : 6 mme D < 13 mm;
. Sensible :D>13 mm

Zone de croissance microbienne

/ Disque imprégné \

<—M|d£|h4—>

Boite de pétri

|

Zone d’inhibition

Figure 1.3 : Aromatogramme sur boite de Pétri a diffusion lingai partir d'un disque
imprégné d’huile essentielle.

- Technique des puits

La méthode de diffusion en puits a été proposée [gopremiére fois paCooper et
Woodman en 194t a été reprise p&hroeder et Messing en 194%lle assure une diffusion

radiale de l'huile essentielle a partir d'un puée donnant une zone d’inhibition claire
facilement mesurable.

La méthode consiste a découper un puits circutieré mm de diametre dans la gélose
ety verser 2L d’une solution d’huile essentielle de concentmattonnue (Figure 1.4). L’huile
essentielle diffuse de facon radiale en donnantzene d’inhibition circulaire a la surface de
la gélose préalablement ensemencée avec une siospleastérienne.
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L’estimation de I'activité antimicrobienne est bas@ir une échelle qui classe le pouvoir
antimicrobien en fonction des diameétres des zofirkiblition de la croissance microbienne,
en 4 classe@auchere et Avril, 2002 ; Meena et Sethi, 1994) :

e Fortement inhibitrice :D>28 mm ;

* Modérément inhibitrice :16<D<28mm;
* Légérement inhibitrice :10 <D<16 mm;
e Non inhibitrice :D <10 mm

Zone de croissance microbienne

;one d’inhibitiqn

>

1
1
1
1
1
i
L |

A 4

it
L |

A

A

Puits creusé rempli Boite de pétri
d’'HE

Figure 1.4 : Diffusion radiale dans une boite de Pétri d’'un peiteusé dans la gélose et
rempli d’huile essentielle

[.5.2. Parameétre de I'activité antimicrobienne

La concentration minimale inhibitrice (CMI) et l@arcentration minimale bactéricide
(CMB) caractérisent I'activité antimicrobienne. tagpport CMB/CMI permet de déduire l'effet

(microbicide ou microbiostatique) de l'huile essadlg étudié sur une souche microbienne
donnée.

- Concentration Minimale Inhibitrice CMI
La CMI est la concentration d’huile essentiellplas faible ne laissant pas de culture
microbienne visible (pas de croissance de la pdpuala(Meena et Sethi, 1994

- Concentration Minimale Bactéricide CMB
La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) corresf a la plus faible concentration
en huile essentielle capable de tuer plus de 99¢& ¥snoculum bactérien initial (soit moins

de 0,01 % de survivants). Elle représente la canation de I'huile essentielle induisant I'effet
bactéricide Courvalin, 2006).

- Rapport CMB / CMI
Ce rapport peut étre utilisé pour distinguer letelsiessentielles bactéricides (CMB/CMI
< 2), des huiles essentielles bactériostatiques (GMB éloignée de la CMI). Il définit

également la tolérance d’une souche ; cette dermist dite tolérante quand CMB/CMB2
(Schroeder et Messing, 1949).
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[I. MATERIELS ET METHODES

[I.1. Matiere végétale

La matiere végétale utilisée pour I'extraction theiile essentielle des aiguilles de pin a
été cueillie au niveau de la forét de Bainem si@dé km a I'Ouest d’Alger dans le massif
forestier de Bouzaréah. La plante a été identifiégeniveau de 'ENSA (Ecole Nationale
Supérieure d’Agronomie) et 'INRF (Institut Natiordee Recherche Forestiere) comme étant
du pin d’Alep :Pinus halepensiMill. Elle a été séchée a l'air libre et a I'aldt soleil.

Pour tous les essais, la matiere végétale utifisé&é échantillonnée selon la méthode de
guartage. Cette méthode est trés ancienne et facdaliser. Il suffit d’étaler le lot de plante
sur une surface plane en forme de carré qui serfa paite divisé par des diagonales en quatre
lots triangulaires. Les triangles opposés seraentes pour former le nouvel échantillon. Ce
dernier sera étalé et partagé comme précédemmennhstde suite jusqu’a I'obtention de
plusieurs échantillons homogenes.

[1.2. Appareillages et protocoles expérimentaux

L’étude expérimentale sur I'extraction de I'huilssentielle portera sur quatre procédés
d’extraction dans le but d’effectuer une étude carafive entre ces procédeés a savoir :

* L’entrainement a la vapeur d’edt\(),

* L’hydrodistillation (HD),

 L’entrainement a la vapeur assisté par micro-ofges/10 ),
* L’hydrodistillation assistée par micro-ondéfiMO ).

Les extractions ont été réalisées a I'aide de diffpexpérimentaux schématisés par les

figures .5a1.8:
55' > l<igérlant
Réacteur : :

+ —

Matiere végétale :
=

Huile
essentielle

Vase
Chauffe florentin
ballon
i _ .,_E;:-m;-.', )
| - =

Figure I. 5 : Dispositif de I'entrainement a la vapeur d’e&V |
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Le dispositif expérimental utilisé polientrainement a la vapeur d’eauest représenté
sur la figure 1.5. I comprend un chauffe ballon, ballon de deux litres servant a produire de
la vapeur d’eau surmonté d’un réacteur. Celui-ti esnpli de matiere végétale et relié a un
réfrigérant servant a condenser le mélange vapeau+uile essentielle. La vapeur formée
dans le ballon passe dans le réacteur contenplarite et entraine I'huile essentielle. Un vase
florentin est utilisé pour la récupération du disti L’huile essentielle est récupérée apres
décantation.

A I'échelle du laboratoire, le dispositif expérintanutilisé pour Ihydrodistillation est
représenté sur la figure 1.6 et comprend : un deadllon et un ballon de deux litres contenant
'eau et la matiére végétale. Le ballon est relitn&levenger lui-méme relié a un réfrigérant
pour la condensation du mélange vapeur d’eau-lesgentielle. Le distillat est récupéré dans
'ampoule du Clevenger. L'huile essentielle esup#rée aprés décantation.

fi
|

i Réfrigérant
f——i

l = >

i “ Huile

| essentielle

Réacteur | Ampoule
+ j du
Matiére végétM Clevenger

Chauffe

ballon ——r

——

Figure 1.6 : Dispositif de I'hydrodistillation KID)

Le dispositif expérimental utilisé polientrainement a la vapeur d’eau assisté par
micro-ondes représenté sur la figure 1.7 est le méme que aélisé pour I'entrainement a la
vapeur conventionnel, la seule différence est ques ae cas le réacteur contenant la matiere
végétale est placé a l'intérieur du four micro-ande
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Four Réfrigérant
micro-onde
Réacteur HU|I§
+ essentielle
Matiére végétate™ | l 1 -
Chauffe - Vase
ballon ———L UI florentin

=

Figure 1.7 : Dispositif de I'entrainement a la vapeur assisténpiaro-ondesEVMO )

Le méme dispositif expérimental utilisé pour I'hgdistillation conventionnelle est
utilisé pour Ihydrodistillation assistée par micro-ondes dans ce cas, le ballon contenant
I'eau et la matiére végétale est placé a I'intéraaufour micro-ondes (figure 1.8).

1[}

Réfrigérant

Huile
essentielle
.[ o
| A
Four J_
micro-ondes . Ampoule
\ du
I Clevenger

Réacteur
+ /--

Matiére végétale

Figure 1.8 : Dispositif de I'hnydrodistillation assistée par mieondes KIDMO )
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Afin d’aboutir au meilleur rendement en huile essdle, une optimisation des
parametres opératoires est impérative ; pourwstaetude paramétrique a éte effectuée pour
les procédés étudiés.

L’étude paramétrique a porté sur I'optimisatiortelmps d’extraction, du débit de vapeur
d'eau et de la puissance de chauffe par micro-ondes domaines de variation de ces
parametres sont résumés dans le tableau 1.3.

i 13 | Domaines de variation des parametres opératoires

Procédés Débit. Puissance Masse
Q (g/min) P (W) M(9)

Entrainement a la vapeur d'eau2 —4 — 6 — 8 - 10 - 100
Hydrodistillation 2-4-6-8 - 50
E'ntralnemer]t ala vapeur 16 300 — 400 -500 — 700 100
d’eau assisté par micro-ondes
Hydrodlstlllatlon assistée par i 300 — 400 -500 — 700 50
micro-ondes

[1.3. Méthodes de calcul et de mesure
11.3.1. Le taux d’humidité

Le taux d’humidité de la matiére végétale a ét@mdiné selon la norme officielle
AOCS (1993) et calculé selon la formule suivante :

V
H=—2p100
M Pe (I-1)

H

H : Le taux d’humidité de la matiere végétale (g/epM4), ou en (%)
Ve: Le volume d’eau dans le tube en (mL)

Mn: La masse humide de la matiére végétale en (g)

pe: La masse volumique de I'eau & 20°C (0,998 gi)nL

Les valeurs obtenues pour les trois échantillonpldete utilisés pour I'étude sont de
28,94 %, 22,95 % et 10 %.

[1.3.2. Rendement en huile essentielle
Le rendement en huile essentielle est défini cor@tamet le rapport entre la masse d’huile

essentielle obtenue apres extraction et la mass®tiére végétale seche utilisée. Il est calculé
par la relation suivante :
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Rye: Rendement en huile essentielle (%)
Mue : La masse d’huile essentielle (g)
Ms: La masse de la matiére végétale seche (g)

Mo =(@1-H)M, (1-3)

H : Le taux d’humidité de la plante (%)
Mt : La masse humide de plante ()

[1.3.3. Activité antioxydante

L’activité antioxydante a été évaluée pour les duliessentielles extraites par EV et
EVMO. Pour les deux autres procédés HD et HDMOqlemtités d’huiles étaient insuffisantes
pour les tests.

L’étude a été réalisée selon la méthode de piégdegeadicaux libres a I'aide du radical
DPPH* décrite paMimica- Dukic et al. (2004).

Un volume de 25 pL de la solution a tester est ng&laavec 975 pL de la solution de
DPPH. Le mélange réactionnel est agité vigoureusependant 10 secondes. Une lecture de
I'absorbance au spectrophotométre est ensuiteteffe@ une longueur d’onde de 517 nm. Les
ecarts-types ont été calculés a partir de troisséexpériences.

11.3.4. Activité antimicrobienne

L'étude de l'activité antimicrobienne a été effemtusur les souches bactériennes et
fongiques suivantes (Tableau [.4):

Tableau| Souches bactériennes et fongiques utilisées
14

= Staphylococcus aureusTCC 25923.
= Micrococcus luteu®TCC 1533.

= Enterococcus faecal&TCC 29212.

= Streptococcus faecalis ATCC 478

Bactéries Gram +

= Escherichia colATCC 25922.

= Escherichia coliALA

Bactéries Gram — = Salmonella typhimuriumP@TCC 14028.
= Pseudomonas aeruginosd CC 27853.
= Klebsiella pneumonia@TCC 700603.
= AeromonasA\LA

Levure = Saccharomyces cervisia&STEL.

= Aspergillus nigelL,STE 22.

» Rhizopus stolonifet STE 15.

Moisissures
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Les souches ont été fournies par I'Institut PastéAiger sauf pourSaccharomyces
cervisiae, Aspergillus niger, Rhizopus stolonifsouches fournies par le laboratoire de
Sciences et Techniques de I'Environnement de 'ERMgs ont été conservées au réfrigérateur
a une température de 4°C sur gélose inclinée deeceation.

a. Préparation des huiles

Les huiles essentielles n’étant pas miscibles dezai, elles sont diluées dans de
I'éthanol.

b. Préparation de l'inoculum

> Préparation des bactéries

Avant la réalisation des tests antibactériens,repiqguage des souches est effectué. Ce
repiguage est effectué sur milieu solide (gélos#inée) puis incubé a 37°C. Aprés 24 h
d'incubation, ces tubes sont conservés au réfteyéra une température de 4°C.

A partir de cette culture bactérienne fraiche, que$ colonies sont prélevées et
ensemencées dans10 mL de bouillon nutritif stdrilacubation dure 24h a 37°C.

> Préparation des moisissures

Les moisissures sont revivifiées par suspensiaqueiues spores sur milieu liquide YM
(Yeast Malt) suivie d’une incubation a 30°C duré@ah.

> Préparation des levures

Une petite quantité de levur&dccharomyces cervisipest diluée dans 10 mL de
bouillon YM puis incubée a 30°C pendant 24 a 48h.

c. Détermination de la sensibilité des souches micradines aux huiles essentielles
du pin

Les surfaces des géloses nutritives (Bactéries)AYMevures et Moisissures) ont été
ensemencées en surface avec 0,1 mL de l'inoculymesA15 min, la surface des géloses
devient seche ce qui permet de creuser, au ceatohatjue boite et au moyen d’une pipette
Pasteur, des puits de 6 mm de diametre ; ces deispat remplis avec 25uL de la solution
d’huile essentielle diluée dans I'éthanol.

Pour chaque souche, une culture témoin est réaiséemplissant les puits avec 25 pL
d’éthanol. Les boites sont ensuite incubées aviétpour les bactéries a 37°C et pour les
champignons a 30°C pendant 48h.

A titre comparatif, des antibiotiques sont testéasdles mémes conditions avec les
mémes suspensions par la méthode des disques.

L’estimation de I'activité antimicrobienne est baséir une échelle de mesure qui classe
le pouvoir antimicrobien, en fonction des diamétles zones d’inhibition de la croissance
microbienne. La mesure des diamétres tient compiiameétre du puits ou du disque qui est
de 6 mm(Joffin et Leyral, 2006).
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d. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la
concentration minimale bactéricide CMB)

La détermination de la CMI et de la CMB est réaisgivant un protocole utilisé par la
pharmacopée Francaise pour I'étude de I'activit® atgibiotiques. Ce protocole a été adapté
pour permettre I'étude des huiles essentielBzi(valin, 2006).

« Détermination de la concentration minimale inhibite CMI

Une série de tubes a hémolyse secs et stérilesesaptis avec 5 mL de bouillon nutritif
auxquels on ajoute 50 puL de suspension bactérienb® pL de chaque dilution de 'huile
essentielle. Pour le tube témoin, au lieu de latem d’huile essentielle on ajoute 50 pL
d’éthanol ; les tubes sont ensuite agités au Vatenis a incuber 24 h a 37°C.

La gamme d’huile essentielle est préparée en addlise série de dilution allant de 1/2
jusqu'a 1/256. Les tubes secs et stériles sontlieayec 50 puL d’éthanol.

On ajoute pour le premier tube 50 pL d’huile ess#iatde la solution mére pour obtenir
la dilution 1/2, puis 50pL sont prélevés du prenmigre et ajouté dan§tube pour obtenir la
dilution 1/4 a partir de laquelle on préleve adssiuL et on les dépose dans le 3éme tube on
obtient ainsi la dilution 1/8 et ainsi de suitequ's la dilution 1/ 256.

+ Détermination de la CMB

Apres la détermination de la CMI, prélever a I'adseplatine a partir de tous les tubes
ou aucune culture ne s’est développée (tubes réistpsdes de concentration > CMI) et
ensemencer en surface sur des boites Pétrie nouisar 24h a 37°C.

La CMB est définie par la concentration ne laisgasister au plus que 0,1 % de
survivantg(Courvalin, 2006).

I1.4. Analyse de I'huile essentielle

Les analyses chromatographiques ont été effecaugresn chromatographe en phase
gazeuse a régulation électronique de pression g Ghrompack CP 9002, équipé d'une
colonne capillaire en Silice fondue de type DBS38en de longueur, 0,25mm de diametre et
0,25um d’épaisseur de film, d’'un détecteur a ionisatienflamme réglé a 280°C et alimenté
par un mélange de gazMir et d’un injecteur splitsplitless reglé a 250 gaz vecteur est
'azote a 1 mL/min. Le mode d’injection est spi@gport de fuite de 1/50).

La température de la colonne est programmée de B®Gin) a 250°C a raison de
2°C/min, puis maintenue a 250°C pendant 10 min.

L’identification des constituants de I'huile essel dePinus halepensisst faite par
comparaison des indices de rétentipimtroduit par KOVATS en 1958 et de leurs spectres d
masse a ceux cités dans la littérafdrgams, 1995).
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Par définition, I'indice de rétention d’'un alcaneéaire est égal a 100 fois son nombre
d’atomes de carbone.

lll. RESULTATS

[11.1. Influence des paramétres opératoires

L’étude effectuée pour I'extraction de I'huile esselle de pin par les quatre procédés a
porté sur I'’évaluation de l'influence sur le rendarnen huile essentielle du temps d’extraction,
ainsi que du débit de vapeur d’eau et de la puigsdas micro-ondes.

[11.1.1. Influence du temps d’extraction

La représentation des variations du rendement g& éssentielle en fonction du temps,
nous permet de remarquer que po@nifainement a la vapeur d’eau(figure 1.9.A) le
rendement augmente rapidement durant les 15 presméinutes, son évolution est plus lente
par la suite pour se stabiliser au bout de 3 helweslurée d’extraction a donc été fixée a 3
heures pour tous les essais.

La figure 1.9.B représentant I'extraction manrtrainement a la vapeur d’eau assisté par
micro-ondes montre que le rendement augmente rapidementestagiotalité de I'huile est
récupérée au bout de 40 minutes. Cette durée fxé&épour tous les essais réalisés par ce
procédé.

Les variations du rendement en huile essentielferction du temps des extractions par
hydrodistillation (figure 1.9.C) montre que le rendement augmerddugllement et est stable
apres trois heures d‘extraction.

Les quantités d’huile obtenues pour I'extractiorr pgdrodistillation assistée par
micro-ondes étant tres faible il n’a pas été possible de sularcinétique d’extraction. Par
conséquent la durée d’extraction a été fixée a B0 durée a partir de laquelle nous n’avons
plus observé d’huile dans le distillat.
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Figure 1.9 : Evolution du rendement en huile essentielle estfon du temps
A : Entrainement a la vapeur d’eau, B : Entraindrassisté par micro-ondes, C : Hydrodistillation

Afin de déterminer 'ordre de la cinétique d’exdian de I'huile essentielle, nous avons
supposeé que cette derniére suit une loi du premnilze ou la vitesse d’extraction s’écrit comme

Suit :
R
- In{l——HE } = ket

HE
Ou:
ke : la constante de vitesse d’extraction (f)in
Rue=- : le rendement en huile essentielle au temps infini (%),
Rue: le rendement en huile essentielle au temps t (%).
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Figure 1.10 : Evolution de- In{l—ﬁ} en fonction du temps
HE®
La figure 1.10 met en évidence deux droites pour chacun des procédésnoagpermet
de conclure que les trois procédés EVMO, EV et HD se font en deleséteginctes et que
les cinétiques d’extraction suivent une loi dUatdre.

Les sites d’huile essentielle étant endogénes, la premiere étape, calrasg@olta mise
en chauffe de la matiere végétale. Cette étape est plus rapide dans IeEdM@edvec une
constante de vitesse 2,5 fois plus importante que pour lesadénes procédés. Ceci serait d
a l'action des micro-ondes, qui provoqueraient I'expansion puist&dent des sites d’huile
essentielle. Celle-ci étant plus accessible a la vapeur d’eau, lajgsmdtextraction est alors
plus rapide pour la seconde étape.

Concernant 'EV et 'HD conventionnels les constantes de vitess¢€a@mparables pour les
deux étapes d’un méme procédé et pour les deux procédés entre eux. Ceekpkgier par
le fait que pour ces deux procédés, la vapeur doit diffuser a trawradeure cellulaire pour
atteindre les sites d’huile essentielle. Ces derniers étant endogdaestratture cellulaire
n’étant pas expansée, I'acces a I'huile est plus difficile, la cinétgxeraction est donc plus
lente. Des observations similaires ont été rapportées dans la Iieépatur I'extraction de
'huile essentielle d’orangéBousbia, 2009 ; Farhat, 2011; Sahraoui, 2018t de carvi
(Farhat, 2010).

[11.1.2. Influence du débit de vapeur d’eau et ded puissance de chauffe par
micro-ondes

Les résultats de I'influence du débit de vapeur d’eau et de la puissarateuffe par
micro-ondes sont illustrés par la figure 1.11.
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Figure 1.11 : Evolution du rendement en fonction du débit de vage de la puissance de
chauffe

Pour 'EV, nous pouvons remarquer que le maximum d’huilergssle extraite (0,61%)
est obtenu pour un débit de 6 g/min. Des rendesymoches de ce dernier sont observés pour
les débits de vapeurs égaux a 4 g/min et 8 g/60¢0o).

Nous remarquons aussi que pour un débit de 2 glenrgndement en huile essentielle
est le plus faible (0,27 %) ; cela pourrait &xeliqué par le fait que pour un faible débit, la
vapeur d’eau n’est pas suffisante pour entraiheilé essentielle. La diminution du rendement
pour le plus fort débit (10 g/min) pourrait s’exqler par la création de chemins préférentiels.
Une partie de la matiére végétale n’est pas eracbavec la vapeur et I'huile n’est donc pas
extraite.

Concernant I'extraction patiD, les débits 2 et 4 g/min, n’ont donné aucun rasulk
semble que la quantité de vapeur soit insuffisante.

Comme pour I'entrainement a la vapeur d’eau, ldleagirendement est obtenu pour un
débit de 6 g/min. La diminution du rendement poug/in pourrait s’expliquer par une
solubilisation partielle de I'huile essentielle ddieau pendant I'hydrodistillation.

L’examen de la figure .11, montre que la quantig@ximale d’huile essentielle extraite
par EVMO est obtenue pour une puissance de 500 W. Lesmamde en huile essentielle
obtenus pour les puissances de 300W et de 400 YWbsancoup moins importants.

Ceci peut s’expliquer par le fait que la chaleundgée par ces puissances n'est pas

suffisante pour faire éclater les cellules séaégid’ huile essentielle, et donc une partie de
cette derniére n’est pas extraite.
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En revanche, pour une puissance de 700 W, nousrvoipse une diminution du
rendement. La chaleur générée par cette puissémcetées importante, une partie de I'huile
est probablement détruite par les micro-ondeseffst nous avons remarqué que la matiere
végeétale commencgait a bruler.

Comme pour I'entrainement a la vapeur d’eau, naus évalué l'influence de la
puissance de chauffe par micro-ondes sur le rendteenehuile essentielle pour les extractions
parHDMO . Nous remarquons que le rendement optimal esholgeur une puissance de 500
W. Pour une puissance de 300 W, le rendement émdmsentielle est pratiquement nul. Cette
puissance serait insuffisante pour récupérer khdd la plante. Par contre pour 700 W, la faible
valeur du rendement serait due au fait qu’'une @alil’huile essentielle s’est solubilisée dans
I'eau d’hydrodistillation en plus du fait qu’unertia des micro-ondes est absorbée par I'eau.

[11.2. Impact des procédés d’extraction sur la stricture de la matiére
végétale

Afin de mettre en évidence I'impact des procédéstdaction étudiés sur la structure des
aiguilles de pin et de confirmer les hypothésessémipour I'explication des cinétiques
d’extraction, des observations microscopiques ttréalisées sur la matiére végétale avant,
pendant et apres extraction.

La figure 1.12 illustrant la coupe transversaler@aiguille de pin non traitée montre que
les canaux résiniféres servant a emmagasinerd’lesisentielle sont endogenes ce qui explique
les durées d’extraction relativement longues olgsey particulierement pour les procédés
conventionnels (3 heures).

Canaux résiniferes

Figure 1.12: Coupe transversale d’'une aiguille de pin d’Alepesiaée au Microscope (x100)
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Nous pouvons constater des coupes de la figurecé Ifi suit :

Les canaux résiniferes sont pleins d’huile esskatour la plante non traitée
(figure 1.13.A), vides pour les aiguilles de piaitées par EVMO (500 W, 40 min)
et EV (figures 1.13. E et H), et partiellement \8g#ur celles soumises a 'EVMO
et 'THDMO (figure 1.13. C, F et G). De plus desfdiences sont observées dans
les structures cellulaires. En effet, les aiguiliestées par EVMO et EV sont
expansees, particulierement pour FTEVMO, ce quiliegge la diminution de la
durée d’extraction pour ce procédé. L'augmentabiomale de la température
provoquée par les micro-ondes a l'intérieur dekiles riches en eau, engendre
une pression interngyant pour conséquence l'expansion des tissuscduesux
résiniferes endogenes sont alors plus accessideevapeur qui peut entrainer
plus facilement I'huile.

Les aiguilles traitées par HD et HDMO (figures L.B3 C et D), présentent une
structure assez compacte, probablement due auctgmtalongé avec l'eau
chaude. L’acceés a I'huile est plus difficile, cd guplique la durée d’extraction
plus longue de 'THDMO (90 min), comparée a celldB¥MO (40 min).

Les coupes 1.13. E et F, permettent d’expliquenpact de la puissance micro-
ondes pour 'EVMO et les différences de rendemestiservés. Pour une
puissance de 500 W, les poches d’huile sont vitlesséructure cellulaire est bien
aérée, alors que pour une puissance de 300 Wtd de I'huile dans les canaux
résiniferes et la structure est partiellement expan Cette puissance est donc
insuffisante pour récupérer la totalité de I'huaksentielle.

Enfin, la coupe d’'une aiguille réalisée apres 20utas de traitement par EVMO
a 500W (figure 1.13.G), et qui correspond a la pezenétape de la cinétique
d’extraction, montre que les canaux résiniferestieanent encore de I'huile
essentielle et que la structure cellulaire n’estgssez expansée. L’huile n’est pas
facilement accessible de ce fait la cinétique daotion est faible. L’action
prolongée des micro-ondes entraine une expansisrtisigus, ce qui facilite
'accés a I'huile ayant pour conséquence l'augmentarapide du rendement
observée pendant la seconde étape de la cinéfigxteadtion.
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Figure 1.13: Coupes transversales d’aiguilles de pin d’Alep ol&es au Microscope (x 650)
avant (A), pendant (G) et aprés extraction (BDCE, F, H)

[11.3. Composition de I'huile essentielle de pin
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L’identification des constituants de l'huile essel¢ de pin d’Alep récupérée par
entrainement a la vapeur d’eau et entrainemenvaplaur d’eau assisté par micro-onde a été
réalisée suite a des analyses par chromatographhase gazeuse (CG). 40 constituants
représentant 84,9% de I'huile essentielle extrpde EV ont été identifiés, ainsi que 39
constituants représentant 75,5% de [lhuile esdentiextraite par EVMO. Les
chromatogrammes des huiles essentielles sont epiédspar les figures 1.14 et 1.15. Les
résultats de l'identification des composés sontaeges dans le tableau 1.5.
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Figure 1.14 : Chromatogramme de I'huile essentielleRirus halepensiebtenue par entrainement a la vapeur d’eau
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Figure 1.15 : Chromatogramme de I'huile essentielleRirus halepensisbtenue par entrainement a la vapeur d’eau agsist@icro-ondes
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_ Composition chimique de I'huile essentiellerigus halepensisextraite par EV et EVMO
15

. IR EV EVMO Méthode
TN Constituant p - o

réf. IRey teneur IReviio teneur d’identification
relative (%) relative (%)

1 a-pinéne 939 926 1,27 928 1,04 AB
2 Camphéene 953 939 tr 941 tr AB
3 Sabinéne 972 966 0,36 968 0,48 A
4 [-pinene 981 969 0,21 971 0,16 AB
5 Myrcéne 991 989 4,81 990 3,02 A
6 a-Phellandrene 1005 999 tr 1001 tr A
7 Hexyle Acétate 1008 1005 0,20 1007 0,25 A
8 &-3-Carene 1011 1011 0,14 1013 0,08 AB
9 a-Terpinéne 1018 1024 0,72 1025 0,39 A
10 Limonéne 1031 1033 tr 1034 tr A
11 B-Ocimene 1040 1044 1,14 1046 0,59 A
12 y-Terpinéne 1062 1053 0,20 1055 0,13 A
13 a-Terpinoléne 1088 1086 1,99 1088 2,09 A
14 a-Pinéne Oxyde 1095 1095 tr nd nd A
15 Linalool 1098 1099 tr 1100 tr AB
16 Bornéol 1165 1171 tr 1172 tr AB
17 Terpin-4-ol 1177 1177 tr 1178 tr AB
18 a-Cubénéne 1351 1344 0,14 1344 0,12 A
19 Citonéllyl Acétate 1354 1356 tr 1356 tr A
20 a-Yalangene 1372 1372 0,68 1372 0,74 A
21 a-Copaene 1376 1376 tr 1380 tr A
22 Géranyl Acétate 1383 1386 0,24 1387 0,17 A
23 B-Caryophyléne 1428 1432 41,96 1435 41,62 AB
24 Aromadendréne 1439 1440 3,18 1441 3,21 A
25 o-Humuléne 1454 1457 4,87 1459 4,56 A
26 Allo-Aromadendréne 1461 1463 0,35 1464 0,25 A
27 y-Muuroléne 1475 1477 1,23 1478 1,16 A
28 Germacrene -D 1487 1493 10,90 1488 2,81 A
29 Bicyclogermacrene 1494 1497 0,71 1491 3,87 A
30 Béta-Bisabolene 1509 1502 0,30 1502 0,35 A
31 y-Cadinene 1513 1512 0,54 1512 0,77 A
32 &-Cadinene 1524 1519 0,98 1518 0,65 A
33 Beéta-Sesquiphellandrenel524 1525 0,07 1525 tr A
34 Z-Nérolidol 1534 1534 0,25 1534 0,23 AB
35 Elémol 1547 1544 0,32 1544 0,20 A
36 Caryophyllene-Oxyde 1581 1579 4,68 1582 3,69 A
37 Guaiol 1589 1590 1,07 1590 0,77 A
38 o&-Cadinol 1622 1620 0,23 1619 0,13 A
39 y-Eudesmol 1630 1629 0,27 1628 0,13 A
40 Monoyl Oxyde 1989 1994 0,60 1995 0,68 A
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Hydrocarbures monoterpéniques 10,94 8,01
Monoterpénes oxygenes 0,09 0,06
Sesquiterpenes 65,95 60,17
Sesquiterpenes oxygéenes 6,81 5,15
Autres composés 1,09 1,12

tr : traces < 0,05% nd : non identifié

A : ldentification par CG B :dditification par substances de références

L’examen du tableau 1.5 montre que I'huile essdetiprésente un seul composé
majoritaire : le béta-caryophylene avec plus de $bur les deux huiles et révéle I'existence
du germacréne-D avec une teneur qui passe de I8O#4’'EV a 2,8% pour EVMO et du
bicyclogermacréne avec une teneur de 0,71 p&\ Et de 3,87 pour EVMO. Trois autres
composeés caractérisent également ces deux hugesdas teneurs avoisinant les 3 a 4 %, un
monoterpéne : le myrcene, un sesquiterpemeéHumuléne et un sesquiterpéne oxygéné : le
Caryophylléne-Oxyde

Cette composition est en accord avec la littérgtlee teneurs sont trés proches de celles
identifiées paiDob et al. (2005)avec 40,31% d@-caryophylene, 7,92% de-Humuléne et
1,23% dex-pinene.

La composition chimique par famille de I'huile esgelle dePinus halepensi@ableau
1.5) nous révele que :

- Les teneurs des hydrocarbures monoterpéniquesisonéme ordre de grandeur.
- Les teneurs des hydrocarbures monoterpéniques &ygdnt infimes.
- Les deux huiles sont caractérisées par de fomesite en sesquiterpene.

- Les huiles extraites par les deux procédes prasedéefaibles teneurs en sesquiterpenes
OXYyQgéneés.

[1l.4. Etude comparative des quatre procédés d’extction

Les résultats obtenus par les quatre procedéstétadnt resumeés dans le tableau I.6.

Rendement, durée d’extraction et constante desétde I'extraction de
Talk"gau I'HE de pin par EV, EVMO, HD et HDMO
Procédé EV EVMO HD HDMO
Rendement
Rt (%) 0,61 0,44 0,57 0,16
Durée
d’extraction [min) 180 40 180 90
Constante de ki1=0,017 ki=0,045 ki=0,019 i
vitesse (mint) ko=0,014 k».=0,1077 k-=0,010
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L’examen de ce tableau nous permet de tirer leslgsions suivantes :

- Les rendements obtenus par les procédés conveelsofitV etHD) sont du méme
ordre de grandeur et plus importants que ceux abtpar les procédés assistés par
micro-ondes. Cependant, il faut noter que ces desm’'ont pas été optimisés, vu que
la valeur maximale de débit délivré par l'instatatutilisée était limitée a 16 g.min
1 Cette valeur est insuffisante pour extraire talité de I'huile de la plante.

- Les durées d’extraction relatives aux procédéstsspar micro-ondes sont nettement
plus courtes, ce qui est en accord avec la litieatCeci est confirmé par les
constantes de vitesse qui sont plus importantes pes procédés. Les durées
d’extraction pourraient encore étre réduites uieldébit de vapeur optimisé.

[11.5. Activité antioxydante

Les résultats obtenus pour 'huile essentielleagterpar entrainement a la vapeur d’eau

et entrainement a la vapeur d’eau assisté par faimles sont illustrés sur la figure 1.16.
120 -

AA (%)
M EVMO
100 -
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80 M BHT
M BHA
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Figure 1.16 : Activité antioxydante des HE de pin extraites paM® et EV

Nous pouvons constater que l'activité antioxydated’huile essentielle de pin extraite
par les deux procédés considérés est relativenadnie fen comparaison avec les huiles
essentielles extraite d’autres plantes telle guiyim(Bertouche, 2012 a ; Bounatirou, 2007 ;
Sokmen, 2004; Tepe, 2005)ui peut atteindre une activité de 90% pour umeentration de
1000 mg.t. Nous remarquons aussi qu’'on obtient une meilleagtvité pour I'huile
essentielle extraite par micro-ondes ce qui estcenrd avec la littératuf@®amdani, 2010 a).
Cette différence d’activité est certainement lida éomposition chimique des deux huiles.

[11.6. Activité antimicrobienne
[11.6.1. Détermination de I'activité antibactérienne de I'huile essentielle
L’étude de I'activité antibactérienne a porté sévdluation de la sensibilité des souches

bactériennes vis-a-vis de 'huile essentielle deepitraite par entrainement a la vapeur d’eau
et entrainement a la vapeur d’eau assisté par foiules.
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Afin de comparer les propriétés antimicrobiennestdeles étudiées, la sensibilité et la
résistance aux antibiotiques des souches testéesitibiogramme a été réalisé en utilisant la
technique des disques. Les diametres des zondshifions sont portés sur le tableau 1.7:

Antibiogramme : sensibilité des souches bactédaeniutilisées vis a vis de
Talu7ea“ quelquesantibiotiques
o Diameétres moyen d’inhibition (mm)
Souche bactérienne Pt AMX?  MTR® s AM? Cs
'é Enterococcus faecalis 15,33+0,57 29+1 6+0 10+0 25+3 610
]
5  Staphylococcus 2040  25,33+1,52 6+0 8,33+0,57 6+0 6+0
. aureus
(]
&  Micrococcus luteus  22,66+3,21 27+1,73 6+0 70 23+1 6+0
15}
©
m  Streptococcus 12,33+0,57 19,33+1 54 6+0 8,66+057 21,66+0,57 640
feacalis
Salmonella 11334057 23+l 6+0 9.33+057 19,66+057 80
| typhimurium
= .
g Klebsiella 620 620 620 18+1 60 620
O  pneumoniae
w0
@  Pseudomonas 23,33+0,57 22,663,221 6+0 100 25+1 620
\49 aeruginosa
(&]
ES Escherichia coli 13,66+0,57 15,66+0,57 640 10,6+0,57 19,33+1,15 7+0
Escherichia coli Ala 9+0 610 9+0 710 60 710

Ipénicilline,2Amoxicilline, *Metronidazole?Streptomycine’Ampicilline, 8Colistine

Ces résultats montrent que les souches bactérie@nmbées sont sensibles aux
antibiotiques tests.

La figure 1.17 illustre les diametres d’inhibiti@tenus pour I'antibiogramme
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Figure 1.17: Sensibilités de quelques souches bactériennesngitniotiques testés
« Antibiogramme »

L’activité antibactérienne de I'huile essentielle pgin a été étudiée par la méthode des
puits.

Les mesures des diameétres des zones d'inhibitmmsreprésentées sur la figure 1.18.
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Figure 1.18 : Diameétres des zones d’inhibition des souches hanté&s en fonction des
huiles essentielles étudiées
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A partir de la figure nous remarquons que pratiqernoutes les souches bactériennes
etudiées ont une sensibilité avérée vis-a-vis dag tuiles essentielles testées. La comparaison
de ces résultats a ceux de l'antibiogramme (tablegu révéle que les huiles testées ont
pratiguement le méme diamétre inhibiteur que leb@atiques testés, cependant, le diameétre
inhibiteur de I'huile essentielle extraite par B¥ $a souchd&scherichia coli Alaest le double
pour I'huile essentielle en comparaison avec laqgiléne ou le metronidazole.

Pour l'huile extraite par un méme procéedeé ; lesckes bactriennes a Gram positif
possédent un diamétre d’inhibition moyen plus ing@ que ceux des bactéries a Gram
négatif ; ceci confirme les résultats des étudésrigures.

En effet, comme I'ont démontréizzo et al. (2008),’'huile essentielle extraite des
cbnes deP. brutia présente une inhibition des agents pathogénesae @ositif tel que
Staphylococcus aureygone d'inhibition de 10 mm) tandis que nos r@ssilimontrent que le
diameétre d’inhibition est deux fois plus importapbur I'extraction a la vapeur d’eau
conventionnelleHong et al. (2004),ont confirmé que les huiles essentielles a paks
aiguilles de ces especes avaient des effets atéimts avec un diameétre d’inhibition de 14
mm contre une souche &aphylococcus aureus

Pour les bactéries a Gram négalifpnica et al. (2008nt montré que I'huile essentielle
extraite des cones de brutia présente une inhibition des agents pathogenesia Gégatif,
tels queEscherichia col{zone d’inhibition supérieure a 52 mm).

Pour les huiles essentielles extraites par le pi@déentrainement a la vapeur assisté par
micro-ondes, nous distinguons des zones d’inhilstimférieures a celles trouvées pour les
huiles extraites par le procédé classique comnme iémontrd-adel et al. (2011etRamdani
et al. (2010 b, c)sur I'huile essentielle de romarin et d’eucalytu

Ceci pourrait étre da a I'action des micro-ondescsutains composés bioactifs de I'huile
essentielle qui perdent leurs propriétés biologigaidgte a un changement de composition des
huiles. D’apres les résultats de l'identificaticgsccomposés des deux huiles essentielles, nous
pouvons constater que la teneur relative en Gegnadd, COmposé connu pour ses propriétés
antibactérienneglabanca, 2001 ; Vagionas, 2007&st de 10,9% pour I'EV alors qu’elle est
de 2,8% pour FTEVMO. Cette faible teneur seraitg@blement liée a la diminution de l'activité
de I'huile essentielle extraite par EVMO.

Détermination des parametres de I'activité antibaatrienne
La méthode utilisée pour la détermination des patees de I'activité antibactérienne a
porté sur la détermination de la CMI et la CMB. t€eétude a concerné les souches

bactériennetes plus sensiblessalmonella typhimuriuret Micrococcus luteusLes résultats
obtenus sont résumés dans le tableau 1.8.
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T Parameétres de l'activité antibactérienne des heisgntielles testées
18
EV EVMO
Souche CMI CMB CMB/CMI CMI CMB CMB/CMI
bactérienne (uL d'HE/mL)  (uL d’'HE/mL) (uL d’'HE/mL) (ML d’HE/mL)
Salmonella 0,306 2,451 8 0,306 2,451 8
typhimurium
Micrococcus
luteus 0,306 2,451 8 0,306 2,451 8

Nous constatons que les concentrations minimaldésbiirices ainsi que les
concentrations minimales bactéricides sont les rsémec un rapport CMB/CMI égale a 8
impliquant un effet bactériostatique pour les deuies testéeéSchroeder et Messing, 1949)

La figure 1.19 illustre I'évolution de la croissande la souche bactérien8almonella
typhimuriumen fonction de la concentration en huile esseatiell

2,451 pl d’'HEmML 1.225 ul d’HE/mL

0,613 ul d’'HE/mML 0,306 pl d’'HE/mL
; A

Figure 1.19: Evolution Qe la croissance &aimonélla typhimuriuren fonction de la
concentration en huile essentielle.

[11.6.2. Détermination de I'activité antifongique de I'huile essentielle
L’étude de I'activité antifongique de I'huile essietfie de pin a été realisée par la méthode
des puits suAspergillus nigerRhizopus stolonifeet Saccharomyces cerevisidees souches

fongiques étudiées ne présentent aucune sensibilitéhuiles essentielles de pin testées
(absence de zone d’inhibition).
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Ceci est d a la composition de 'huile essentidilie effet, les principaux composés
fongiques sont généralement le thymol et le cablace qui a été prouvé pRasooli et al.
(2006) en étudiant I'inhibition de la croissanceAdpergillus parasiticugxposé aux huiles
essentielles extraites de deux variétés de thyiinymus eriocaly>et Thymus x-porlocLe
résultat de cette étude a montré Gihgmus eriocalygontenant 64,3% de thymol présente une
activité antifongique et un pouvoir inhibiteur plasportant querhymus x-porloqui contient
30,7% de thymolL’'huile essentielle de pin ne contenant pas cespcses, elle ne présente
pas d’activité envers les souches étudiées.

Les propriétés antifongiques de I'huile essentidiepin rapportées dans la littérature
seraient liées au chimiotype de la plante et/ouempeces fongiques considérées. Les résultats
de Abi-Ayad et al. (2011)montrent que l'huile essentielle Benus halepensipossede une
activité antifongique contr@spergillus flavus, Fusarium oxysporuet peut donc étre utilisé
comme un traitement naturel pour les infectiongifgues, ainsi que conservateur naturel dans
les aliments.

CONCLUSION

Les rendements obtenus par les procédés conveealsosont comparables (0,61% pour
'EV et 0,57 % pour I'HD) et supérieurs a ceux gescédés assistés par micro-ondes (0,44%
pour FTEVMO et 0,16 % pour 'HDMO). La durée d’eattion a été nettement diminuée avec
un gain de temps de plus de 77 % pour 'EVMO e¥®pour 'HDMO.

L'huile essentielle obtenue a partir des aiguillespin Pinus halepensisa révélé une
activité antioxydante moyenne (32% pour EVMO et 323ar EV).

Quant & I'activité antimicrobienne, il sembleraitegles micro-ondes agissent sur les
composeés bioactifs de I'huile essentielle puisgusdnsibilité des souches est plus accentuée
dans le cas de I'extraction par simple entraineradatvapeur.

Les travaux effectués confirment que I'activitéilaattérienne et antioxydante dépend
directement de la technique d’extraction utilisée.
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Chapitre Il
Valorisation des résidus d’extraction

INTRODUCTION

Afin de mettre en valeur les résidus d’extracti@s tiuiles essentielles, des extractions
par solvant des résidus ont été effectuées poerrdigter la teneur en phénols totaux de ces
derniers.

I. POLYPHENOLS

Les polyphénols constituent une famille de molézokganiques largement présente dans
le regne végétal. lls sont caractérisés, commditjuire leur nom, par la présence de plusieurs
groupements phénoliques associés en structuresyplusins complexes généralement de haut
poids moléculaire. Ces composés sont les produiteétabolisme secondaire des plantes. lls
ont tous en commun la présence d'un ou plusiewtesxpenzéniques portant une ou plusieurs
fonctions hydroxyles.

Les polyphénols prennent une importance croissamtmment grace a leurs effets
bénéfiques sur la san{8tanley, 2003) En effet, leur réle d’antioxydants naturels stesde
plus en plus d'intérét pour la prévention et légraent du cancglChen, 2004),des maladies
inflammatoires, cardiovasculaires et neuro déegéiném Ils sont également utilisés comme
additifs pour I'industrie agroalimentaire, pharmatigue et cosmétiqugsarni-Manchado et
Cheynier, 2006).

Les polyphénols sont présents dans diverses sulestanaturelles : sous forme
d'anthocyanine dans les fruits rouges, sous formm@rdanthocyanidines dans le chocolat,
d'acides caféoylquinique et féruloylquinique damsdfé, de flavonoides dans les agrumes, les
pépins de raisin et I'écorce de pin, et sous fodmeatéchines comme I'epigallocatechin-3-
gallate dans le thé vert, de quercétine dans lesEs, les oignons, etc.

II. PROCEDES D’EXTRACTION PAR SOLVANT

L’extraction par solvant est utilisé pour I'extiact des concrétes ou oléorésines, de
résinoides et d'absolues de mousse d’arbre, quengartie de I'arbme ou du parfum n'est pas
volatile ou peu entrainable par la vapeur d'eauwn [@incipe consiste a épuiser la matiére
végeétale de ses constituants odorant généralenbemiggrature ambiante par un solvant volatil
(éthanol, hexane) et qui ne se mélange pas awat ke solvant extrait les molécules grace a
sa forte affinité avec elles. On élimine ensuitedb/ant par distillation.

La solubilisation de la matiére grasse se réabsalfffusion de la phase concentrée vers
la phase moins concentrée. La diffusion moléculdgréintérieur vers l'extérieur, la surface des
flocons en contact avec le solvant et la diffusaminaire de la surface vers le solvant en
mouvement sont les facteurs les plus importantsvitesse d'extraction est limitée par la
diffusion de l'intérieur vers I'extérieur et dépetigctement de la structure interne des cellules,
en particulier du degré de destruction des pdébruyne, 2001).
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Il existe plusieurs technigues d’extraction desdpits de haute valeur ajoutée présents
dans les plantes. Ces techniques peuvent étre ddesentionnelles(utilisées depuis
longtemps) ehouvelles(développées plus récemme(ithque de Castro et Garcia-Ayuso,
1998).

Parmi les techniques conventionnelles, on trouegtdaction par SoxhletGrigonis,
2005 ; Reighard et Olesik, 20063t I'extraction en mode batqgfiHerodez, 2003 ; Liu, 2006).

Dans la catégorie « techniques nouvelles » on@mrtl’extraction assistée par ultrason
(Caniova et Brandsteterova, 2001 ; Wang, 2004)extraction assistée par micro-ondes
(Microwave Assisted Extraction)Virot, 2007), I'extraction accélérée par solvants
(Accelerated Solvent Extractiorfyvang et Waller, 2006) et I'extraction avec des fluides
supercritiquegGrigonis, 2005).

[I.1. Extraction par Soxhlet

C'est une méthode classique pour I'extraction soliguide. L'échantillon entre
rapidement en contact avec une portion de sopantce qui aide a déplacer I'équilibre de
transfert vers le solvant. De plus, elle ne nétegsis de filtration apres extraction et peut étre
utilisée quel que soit la matrice végétale.

Ses inconvénients les plus significatifs sont leédumportante d’extraction et la grande
guantité de solvant consommeée (devant étre ulremeent évaporé), ce qui limite sa rentabilité
économique et la rend peu écologique. Il n'y papaksibilité de travailler a froid, ce qui peut
étre génant avec des substances sensibles adaict@tte technique est limitée d’'un point de
vue de la sélectivité du solvant et n’est pas éacént automatisable.

[I.2. Extraction par Batch

Son avantage majeur par rapport a I'extractionSuahlet est la possibilité de travailler
facilement avec des mélanges de solvants (exreifte ratios alcool-eau) et de controler la
température d’extraction pour éviter le risque éstaiction des composés thermolabiles. C’est
une meéthode simple et efficace mais qui exige desédures ultérieures de filtration et de
concentration relativement longues.

[1.3. Extraction par Ultrasons

Méthode simple, efficace et peu colteuse. Par rappme extraction classique, elle offre
une augmentation du rendement d’extraction et aoélération de la cinétique. Elle permet de
travailler a des températures relativement bagsé\ater la thermodestruction des composés.
Elle est facile a mettre en ceuvre. Comme le Soxkittraction par sonication permet
d’utiliser une large gamme de solvant afin d’oltefiiférents composés naturels. Cependant,
I'effet de I'extraction par ultrasons sur le rendemet la cinétique d’extraction est lié a la
nature de la matrice végétale. La présence d’'uaseptlispersée mene a l'atténuation des ondes
ultrasonores et les zones actives dans I'extracéstent & proximité de I'émetteur d’'ultrasons.
Cette méthode ne permet pas de renouveler le sgheamadlant le processus. L'étape limitante
est la filtration et le ringage aprées I'extraction.
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[1.4. Extraction assistée par micro-ondegMicrowave Assisted Extraction)

Elle utilise de plus petites quantités de solvaist pas colteuse et est considérablement
rapide. Cependant, la température opératoire de wahnique est relativement haute (100 —
150 °C), ce qui pose des problémes quand il stigitextraction d’antioxydants. Les autres
inconveénients de cette technique sont d’'une padridement faible lorsque les solutés ou les
solvants sont apolaires et d’autre part le besein’'@éape postérieure de filtration ou de
centrifugation pour éliminer le résidu solide dextrait.

[1.5. Extraction accélérée par solvantgAccelerated Solvent Extraction)

Technique brevetée de la société DIONEX qui utilsg solvants conventionnels a
des températures (50 — 200 °C) et des pressio®s{1B0 bar) élevées. La pression exercee
est assez élevée pour maintenir le solvant a ligtstle a température élevée. Pendant 'ASE®,
le solvant reste toujours en dessous de ses aomglitritiques. Ses avantages par rapport aux
techniques conventionnelles (Soxhlet et batch aggation) sont : la consommation de plus
petites quantités de solvant et la prévention dhaufements locaux. Ses inconvénients sont
liés a son colt élevé et surtout a sa non sélegtide qui impose des procédures
supplémentaires de nettoyage des extraits. Leséiatypes opératoires €levées peuvent aussi
mener a une dégradation des solutés thermolabiles.

[1.6. Extraction par des fluides supercritiques

Cette technologie considérée « verte » est tteactive et performante. Ses avantages
sont : une durée d’extraction plus courte, unectigiee élevée et la facilité d’éliminer le solvant
apres I'extraction par simple décompression.

Exemples d’applications : Extraction de moléculesivas : décaféination du café,
délipidation d’aliments, extraction/traitement diares, épices, colorants, agents de texture,
extraction de principes actifs a partir de plamexlicinales, purification de principes actifs,
élimination de solvants résiduels, ...

[ll. MATERIELS ET METHODES

l1l.1. Matiere végétale

Les matieres végétales utilisées dans cette eétutdas plante fraiche (avant extraction
de I'huile essentielle), ainsi que les résidus ttawtion des huiles essentielles, par les différent
procédes EV, EVMO, HD et HDMO. Les essais ont porté sur 20 g de plante entigre o
broyée. Les taux d’humidités sont : 23% pour lanf@araiche, 50% pourEV, 15% pour
'HDMO, 8% pour IEVMO et 20% pour HD.

[11.2. Extraction par batch
Afin d’évaluer la teneur en phénols totaux des ill@gide pins, la plante fraiche et les

résidus de plante obtenus apres extraction ddd’legisentielle par les quatre procédés étudiés
ont subi une extraction dans 400 mL d’éthanol peh@8deures a température ambiante.
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L’extraction se fait en batch (macération) et [dange solvant-extrait, appelé miscella
est ensuite séparé du solvant par évaporationwsdesafin d'éviter la dégradation thermique
des molécules odorantes (figure I1.1). Le calcufehdement se fait selon I'équation 1.2, de la
méme maniere que pour I'extraction de I'huile eiséa.

Réfrigérant

r~/

Réacteur
+

Matiére végétale Miscella

+
Solvant \ &

Figure 11.1 : Extraction par solvant (Batch) et récupération’ebettait

[11.3. Dosage des phénols totaux

L’évaluation de I'activité antioxydante pour lesteaits par solvant a été réalisée par la
meéthode de dosage des phénols totaux par le rdadtblin-Ciocalteu. Ce réactif est constitué
d’'un mélange d’acide phosphotungstique et d’acidesphomolybdique. L'oxydation des
phénols réduit ce réactif en un mélange d’oxydesudlde tungstene et de molybdéne.
L’intensité de la couleur est proportionnelle auxtale composés phénoliques oxydés. La
mesure de cette derniere se fait au spectrophateraetine longueur d’onde de 760 nm et
rapportée a une courbe d'étalonnage donnant latiaride I'absorbance en fonction de la
concentration en acide gallique.

IV. RESULTATS

IV.1. Influence de la nature de la plante sur le redement en extrait

Les rendements en extrait obtenus apres évapordéidiéthanol sont illustrés sur la
figure I11.2.
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M Plante Entiére Fraiche H Plante Broyée Fraiche

3,03

!\)
N w
1

Rendement (%)
(SN
w

0,94

Etat de la plante

[any
1

o
(2}
1

o

Figure 1.2 : Rendement en extrait éthanolique en fonctiohédat de la plante

L’examen de cette figure nous permet de concluedaplante broyée donne de meilleurs
rendements que la plante entiére. Ceci est expfiguke fait que le broyage augmente la surface

d’échange entre le solide (plante) et le solvauloeic le transfert de I'extrait du solide vers le
solvant est amélioré.

IV.2. Influence du procédé d’extraction

M Plante Entiére Fraiche M Plante Broyée Fraiche
M EV Entiére M EV Broyée

6 1 L HD Entiére k4 HD Broyée
M EVMO Entiere >/ 1 EVMO Broyée

M HDMO Entiére i HDMO Broyée

3,40

2,10

Rendement (%)
w

5 | 1,74
1,34 1,35 148

Nature, état et procédé d'extraction de la plante

Figure 1.3 : Rendement en extrait éthanolique en fonctiohédat de la plante et du procéedé
d’extraction

L’examen de cette figure nous permet de tirer plus conclusions :

- A I'exception du résidu de I'HD et 'THDMO ou lesgéltats sont comparables, la

plante broyée donne de meilleurs rendements qularée entiére pour tous les autres
cas.
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Concernant I'hydrodistillation, il est possible goé partie de ces extraits se soient
déja solubilisés dans I'eau lors de I'extractionl’tlaile essentielle, ce qui explique
également les faibles rendements en extraits éliljaes par rapport a ceux obtenus
pour les autres échantillons.

- Les rendements en extraits des résidus de 'E\ERMO sont supérieurs a ceux de
la plante fraiche (n'ayant pas subi d’extractionl’tlaile essentielle). Il est possible
que les composeés solubles dans I'éthanol soierdept® sous une forme liée
(glycosides) dans la plante fraiche et ne sont g@scextraits sous cette forme par
I'éthanol. L’intervention de la vapeur lors de Iteaction de I'huile essentielle libere
ces composeés qui sont alors facilement extrait§gtaanol.

- Le rendement en extrait du résidu de I'EVMO plubl&aque celui obtenu pour le
résidu de I'EV pourrait étre di a une perte de cosBp suite a I'action des micro-
ondes.

Il est a noter que I'analyse des extraits pour rddéiteer leurs compositions chimiques
reste le seul moyen qui puisse nous permettref@mmer ou d’infirmer toutes les suppositions
émises pour expliguer ces résultats.

IV.3. Dosage des polyphénols des extraits éthanoliques

Afin d’avoir une premiere estimation qualitative ldenature des extraits éthanoliques
récupérés, nous avons procédé au dosage de |leur &m phénols totaux. Nous avons donc
mesuré I'absorbance en fin d’extraction, puis dél¢aiconcentration correspondante en acide
gallique (a l'aide d’'une courbe d'étalonnage) pamgme de concréte (co) utilisée et reporté
ces valeurs sur la figure 11.4.

0,09 -
M PFE M PFB _IEVE
0,08 - 0,078
s M EVB M HDPE M HDPB
2 0,07 - M HDMOE M HDMOB M EVMOE
Ei i EVMOB
& 0,06 -
E
é 0.05 1 0,044
% 0,04 -
3
%0'03 | 00265 03 0,023
o 0,019
g 0,02 -
o001 - 0,004 0,006 0,005 0,005
0 L .

Nature, état et procédé d'extraction de la plante

Figure 1.4 : Teneur en phénols totaux des extraits éthanolidqada plante fraiche et des
résidus de distillation
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D’apreés la figure 1.4, nous constatons que posirésidus des procédés conventionnels
ainsi que pour la plante fraiche la quantité dggiuénols extraite est supérieure quand la plante
est broyée ce qui confirme que les sites sont ghegssibles. Par contre pour les procédés
assistés par micro-ondes on observe le phénomeasa

En effet, les concentrations en polyphénols scatibeup plus importantes pour la plante
entiere. L’hypothese émise est que la matiére a@gébumise a I'action des micro-ondes lors
de I'extraction de I'huile essentielle subie dedifications et sa structure est expansée. Bien
gu’elle soit entiere, les sites contenant les @stisont facilement accessibles au solvant, par
conséquent les rendements sont élevés. Le broyalgepthnte expansée entraine une perte de
composés ayant pour conséquence une diminutioreddements en extrait.

Pour confirmer ces hypotheses d'autres essais qiresides coupes histologiques des
résidus doivent étre entrepris.

CONCLUSION

Afin de valoriser au maximum les aiguilles de ptilisgées pour I'extraction de I'huile
essentielle, une extraction par solvant reste ooque tres intéressant pour I'extraction des
polyphénols des résidus.

En effet, les résultats de la teneur totale en pum@s phénoligues des extraits
éthanoliques de résidus sont tres intéressantmusysour le résidu entier d’extraction par
entrainement a la vapeur d’eau assisté par micdesgrou le rendement est de 'ordre de 0,08
mg d'acide gallique / mg de concreéte.
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Les biosolvants

INTRODUCTION

Ce chapitre englobera des généralités sur les rdsly@@trochimiques et biologiques, leurs
origines et leurs devenirs ainsi que leurs facteersélectivité déterminés par les parametres
de Hansen.

|. DEFINITION DES SOLVANTS

Un solvant est "un liquide qui a la propriété dssdudre, de diluer ou d'extraire d'autres
substances sans provoquer de modification chimdpieees substances et sans lui-méme se
modifier. Les solvants permettent de mettre en eewappliquer, de nettoyer ou de séparer des
produits.{INRS. Les Solvants [En Ligne])

Les solvants ont des propriétés intéressantes pldpart sont liquides et volatiles a
température ambiante, ils ont la particularité r@'&pophiles, c’est-a-dire qu’ils sont attirés pes
graisses et les substances huileuses. Certairs$obnt I'avantage d’'étre lipophiles et hydrophile
. ils ont une affinité a la fois pour les produgtsisseux et pour les produits aqueux.

Les solvants existent sous différentes famillem ;peut en distinguer 9 principaux
groupes :

« Hydrocarbures aromatiques (benzéne, toluene, xyleuenéene...).
« Solvants pétroliers (hors aromatiques : alcanesnak...).

+ Alcools (méthanol, éthanol, glycols...)

+ Cétones (acétone, méthyéthylcétone...).

- Esters (acétates, agrosolvants...).

. Ethers (éther éthylique, THF, dioxane...).

. Ethers de glycol.

« Hydrocarbures halogénés (chlorés, bromés ou fljorés

« Solvants particuliers (amines, amides, terpenes...).

IIl. DOMAINE D’APPLICATIONS

En fonction de leurs propriétés, les solvants peuétre utilisés comme diluants et
adjuvants dans le domaine des revétements (pesntwernis, encres), des produits
phytosanitaires (pesticides) et des adhésifs.rdigvent également des applications comme
agents de nettoyage (dégraissage, décapage, mgttaysec), comme solvants d’extraction
(parfums, médicaments) ou comme solvants de symtbass les industries chimiques et
pharmaceutiques

En 2002, une étude a été menée par 'ALCIMED ssirdemaines d’applications des
solvants en Europe. La figure 1ll.1 résume lesltasiobtenus.

55



Chapitre 1l
Les biosolvants

Caoutchouc et Nettoyage a sec;
plastiques; 1,609 1,40%

. Autres; 8,20%
Extraction de

huiles; 2% Pharmacie;
14,60%
Phytosanitaires;

3,20%
Adhésifs; 3,70%

Nettoyage de
surface; 3,90%

Cosmétique; 6%

Produits
domestiques; 69

oo % .
Imprimerie; 8,40% Peinture et

revétements; 41%

Figure Ill.1 : Répartition du marché des solvants pétrochimigme3000 en Europe
(ALCIMED, 2002 ; ALCIMED, 2007 ; Bewa, 2002)

Nous pouvons remarquer que la plus grande utihisates solvants émane de l'industrie
des peintures et revétements avec 41%, suivie meklips pharmaceutiques (plus de 14%),
viennent ensuite les encres d’'imprimerie (8%) &b es secteurs trés variés tels que les
produits domestiques et cosmétiques (6%), les jioda nettoyages, etc.

Selon une étude menée en mai 2006, la productierdéchets de solvants organiques
en Algérie s’est élevée a 267 tonnegfrofil national pour I'évaluation des capacités de
gestion rationnelle des produits chimiques en Algé, mai 2006).

. REGLEMENTATION SUR LES SOLVANTS

Les solvants traditionnels sont généralement degposés organiques volatils, nocifs
pour la santé et pour I'environnement. En effet, dbntribuent a la formation d’ozone
troposphérique et a la contamination des eaux®sdis. Les solvants représentent 29% des
composeés organiques volatils émis dans I'atmosph@est pourquoi les réglementations
environnementales contraignent les entreprisefliseutdes solvants de substitution. Dans ce
contexte sont apparus sur le marché les biosolviastss de matieres premieres renouvelables
et en particulier de la biomasgmhnson et Lusas, 1983)ls présentent I'avantage d’offrir,
d’'une part, une alternative aux anciennes resssu@i;@l’autre part, un bilan environnemental
positif (réduction des composés organiques volay/, biodégradables et non-toxiques pour
la plupart d’entre eux).

Il existe quelgues milliers de solvants pétrochumis, dont une centaine sont
couramment utilisés. Quelques exemples sont i#esians le tableau III.1.
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Tabeau| EXxemple de solvants pétrochimiques usefde de compétitivité Industries
.1 et Agro-Ressources (IAR), FICHE n°2 AGROSOLVANTS)

T éb Point
Nom Formule - € éclair Etiquetage
(°C/760mmHg) (oc)
(0]
Acétone A 56 20 [RIB r11 36 66
3 3
Ether diéthylique  1,c™ >0~ ch 36 25 BRI R12 19 2266 67
Diméthoxyméthane ¢~ "cp, 42 -32 .. R11 36/37
CH,
(o]
Méthyl-ter-butyl éther H,c ™
MTBE HS?QCHs 55 28 [BI% r11 38
"
8 - ] CHj CHj
£ Ether diisopropylique L L 69 28 [WlRi1 19 66 67
3 3
0
Tetrahydrofurane THF { ) 65 -15 ..Rll 19
§)
1,4-dioxane [ j 12 [BI®Rr11 19 40 36/37 66
o
, OH
Méthanol Nogl 64 12 [ 8IR3os23/24/25, R11
OH
% n-Propanol H3C/\/ 97 25 ..Rll 41 67
o O H
é’ Isopropanol )\ 82 15 ..Rll 36 67
HsC CH T
3 o ; 3
Isobutanol e )\/o H 108 30 .RlO ,37/38 ,41 ,67
3
/\/\/CHE
Hexane HaC 68 -22 .g.
R11 ,62 ,65 ,48 ,38 ,67 ,51 ,53
()
(O} 0 NN
= Heptane 98 -2
5 P e o R11 ,65,38 ,67 ,50/53
= 0 BIXE
S Cyclohexane O 81 20 R11.65 .36 67 50/53
= CH3
§e]
e Toluéne ©/ 110 4 .@ R11,20
White Spirit d'hyl\gil)?:g?t?ures @
Cl
N Trichloroéthylene — 87 >55 R45 ,36/38 ,52/53 ,67
cl cl
Q2 Cl cl
'S, Tetrachloroéthyléne >=< 121 >55 @. R40 ,51/53
% cl cl
c _ ] Cl
0 Dichlorométhane \ ol 39 >55 @ R40
E
§ Chlorobenzéne Cl@ 132 23 [BIXE R0 20 ,51/53
o
5 cl cl
£ Trichlorométhane \( 61 >55 (% Ra0 22 38 48120122
cl

CH
n-Bromopropane Br/\/ 3 71 >55 .@ R10,20

57



Chapitre 111
Les biosolvants

F- Facilement inflammab@ T- ToxiqL Xi- Irri x Xn- Nocif

N- Dangereux pour I'environnement R nombihrase de risque (voir Annexe B)

Aucun solvant n'est inoffensif. lls ont tous detewsf sur la santé, variables selon les
produits et la nature de I'exposition professiofeells peuvent étre locaux (picotements,
irritations) ou généraux ou encore systémiquedtifes, etats ébrieux, intoxications aigués,
coma...). Des contacts répétés avec des solvantsipieaivoutre avoir des effets susysteme
nerveux, le sang (hématoxicité, cancer), léie ou lesreins (insuffisances rénales ou
hépatiques, cancers) et la fonctionrdproduction (fertilité , grossesse Ces effets toxiques
ou ces pathologies apparaissent parfois plusieurdes apres I'exposition.

Les solvants présentent par ailleurs :

- des risques dcendie et dexplosion (la majorité des solvants étant volatils et
inflammables, leurs vapeurs peuvent former desmgéka explosifs en présence d'une
source d’inflammation),

« des risques de réactions dangereuses notammermtsethiecmélange de produits, de
mauvaises conditions de stockage ou de transport,

« des risques pour l'environnement (déversement entiti rejets de composés
organiques volatils)

Bien que trés dangereuse, l'utilisation des sokl/gmétrochimiques a toujours été
acceptée, pour des raisons d’efficacité et de meioddt. Ces dernieres années, les mentalités
ont changé, des directives et des lois ont étdiésatans le but de réglementer leurs utilisations.

Dans ce contexte sont apparus quatre directivespanneselatives aux émissions de
COV, qui visent a réduire leurs émissions en fixant motent des valeurs limites d’émission
(VLE).

 La directive COV de mars 1999999/13/CB fixe, d’'une part, des valeurs limites
spécifiques a chaque composé présentant des leassgque, et d’autre part, des valeurs
limites d’émission (VLE).

» La directive 2001/81/CE vise a limiter les émissions des polluants a@dis,
eutrophisants et précurseurs de I'ozone troposplerElle fixe des plafonds nationaux
d’émissions pour quatre types de polluants atmagphes : NOx , S@, NHz et COV.
 La directive2004/42/CEest complémentaire de la directive 1999/13/CEeatlar a
comme objectif la réduction des émissions de COM pes applications qui ne sont pas
réalisées sur sites industriels, comme la miseedntyre de batiments et la retouche
automobile.

 Enfin, la directive2004/73/CEfixe la liste des substances dangereuses et deane
classification. Elle concerne donc également légasts (De Caro et Thiebaud Roux,
2008).

Au niveau sanitaire et environnemental, des megugs&ntives ont également été prises
pour supprimer l'usage des produits dangereux CMRan¢érigénes-Mutagenes-
Reprotoxiques). Le reglement (CE) 2037/2000, rfekatix substances qui appauvrissent la
couche d'ozone, a abouti a I'interdiction de proedud’importer et d’utiliser certains solvants
halogénés(Pble de compétitivité Industries et Agro-Ressouree (IAR), FICHE n°2
AGROSOLVANTS).
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Depuis le ¥ juin 2007 est apparue la réglementation REARE(d(stration, Evaluation
and Autorisation of CHemic3glsCette réglementation européenne, approuvée ét8mbre
2006, a pour objectifs de gouverner la fabricatidimportation, [l'utilisation et la
commercialisation de certaines catégories de sutesechimiques. Elles sont, pour la plupart,
considéréees comme dangereuses pour I'environnegtient la santé, qu’elles soient utilisées
telles quelles ou qu’elles entrent dans la comjpwsit’'une préparation ou d’un article. Au sens
de la réglementation REACH, une préparation estsohgion composée de deux ou plusieurs
substances et un article est un objet dont la fatria fonction prévalent sur la composition
chimique (par exemple un téléphone est un article).

Ce reglement a été convenu dans un but de pratemtimironnementale et sanitaire mais
sans cacher une volonté de relancer I'innovatiola @ompétitivité industrielle européenne.
Ainsi, dans une optique écologique et économigaéoil REACH propose quatre points de
controle : I'Enregistrement, I'Evaluation, I'Autedtion et la Restriction des substances
chimiques.

Le passage des solvants polluants aux solvantsgdqaks a donc été fortement impulsé
par la reglementation REACH, mais est-ce le seatéfa ?

Une fois le risque identifié, la prévention deguss liés aux solvants passe en priorité
par :

« la suppressionou lasubstitution des solvants dangereux par un produit ou procédé
moins dangereux (suppression d'une étape de trad@ieloppement de produits
aqueux, choix d'un solvant moins dangereux, mise ptate de fontaines de
biodégradation pour le dégraissage, méthode physigulécapage...). Cette étape est
une obligation réglementaire pour les solvantsséiagsomme CMR avérés (sauf en cas
d’'impossibilité technique).

+ lamise en place de mesuregdetection collective: travail en systeme clos, systemes
d'encoffrement,captage des polluants au plus prés de leur source d'éomssi
ventilation générale, transfert de solvant par pemlotét que transvasement manuel
des flats, entretien régulier et contréle de I'eftité des mesures de protection
collective...

V. SUBSTITUTION DES SOLVANTS ORGANIQUES PAR DES
BIOSOLVANTS

Suite a toutes les directives et réglementatiopstaines substances chimiques sont
interdites ou déconseillées comme ttehloroéthylene Pour faire face a cela, une des
alternatives possibles est donc l'utilisation delwants d’origine végétale. Dans ce contexte
sont apparus sur le marché les biosolvants, issuwnatiéres premiéres renouvelables et en
particulier de la biomasg€lark, 2006).

Les agroressources, issues de I'agriculture etaderkt, fournissent les trois grandes
familles chimiques des molécules carbonées : Id®bgdrates, les lipides (acides gras) et a
un moindre degré les protéingolonna, 2006).

Les agro-solvants se caractérisent par leur : Hbawivoir solvant ; Haut pouvoir
d’ébullition ; Haut point d’éclair ; Ininflammabik ; Faible pression de vapeur ; Faible
viscosité ; Non irritabilité ; Biodégradabilité ;0N toxicite.
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Ces biosolvants issus de sources renouvelablesnene « des plantes oléagineuses
(colza, tournesol), sucrieres (betterave), amykmggée@mme de terre, blé, orgejGarrier, [En
Ligne]), ou du bois. lls sont renouvelables et bien moiokupants que les hydrocarbures.
Comme le pétrole, les biosolvants contiennent deécules carbonées. Il est alors possible de
reproduire les mémes molécules chimiques avecdssurces naturelles, comme I'éthanol par

exemple.
On distingue trois types d’agro-solvants :

» les esters d’huiles végétales : ils proviennenrtrddle de colza, de tournesol et de soja.
Ce sont des solvants oxygénés qui donnent des esé&thyliques et éthyliques. Ils ont
la particularité d’étre biodégradables et sontutéses : 55 % du marché des oxygénés.

» les esters d’acides organiques fermentaires : grad@bles également, ce sont des
solvants polaires oxygénés. C’est grace a l'egtétibn d’'un alcool par des acides
organiques (acide acétique, gluconique,...) qu’orokdgent.

» [I'éthanol et les terpénes : I'éthanol est obtenmigéermentation de sucres de betterave
ou de céréales. lls représentent 45 % du marchantQaux terpénes, ce sont des
hydrocarbures cycliques inflammables et nocifs prant du pin ou d’agrumes
(Quelenis, 2007).

Le tableau IIl.2 présente les biosolvants existantde marché.

Solvants verts existants sur le marcli@dle de compétitivité Industries et
Tableau| Agro-Ressources (IAR), FICHE n°2 AGROSOLVANTS)

.2
T. éb Point
Nom Formule (°C/ImmH  éclair Etiquetage
9) (9]

M/CH3
o 262/760  >110 [

Laurate de méthyle

[

: 14 W N
Myristate d’éthyle o7 e 180/12 >110 .

Oléate d'éthyle vw 21820  >110 [

Linoléate d'éthyle " N 224/17 ;

o >110
Linolénate d’éthyle g D 167/1 -

Esters

Triacétate de glycérol e o Lo 259/760 138 -
\g/\/K/Y 3
[¢]

Lactate d’éthyle H3C 0 154/760 48 .RlO 37 41
OH
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[e]
AN ON
Adipate de diméthyle DMA Ow o5 205760 107 -

o
imé 0 L _cHs
Glutaratg'\(:gdlmethyle e wo 214/760 107 .
(0]
o ]
e CH
Succinate de diéthyle DMS ¢ Wo/ ° 217/760 90 -
O_ _CH —.
Ve 3
Acétate de méthyle HaC T 57/760 16 8%, ,36 ,66
o
HaC o CHg
Acétate d'éthyle S~ so o BI®R11 36,66 67

o
O___CHs .
Acétate de n-propyle Hsc/\/ T 101/760 13 . R11,36,66 ,67
o

HSCYOTCHs i.

Acétate d'isopropyle L, | 88/760 7 R11 ,36 .66 67
H,C o CH,
Acétate de n-butyle NN 126/760 28 R10,66,67
@)
HsC
Acétate d'isobutyle HaC OT% 117/760 21 Blr11 .66
[¢]
Ethanol H3C/\OH 78/760 12 [WR11
Butanol H3C OH 118/760 35
) NN R10 ,22 ,37 ,38 ,41 ,67
CHj |z‘
Alcool isoamylique 137/760 48
isoamyliqu ch)\AOH R10 ,20
R OH
Ethyléne glycol Hoo 197/760 >110 K R22
(%2} N OH
° Propyléne glycol ou )
S propanediol-1,2 HoC o 187/760 107
<
Propanediol-1,3 HO _~_-OH 214/760 129 -
OH
Alcool furfurylique \O/ 170/760 75 ®R20/21/22
0
A
Carbonate de glycerol o) o] 351/760 >200 -

HsC
G-pinéne H3C><Z% 156/760 32 Rslg ,20 ,21 ,22 ,36 ,37
C b

R10,20,21 ,22 ,36 ,37
,38

d-Limonéne %C% 175/760 48 210 .38 .43 50/53

B-pinéne HsC 167/760 32

Terpénes
I
%

(@) ?
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. F- Facilement inflammabu T- Toxiq. Xi- lrri x Xn- Nocif

. N- Dangereux pour I'environnement R nombPdrase de risque (voir Annexe B)

Aujourd'hui, les solvants verts représentent 7% st@sants dans le monde, et sont en
expansion sur le marché industriel depuis la prgatidn de la loi REACH avec un objectif de
20% pour l'année 20d(a chimie entre aujourd’hui dans une ére ou ledergégntations
deviennent probablement un moteur du changemesitiaysortant que I'économie elle-méme
(Figure 111.2). La pression sociale résultant denlauvaise image de la chimie aupres du grand
public et des craintes non fondées des produitsighies favorise le développement de la
chimie verte.

Elément indispensable au développement durable, dgtnie du 3eme millénaire repose
sur trois piliers : I'économie, I'environnement & bénéfice social. Les problemes
environnementaux et les législations, couplés &veerspective d’un avantage concurrentiel,
poussent les industries chimiques a développepeE®dés plus propres. La «chimie verte»,
par le développement de réactions respectueusksngd@onnement, apporte des outils pour
réduire I'impact environnemental a la source.

Augmentation
du colt de
I'énergie

Augmentation
du co(t des
dérivés
pétrochimiques

Pression
logistique et
incertitudes

Taxes pour
émissions
polluantes de plus
en plus élevées

Réduction du

Codt nombre
retraitement _ changement

chimie

des déchets

Co(t croissan
du stockage des
matiéres
dangereuses

Mauvaise image
et reportages
médiatiques

négatifs

Diminution de
I'offre en
ressources non
renouvelables

Nouvelles
réglementtations
(REACH)

Responsabilite
croissante du
producteur

Figure IIl.2 : Eléments moteurs pour le changement

C’est en 1988 que nait véritablement la chimieevaxec la publication de ses 12 principes
dans « Green Chemistry : Theory and Practi¢&nastas et Warner, 1988)mais ce n’est que
depuis 1990 a l'initiative de 'EPA (Environmenfitotection AgencyParlement du Royaume-
Uni qu’elle s’est développée
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Les douze principes de la chimie verte

1. Réduire les déchetsL’'amélioration du procédé chimique consiste, erdutre, a
produire moins de déchets plutdt que de les retrait les recycler.

2. Concevoir des produits non toxiques.es produits chimiques synthétisés doivent étre
efficaces, et peu ou pas nocifs.

3. Utiliser des voies syntheses moins nocivdses syntheses doivent étre congues pour
mettre en jeu et produire des substances peu awxigses ou nocives pour I'Homme
et sans conséquence sur I'environnement.

4. Utiliser des ressources renouvelables.L'utilisation de matieres premieres
renouvelables doit étre privilégiée. Ces ressoupeewent étre issues de I'agriculture
ou de déchets d’autres procédés agro-industrietgrairement aux énergies fossiles
(pétrole, gaz naturel, charbon) ou miniéres qut des ressources non renouvelables.

5. Utiliser des catalyseurs, a la place de réactifs goroportions stcechiométriques.
L’emploi de catalyseurs permet de réduire la prtdoade déchets. lls sont utilisés en
faible quantité et peuvent étre recyclés plusiéniss

6. Minimiser les dérivés chimiques. L'utilisation de groupements bloqueurs ou
protecteurs, ou toute transformation temporaireaeéviter. Ces deérivés nécessitent
I'emploi de réactifs supplémentaires et générestdiEhets.

7. Respecter I'économie d’atomesLes synthéses développées doivent aboutir a un
produit incorporant un maximum d’atomes issus dastifs. Il faut éviter la formation
de coproduits.

8. Utiliser des conditions opératoires et des solvanta impact sanitaire réduit.
L'utilisation de solvants, d’agents de séparatiarde tout autre auxiliaire chimique est
a proscrire. Si ces produits sont nécessairesilggier I'emploi de substances non
nocives.

9. Améliorer le rendement énergétigue Les besoins énergétiques des procédés
chimiques doivent étre minimisés car ils ont degeréussions sur I'économie et
I'environnement. Dans la mise au point des méthddesynthése, il est important de
privilégier des conditions de température et degiomn ambiantes.

10.Concevoir des produits biodégradablesLes produits chimiques doivent étre congus
de facon a pouvoir se dissocier en produits deadiagion non nocifs a la fin de leur
durée d'utilisation, cela dans le but d'éviter lgersistance dans I'environnement.

11.Analyser les émissions en temps réel pour lutter ntre la pollution. Il s’agit
d’élaborer des méthodologies analytiques pour pierenan contrdle en temps réel et
en cours de production.

12.Minimiser les risques d’accidentsLa nature et I'état des substances (solide, liquide
gaz) des substances utilisées dans un procédégei@rdbivent étre choisis de facon a
minimiser les risques d'accidents chimiques, liés eejets, aux explosions et aux
incendies.
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Comme le montre le tableau 111.3, les biosolvaraslgnt les mémes secteurs d’applications
gue les solvants pétrochimiques.

Tableau|  Secteurs d’applications cibles pour les agro-sdbsan

.3
o Applications Applications en Applications
Secteurs . . - :
industrielles développement opportunistes
Encres Encres offset quickset
Adjuvant

Phytosanitaires Solvant phytosanitaire

phytosanitaire

Nettoyage grossier,

Nettoyage de Nettoyage des

surface d’?rﬁgﬁ)rﬁ’?gr?e facades, décapage
Peintures Solvant r_éactif dans la
peinture
Détergence Détergence

De nos jours, certains secteurs d’applicationdbdesolvants restent difficiles a atteindre ;
c’est pour cette raison que le couplage de biostdvavec les bioprocédés reste le meilleur
moyen. Le tableau Ill.4 met en évidence quelquesteses d’activités difficilement
envisageables pour l'utilisation des agro-solvants.

Tebleau|  Secteurs d’applications difficilement envisagealplesr les agro-solvants

| e (Gérin et Bégin, 2001)
Secteurs Procédés Traitement des Nouvelle
rejets technologie
Transformation du e
Caoutchouc caoutchouc Incinération Sans solvant
R Nettoyage en . ,
Nettoyage a sec machine Machines fermées

Tourteaux

iy Extraction huil Désolvantiseur reriti
végétaux action des huiles ésolvantiseurs  L0percritique

Colles aqueuses,
Colles et adhésif Colles et adhésifs réactives et
thermofusibles

Industriel en machine . . Systemes lessiviels
Nettoyage de Machines fermées bai i
surface Manuel a évaporation étanches en ?}'_ns €
rapide machines

. Flexographie Adsorption sur Encres aqueuses /
Imprimerie — : charbon actif ; UV

Héliographie incinération encres
. . . Régénération des
Pharmacie Adjuvant -Excipient solvants

Décoratives grand . )
9 Incinération dans des Peintures

. public : .
Peintures , ; — fours, adsorption suraqueuses, peintures
Décoratives batiment s N .
. charbon actif a haut extrait sec
Industrielles
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V. SELECTION D'UN BIOSOLVANT

V.1. Démarche de substitution

De maniere générale, la substitution est une métdedrévention consistant a éliminer
I'utilisation d’'une substance dangereuse pour I'Hwenet I'environnement en la remplacant
par une substance moins nocive, en modifiant ou@pnocédé qui la met en ceuvre.

L’élimination d’'une substance dangereuse ne sgpds nécessairement la suppression
de tout danger. En effet, a une nouvelle substerice a un nouveau procédé sont généralement
associés de nouveaux risques ; c’est pourquoi,der& sélection d’'une alternative, puis au
cours de la mise en ceuvre de la solution choldemyti procéder a une analyse comparative des
situations avant et apres substitution. Dans debnemx cas, il est nécessaire d’adopter des
compromis conduisant fréquemment & échanger uredangtre un autre (moindre) et a devoir
investir dans de nouvelles mesures de prévefitmmrison et Wolf, 1985).

Dans tous les cas, des précautions doivent égesplars de la sélection d’un biosolvant.
En effet, certains effets toxiques ne sont décdswgrapres usage. Cela a été le cas de certains
éthers de glycol (introduits notamment dans de meudes formulations aqueuses) ou de la N-
méthylpyrrolidone (NMP) dont la reprotoxicité s’agéujourd’hui un probleme majeur. Cela
renforce la notion d’exigence en ce qui concersddsts toxicologiques que doivent subir les
nouvelles substances avant d’étre introduites damslieu du travail ou dans I'environnement.

La démarche de substitution peut se décomposaptetapes schématisées sur la figure
[11.3. Cette approche est utilisée en entreprisaroe dans les laboratoires de recherche.

Formulation du problémd Proposition de Evaluation des
substances et

(motlvatlo'ns) \et an'aly.se procédés de co'nsequenc.:es de
des besoins a satisfairg remplacement I'implantation

| 4

Choix Comparaison
de la des

solution solutions

implantation > Evaluation

Figure 111.3 : Principales étapes de la démarche de substitution
(Gérin et Bégin, 2001)
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V.2. Critere de sélection d’'un solvant

Afin de permettre la substitution d’'un solvant pétrimique par un biosolvant, I'étape 2
de la figure 1l1.3 est tres importante. Elle perrdetdéterminer les criteres de sélection d’un
solvant qui répondent a des préoccupations techsjganvironnementales, sanitaires et
economiques, et qui sont rassemblés dans le tabléa

Tableau| Critéres de sélection d’un solvdite Caro et Thiebaud Roux, 2008)
5

Critéres Mesures associees Impact

— Parameétre de solubilité de Hansen

— Indice de Kauri-butanol

— Point d’aniline

— Coefficient de partage octanol/eau

— Taux de biodégradation

— Dose létale ou concentration efficace

Pouvoir solvant Technique

Biodégradabilité/ Environnemental/

Ecotoxicité/Toxicité a . sanitaire
— Contact cutané, inhalation
— Pression de vapeur Technique/
Volatilité — Température d’ébullition environnemental
— Indice d’évaporation
Inflammabilité — Point éclair Tgchrygue/
sécurité
— Origine Economique/
Matieres premieres — Disponibilité environnemental
— Colt
Transformation — Indicateurs de chimie verte Economique/
chimique — Codt environnemental

Le pouvoir solvant caractérise la miscibilité dlusé et du solvant. Cette notion recouvre
a la fois deux types d’utilisation : la mise enusiin d’un produit solide ou I'abaissement de
viscosité par dilution d’'un produit liquide tropsgueux. Le pouvoir solvant doit étre le plus
grand possible. Cependant, un solvant utilisé palrser une extraction doit aussi étre sélectif,
c’est-a-dire extraire préférentiellement certainsstituants de la charge trait@&auquier,
1994).

Le pouvoir solvant peut étre mesuré par quatienigoes : les parametres de solubilité
de Hansen, l'indice de Kauri-butanol, le point dlizwe ou le coefficient de partage octanol/eau.

La méthode de [Iindice Kauri-butanol (norme ASTM I133) est une méthode
représentative uniquement pour les salissurespieggmmes, caoutchouc, résines... L'indice
Kauri-butanol est une échelle de solubilité empigigbasée sur la quantité de solvant
additionnable a une solution saturée de résineadsi Kune résine naturelle extraite d’'un arbre
tropical) dans du butanol. C’est une mesure intkrelc pouvoir solvant d’'un composé. Plus
I'indice est important, plus le pouvoir solvant &st (Roire, 1989 ; Kiehl, 1927).
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Le point d'aniline (horme ASTM D 611) est une méagarticulierement adaptée au

choix des solvants hydrocarbonés, convenant a jaritéades cas du travail des métaux. Le
point d’'aniline correspond a la température mineanallaguelle un solvant et I'aniline sont
miscibles lorsqu’ils sont mélangés dans des prapmtvolumiques égales. Sur cette échelle,
plus le point d’aniline est bas, plus le pouvoilvaat est fort(Roire, 1989 ; Dallemagne,
2003).

Le coefficient de partage n-octanol / eau d'un ams@porganique est le rapport entre la
concentration a I'équilibre d'une substance chimigans I'octanol et la concentration en cette
méme substance dans I'eau. Ce coefficient est@iibur estimer, de fagon indirecte, la sorption
d'une substance organique dans un sol ou le facteubioconcentration. En effet, de
nombreuses études ont montré que les composésqugiadables (trés stables) et faiblement
hydrosolubles (fortement liposolubles) sont susbégst de donner lieu a dimportants
phénomeénes de bioamplification. En résumé, ils fpéneet se stockent facilement dans les
graisses des organismes du fait de leur liposatébil

Pour la détermination du pouvoir solvants, noussneammes plus intéressés aux
parametres de solubilité de Hildebrand et Hansemguis développerons dans le chapitre V.
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Chapitre IV

L’ a-pinene solvant de substitution aux solvants
pétrochimiques

INTRODUCTION

Ces dernieres années, la recherche dans le dodesnslvants verts s’est orientée sur
la recherche d’agro-solvants pour réduire I'uttisa de solvants pétroliers occasionnant des
dommages environnementafidelson, 2003)Plusieurs innovations vers les solvants verts ont
éte développées : la technologie d’extraction sigant(Huma, 2009 ; Michel, 2011),
l'utilisation de lI'eau comme solvant alterngtifronholm, 2007), l'utilisation de liquides
ioniques qui ont une faible pression de vapeur @hmd'émissions de composeés organiques
volatilesCOV (Leveque et Cravotto, 2006; Scammells, 2005).

Bio- ou agro-solvants sont une alternative qui @nés moins de risques et de danger sur

I'impact environnemental que les solvants pétreliees terpénes, considérés comme solvant,
sont renouvelables, une alternative intéressantesalvants typiques. On les trouve dans les
huiles essentielles et oléorésines de plantesiéirest et aromatiques. Le terpene le plus
couramment utilisé comme solvant est probablengetilimonéne qui représente un important
sous-produit de l'industrie des agruniidgproge, 2005; Mira, 1999).Ses propriétés physiques
ont été comparées a celles de I'hexane pour extesigraisses et les huiles a partir de graines
oléagineusegVirot, a-b 2008) ou de I'huile de son de riKamidipally et Liu, 2004 et 2005).
Le limonene a également été comparé au toluenelpalétermination de la teneur en eau par
la méthode de Dean-Stafkeillet, 2010). En outre, le d-limoneéne a récemment été utilisé
comme solvant vert pour l'extraction des carotéemién particulier le lycopéne en tant que
substitut du dichlorométhari€hemat-Djenni, 2010).

Un autre monoterpéne susceptible d'étre une atteenmtéressante estifpinene. i
représente le constituant principal des huilegdebenthine de la plupart des coniféres et une
composante des huiles de bois, de feuilles et éade bois d'une grande variété d'autres
plantes comme le romarin, le persil, le basiliankanthe, la lavande, la sauge et le gingembre
(Fernandez, 2012).

La térébenthine est un sous-produit de I'induddiebois et du papier ; sa production
mondiale annuelle a été de plus de 330 000 torm&9%5, ce qui en fait un produit abondant
et bon march€Swift, 2004).Elle constitue 30 % de la résine des pins etaesblrce la plus
importante en volume de composés organiques \&I&# composition est généralement riche
en pinenes, notamment 60 %ogiinene et son isomére -pinéne, leurs proportions
respectives varient selon l'origine géographique ias.

Une fois I'essence de térébenthine extraite, sii@esuite distillée pour donner en «téte»
des composés volatils sans valeur commerciale et @t 3-pinéne. Parmi ceux-ci, le 3-pinéne
est vendu tel quel ainsi qu’'une partieddpinene, I'autre partie étant ensuite traitée gaue
I'huile de pin en la faisant réagir avec de l'agtlesphorique. L'essence de pin est utilisée en
tant que solvant, désinfectant et désodorisant.

69



Chapitre IV
L’ a-pinéne solvant de substitution aux solvants pétroigjues
Le béta-pinéne est utilisé pour produire le cam@tries insecticides. Le dipenténe est
aussi produit en tant que sous-produit de ce psoses

L’ a-pinéne est utilisé comme insecticides, solvantsases a parfums ainsi que pour la
synthése du camphre.

Une équipe de chercheurs du Centre de Neuroscieh&slogie cellulaire (CNC) de la
Faculté de Pharmacie de I'Université de Coimbra)(0@ découvert des propriétés anti-
ostéoarthrose (maladie également connue comme tisameaet arthrose) cheziipinéne
(Neves, 2010).

L'a-pinéne a deux atomes de carbone asymétriguespeésente pas de plan de symétrie
(figure 1V.1). Il est chiral et se présente donassta forme de deux paires d'énantiomeres,
diastéréoisoméres entre elles.

Figure IV.1 : Structure chimique du-pinéne
(ou 2,6,6-Triméthylbicyclo[3.1.1]hept-2-éne)

La réaction de ti-pinéne (GoHz16) avec I'iode est exothermique et permet de proeoqu
la sublimation de l'iode. Cette réaction a été déeote par le vétérinaire James Herriot.

L’ a-pinene peut étre converti en oxyde de pinéne épakydation de la double liaison,
lui-méme converti ensuite en aldéhyde campholénidoat la principale application est la
synthése d’odorants synthétiques a odeur de baamtal tel que les alcools 4-7 représentés
sur la figure 1V.2(Saudan, 2007).

CHy
HsC H3C
_— —_— CHy
HsC HsC
3 3 e}
O\ CH3
CH, CHs
1. a-pinéne 2. oxyde de pinéne 3aldéhyde campholénique
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CH,
CH,
CH
o CH, 3 HaC
CH,
CH HO
N CH,
CH, ou N
4. 5
P —— CHs CHs
CH, CH,
CHy CHg
/ /
HO CH, HO N
CH 3
oy  CHs CHs ol CH,
6. 7.

Figure IV.2. Synthese de divers alcools a odeur de santatia gat’ a-pinéne.

I. LES ACIDES GRAS

En chimie, un acide gras est un acide carboxyl&qukaine aliphatique. Les acides gras
naturels possedent une chaine carbonée de 4 arBésatle carbone (rarement au-dela de 28)
et typiguement en nombre pair, car la biosyntheéseadides gras repose sur l'acétyl-coenzyme
A, une coenzyme porteuse d'un groupe acétyle quiiesd deux atomes de carbone. Par
extension, le terme est parfois utilisé pour désigous les acides carboxyliques a chaine
hydrocarbonée non-cyclique. On parle d'acides @tangue chaine pour une longueur de 14 a
24 atomes de carbone et a trés longue chaineasfilys de 24 atomes de carbone. Les acides
gras sont présents dans les graisses animales gtaisses végétales, les huiles végétales ou
les cires, sous forme d'esters.

En biochimie, les acides gras sont une catégorlgidies qui comprend notamment les
acides carboxyliques aliphatiques et leurs dérij@sides gras méthylés, hydroxylés,
hydroperoxylés, etc.) et les eicosanoides. Cesatsrdérivent de I'acide eicosapentaénoique
(oméga-3) ou de l'acide arachidonique (oméga-@iitesouvent un réle d'hormones. Les acides
gras jouent un réle structurel fondamental dansetoles formes de vies connues a travers
divers types de lipides (phosphoglycérides, spHipges, ...) qui, en milieu aqueux,
s'organisent en réseaux bidimensionnels structutantes les membranes biologiques
(membrane cellulaire, plasmique, mitochondriale, déticulum endoplasmique, des
thylacoides, etc.).

De nos jours le n-hexane est le solvant le plussétpour I'extraction des acides gras
(Go-Woon, 2011 ; Hunchak, 1987 ; Luque-Gara, 2003 ; Virot, 2007, 2008 ; Eikani, 2012 ;
Priego-Capote, 2005; Subramanian, 2011; Wang, 20Q7/Wang, 2010).1l est également
classé comme solvant tres dangereux.
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Plusieurs recherches ont été effectuées sur le laeerpent du n-hexane par un
biosolvant ; c’est le cas des travauxLdie et al. (2005)et Mamidipally et al. (2004) qui ont
utilisé le d-limonéne pour I'extraction de I'huilie son de riz, ainsi quérot et al. (2008)qui
ont aussi exploité le pouvoir solvant du d-limoné&oe I'extraction des acides gras des olives
en comparaison au n-hexane. Toutes ces rechenshdéraontré que le d-limonene est un tres
bon substituant au n-hexane.

Les oléagineuxsont des plantes cultivées spécifiguement pous lgtaines ou leurs
fruits riches en matiéres grasses, dont on exdealthuile a usage alimentaire, énergétique ou
industriel. La qualité et la quantité d’huile dédetu taux de matiére grasse contenue dans ces
graines qui détermine son prix. Les résidus detrdekon constituent les tourteaux
généralement recyclés dans l'alimentation animale.

On distingue :

- les graines oléagineuses, issues de plantes adtsgecifiguement pour la production
d'huile : colza, tournesol, arachide, soja, sésami®, amande, ou pour leurs pépins et
dont I'huile est un produit accessoire : cotondier,

- les fruits oléagineux produits par des arbresmgala huile, olivier, cocotier (coprah),
noyer, noisetier, amandier.

On peut extraire de I'huile de pratiguement tolgesgraines, mais cette extraction est
souvent d'une importance limitée. Exemples : hdédepépins de raisin, huile de pépins de

courge, etc. Le tableau 1V.1 résume ['utilisati@s gbrincipales plantes oléagineuses.

Principales plantes oléagineuses

Tableau
V1 Nom . Matiér .
Plant o Famille Organe atiere Utilisation
scientifique grasse
. : Huil tabl
. Arachis . Huile uie d? aple,
Arachide Fabaceae Graine , . margarine,
hypogaea L. d'arachide )
savonnerie, tourteaux
Theobroma . . Beurre de Chocolat, pharmacie,
Cacaoyer Sterculiaceae Graine ”
cacao cacao cosmétiques
. Gossypium . Huile de .
Cotonnier yp Malvaceae Graine Divers, tourteaux
barbadens coton
. : Huile Huile de table,
Olivier Olea europaea Oleaceae Fruit o )
d'olive savonnerie
- , Pharmacie, lubrifiant,
- Ricinus . . Huile de A i
Ricin . Euphorbiaceae Graine . huile siccative,
communis ricin . ) N
industrie chimique
. Huile de table,
. . . Huile de )
Soja Glycine max Fabaceae Graine soia parfumerie,
) savonnerie, tourteaux
Helianthus . Huile de Huile de table, huile
Tournesol Asteraceae Graine , .
annuus tournesol siccative, tourteaux
Margarine,
Palmier a Elais . Huile de savonnerie,
. . . Arecaceae Fruit .
huile guineensis palme biocarburant,
tourteaux
. Linum : . Huile de . .
Lin D Linaceae Graine . Savonnerie, peinture
usitatissimum lin
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Il. LES CAROTENOIDES

Les caroténoides sont des pigments plutbét orangauees répandus chez de trés
nombreux organismes vivants. Liposolubles, ils singénéral facilement assimilables par les
organismes. lls appartiennent a la famille chimigies terpénoides, formés a partir de la
polymérisation d'unités isoprénes a structure atiplne ou alicyclique. Il est généralement
admis qu'ils suivent des voies métaboliques sinetiaa celles des lipides. lls sont synthétisés
par toutes les algues, toutes les plantes vertparele hombreux champignons et bactéries
(dont les cyanobactéries). Les caroténoides remeygeun groupe important de composes
phytochimiques qui peuvent contribuer a la préwentie la santé et de la malafid® Nardo,
2009; EI-Sohemy, 2002).

Le carotene est un terpene découvert en 1881 par Wachenr@dest un pigment de
couleur orange, dimere de la vitamine A. Il estam@nt pour la photosynthese. Il se présente
majoritairement sous les formeset g-carotene (figure IV.3, A et B) et plus minoritairent
sous les formes, vy, 6 ou(-caroténe.

Par extension, on appetiaroténesl’ensemble des caroténoides qui ne sont pas o&ggén
(comme le lycopéne et le phytoéne) : ce sont destégpenes ; ils comportent quarante atomes
de carbone.

H;C

B Figure IV.3 :-Aa-caroténeB- B-caroténe

On peut obtenir par clivage d'ancaroteneune seule molécule de vitamine A.

Le B-carotenese trouve dans certains fruits et végétaux : poivcarotte, épinard, laitue,
tomate, patate douce, brocoli, cantaloup, courgec@. Le taux record est cependant détenu
par une algue, la spirulin@ithrospira platensis puisque son contenu grcaroténe est dix a
guinze fois supérieur a celui de la carotte. Empeee approximation, plus le fruit (ou la feuille)
est coloré, plus il y a dgcaroténe.

Le carotene ne contribue pas activement a la photiosse mais absorbe le trop plein
d'énergie de la chlorophylle afin d'éviter la fotima d'espéces réactives oxygénées
(superoxyde @ -, oxygéne singulet *O-Oe, hydroxyle HQqui détruiraient la feuille. A
'automne, la chlorophylle contenue dans les fesiitles arbres est I'un des premiers éléments
a se dégrader.
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Il ne reste alors que les carotenes et autreseraniotes, ce qui explique la couleur rouge
des feuilles, phénoméne particulierement visiblezches érables et les chénes rouges
d'’Amérique.

La molécule de3-caroténe GHse est une chaine constituée de huit unités isopuéniq
(2-méthyle buta-1,3-diene) avec une série de onze doubles liaisons conjsgldke peut
absorber une lumiere bleu-indigo et donc apparaiaege comme dans la carotte.

Le B-carotene peut étre obtenu soit par extractior, gai synthése, soit par voie
biotechnologique. L@-caroténe naturel provient principalement de léngié palme rouge et
de la luzerne et également de I'huile de carotepilocédé d'extraction est délicat caple
caroténe est sensible a la chaleur et a I'oxydabenplus, I'extraction donne un produit qui
contient des impuretés, a savoir des isomeres afigimma et delta du caroténe. La synthese
est complexe et s'effectue en six étapes a partlacétoneia la f-ionone, elle-méme résultat
d'une synthése en dix étapes de l'acétone.

Lesa etp-carotenes peuvent étre stockés dans le foidaalifiérence de la vitamine A,
un exces de caroténe n'est pas toxique et peuerdgat étre converti en vitamine A si
nécessaire. Une consommation excessive peut danméger jaunissement. D'ailleurs, la prise
de caroténe est un diagnostic différentiel degfiet(la jaunisse).

Le p-carotene est utilisé comme colorant alimentaire6(a) pour la préparation de la
margarine, pour les produits de boulangerie, léssbos gazeuses et les sucreries. Il peut étre
utilisé comme provitamine A en tant que complémataiminé. C'est un antioxydant qui a un
effet bénéfique dans la lutte contre les radicaibbxe$. Néanmoins son utilité comme
complément alimentaire est débat{iathews-Roth, 1986 ; Olson, 1986 ; Temple, 1988).

En alimentation animale, il est utilisé pour lesnants du poisson et du bétail. Dans
l'alimentation des poules et des pouletg-tarotene améliore la couleur des jaunes d'ceufs et
I'apparence de la chair.

Dans le domaine pharmaceutique, il est incorpaertaines cremes solaires en raison de
ses propriétés d'agent filtrant contre le soledri-cancéreuses. Pris en tant que complément
alimentaire pendant une durée prolongée, il paurmapir un effet bénéfique sur les
performances cognitivéd§&rodstein, 2007).Un taux sanguin bas decarotene semble corrélé
avec une mortalité augmentée, en particulier pdadies cardio-vasculaires et cancfrs
2011 ; Kritchevsky, 1999 ; Palozza, 1998 ; Mayne9%6 ; Clinton, 1998 ; Rao, 1999).

L’intérét porté aup-carotene ne cesse de s’accentuer ; dans ce coplesteurs études
ont éte réalisées.

Les résultats des études menée¥agadphai et al. (1998)ont montré que I'extraction
avec deux solvants a faible risque, I'éthanol lgigjoe et I'hexane, peut étre utilisée avec succes
pour lI'analyse des caroténoides dans les fruies éégumes.

La méthode est également applicable a différeqisstgle matrice, c'est a dire le jus de
tomates en conserve, les carottes et les épinards.
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Dans le cadre de la technologie de la productiocoteentré de caroténoides a partir de
carottes Fikselova et al.(2008),ont étudié I'extraction de carotenes a partir atettes dans
des conditions différentes de température, deetraht des échantillons et des solvants
différents (éthanol, propan-2-ol). Les carottealjcus carotd.. et Nevis F1) ont été testées a
des températures de 20°C, 40°C et 60°C, les édbastayant été traités apres la récolte, apres
stockage au froid (5°C), et aprés la congélati@B°€). Il a été constaté que la solubilité et le
rendement de caroténe dépendent de la températuréemps d'extraction ainsi que du
traitement de I'échantillon. Le meilleur rendemetéxtraction a été obtenu avec des
échantillons congelés en réalisant I'extractio®@6pendant 2 & 4 heures. Des températures
plus élevées ont provoqué une augmentation de€ntrations de caroténoides. La carotte de
variété Nevis F1 et I'extraction a 60°C ont étdigds pour la production de concentré de
caroténoides.

Li et al. (2013),ont mis au point une méthode verte, peu colteufseite a utiliser pour
I'extraction assistée par ultrasons des carotéadddpartir de carottes fraiches. L'huile de
tournesol a été utilisée comme un substitut awasdé organiques. L’'extraction par ultrasons
(UAE) a été comparée a I'extraction par solvant convenélle(ESC) en utilisant de I'nexane
comme solvant. Les résultats ont montré que I'ektya assistée par ultrasons a l'aide de I'huile
de tournesol comme solvant a donné un rendemengpué ei-caroténe (334,75 mg /1) en
20 min seulement, alors que I'extraction par sdiveanventionnelle utilisant de I'hexane
comme solvant a donné un rendement IégeremenienféB21,35 mg /) en 60 min.

Chemat-Djenni et al. (2010)ont décrit un procédeé utile et vert pour I'exti@ctdu
lycopene en utilisant le d-limonéne (bio-solvant), substitut du dichlorométhane (solvant
pétrolier). La méthode décrite a été réalisée arx égapes : dans un premier temps, le d-
limonéne a été obtenu a partir de peaux d'oraagene distillation a la vapeur suivie par un
procédé de déterpénation. Dans la deuxieme émpg;dpene a été extrait en utilisant le d-
limonéne, au lieu du dichlorométhane solvant pigtroLe rendement en lycopéne extrait de la
tomate par les deux solvants, a été comparé enesee détermination qualitative et
guantitative. Aucune différence significative nta ébtenue entre chaque extrait qui a permis
de conclure que le solvant propose est efficacdilet

En nous basant sur ce qui est rapporté dansdealitire sur la nouvelle approche sur les
biosolvants, nous nous sommes proposés d'étudiptitide dua-pinéne a remplacer les
solvants pétrochimiques pour I'extraction de congisas’origine végétale. Pour ce faire, trois
types d’applications vont étre développés :

a) L’extraction des acides gras de graines oléagirseuse

b) La détermination de la teneur en eau de matricgétate ;
c) L’extraction dup-caroténe composé trés recherché pour ses prapagtéxydantes.

75



Chapitre IV
L’ a-pinéne solvant de substitution aux solvants pétroigjues

[ll. MATERIELS ET METHODES

[11.1. Extraction des acides gras

Afin de comparer la composition qualitative et giitative des acides gras de quatre
huiles (arachide, soja, tournesol et olileemla), des extractions par Soxhlet ont été réalisées ;
et ceci en utilisant deux solvants, le premierqatimique : le n-hexane et le second biosolvant
. Ia-pinéne.

L 5 "
[11.1.1. Matiere végétale zj)

=
o

Les graines oléagineuses utilisées (grains d’adacisioja et tournesol) ont été achetées
sur le marché local en janvier 2011. Les olivdseMmla) ont été récoltées a Ighil Ali (Bejaia,
Algérie) en janvier 2011.

I1I.1.2. Solvant %’?@

Les solvants utilisés pour I'étude sont-pinene et le n-hexane. d-pinéne est
completement miscible avec les huiles et insoldhles I'eau, sa polarité est supérieure a celle
du n-hexane comme indiqué dans le tableau IV.2

Tableau | Propriétés physico-chimique du n-hexane et @ipinene
v2 | (Braddock, 1999; Clara, 2009 ; Riddick, 1986).

Propriétés n-Hexane a-Pineéne
Structure Chimique NN @
Masse Moléculaire, (g/mol) 86,17 M%59)
Densité (25°C) 0,65 0,874
Viscosité, (cP, 25°C) 0,32 293
Point d’ébullition, (°C) 68,74 156-158
Indice de réfraction 1,3723 1,4636
Solubilité dans I'eau, (wt%, 25°C) 0,00123 lioxde
Constante diélectrique, 20°C 1,89 , 762
Point d’éclair, °C 23 32
Tension superficielle, dyne/cm (25°C) 18,4 25,3+3,0
Odeur Pétrole Résine de térébenthine
Impact environnemental Haut Bas
Recyclabilité Non Oui
Toxicité Oui Non

[11.1.3. Protocole expérimental

L’extraction au Soxhlet des huiles a lI'aide du xdree et dw-pinéne a été effectuee
selon la procédure normalisd8Q 659-1998. Des échantillons de 10 g ont été dépourvus de
tout corps étrangers et placés dans une étuve@ #86°sont ensuite refroidis a température
ambiante dans un dessiccateur avant d’étre pesés.
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Cette procédure est répétée chaque 2 heures jusgujaie le rapport m /m (%) soit
inférieur a 10%. Les échantillons ont été broyémains %2 h avant I'extraction. Aprés les 8 h
d’extraction au n-hexane, le distillat récupérééadncentré a sec dans un évaporateur rotatif
sous vide. Le ballon est ensuite refroidi a temjpéesambiante dans un dessiccateur et pesé au
milligramme prés.

La température d’ébullition du-pinene étant élevée (156-158°C) son élimination au
rotavapor nécessite un vide pousseé ce qui pouégitader les extraits récupéres.
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Figure IV.4. Procédure utilisée en fonction du solvant d’extoac(a. extraction par Soxhlet,
b. évaporateur rotatif, c. distillation par Cleveng

Pour éviter ce probleme et réecupérerpinene, une procédure utilisant une distillation
au Clevenger du mélangepinéne-huile a été proposée figure IYMirot, 2008). Pour ce faire,
de I'eau distillée (environ 150 mL) a été ajoutaereélange (huile e-pinéne) dans un ballon.
Ce dernier est ensduite relié a un Clevenger ; osiefeest a son tour relié a un condenseur. A
la fin de la distillation, deux mélanges binaired été obtenus : le premier dans le ballon de
distillation, constitué de deux phases non missiklu - huile et le second dans I'ampoule du
Clevenger composé d’eau et dginéne. La récupération des différents constituanété
effectuée par simple décantation.

L’ a-pinéne et I'eau peuvent étre réutilisés pour d&siessais. La figure 1V.5 illustre les
différentes étapes du processus d’extraction ddssagras.
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Graines oléagineuses broyées

— —%| Extraction par n-hexane Extraction par o-pinéne Je— a-Pinéne ¢ -
| |
| |
| v ' |
: Huile + n-hexane Huile + a-Pinéne Recyclage :
| |
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Figure IV.5: Représentation de la procédure d’extraction paPlhéne et 'hexane

[11.1.4. Analyses chromatographiques

Les analyses par CG sont réalisées a l'aide d'unnchtographe en phase gazeuse
Agilent (Kyoto, Japan) équipé d’'un détecteur asation de flamme (FID). La température de
ce dernier est de 300°C. Toutes les autres conditipératoires d’analyses sont identiques a
celles utilisées pour les analyses par CG/SM.

Le pourcentage des composants est calculé a plartia chromatographie en phase
gazeuse avec détection par ionisation de flammeR{EJ. Les composés ont été identifieés par
comparaison de leurs indices de rétention de Ka¥gtdéterminés par référence a une série
de n-alcanes ($2Czg) et avec ceux de la littérature. L'identificatianété confirmée par
comparaison de leurs spectres de masse avec celgstans la base de données SM (Institut
National des Standards et de la technologie ebitidisthéques Wiley) et avec les données de
la littérature(Adams, 1995; AFNOR, 2000; Arctander, 1994).

Les analyses par CG/SM sont réalisées a 'aide drlwmomatographe en phase gazeuse
couplé a une détection par spectrométrie de massgd Shimadzu QP2010 (Kyoto, Japan)
équipé d’'un passeur automatique, d’un injecteut-splitless thermostaté a 250°C et d’'une
colonne capillaire CP-Wax (52 CB) (30 m x 0,32 mr,%um) (Varian, Walnut creek, CA,
USA).
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L’hélium est utilisé comme gaz vecteur avec unesgé de 47 cm/s et le volume injecté
est de 1L en mode split (un ratio de 1:15). La températiuefour est initialement réglée a
60°C pendant 1 min puis elle augmente de 60 a 180&C un gradient de 20°C/min, ensuite
de 180 a 230°C a une vitesse de 4°C/min pour &ipetenmue a 230°C pendant 15 min.

Le débit est maintenu a 1,69 mL/min. Les specteemdsses sont enregistrés avec une
fréquence de 3 scans/s de 50 a 400 a.m.u. Le miom@sdtion est réalisé par impact
électronique a 70 eV. L’identification des congitis des échantillons analysés est réalisée
grace aux bases de données NIST'98 (National umstiof Standards and Technology,
Gaithersburg, USA) et Wiley. Les analyses sontigéas trois fois et la moyenne des résultats
est reportée.

[11.1.5. Analyse statistique

L'étude de l'analyse statistique est faite sur #sdbde 10 essais répétitifs, selon la
méthode de comparaison d’échantillons des testsadences de Fisher-Snedecor et des
espérances de Student awes 0,05.

[11.2. Détermination de la teneur en eau par la métode de
Dean-Stark .
—— j:/:-—

La distillation au Dean & Stark est I'une des md#wles plus couramment utilisées pour
déterminer la teneur en eau dans les produits ataires. Le toluéne est le solvant recommandé
pour cette méthode, mais il est également clas$@ende la liste des solvants dangereux, a
cause de son souci de sécurité, d'environnemetd santé sur le systéeme nerveux et auditif
(Lammers, 2005 ; McWilliams, 2000 ; Hass, 1999).

L'objectif de la présente étude est la valorisatieri-pinene comme solvant vert pour
remplacer le toluéne dans la distillation au Detark3oour la détermination de la teneur en eau
de matrices alimentaires.

[11.2.1. Matieére végétale
Les produits alimentaires utilisés dans notre étsdet : des graines de carvi, de
coriandre, des feuilles d’origan et des carottissomt été achetés sur le marché local en mai
2011.
[11.2.2. Solvant

Les caractéristiques des solvants utilisés sombugges dans le tableau IV.3.
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Tableau Caractéristiques du toluéne et de-pinéne

V3
Caractéristiques Toluene a-pinéne
Point d’ébullition, (T) 111 156-158
Densité (g/cm3) 0,867 0,858
Impact environnemental Haut Bas
Recyclabilité Non Oui
Toxicité Oui Non

[11.2.3. Protocole expérimental

L'humidité a été déterminée selon la procéduredsiais€eAOCS Ja 2a-46 (1993)Le
dispositif est constitué d'un ballon de 500 mL avedlispositif de chauffage électrique, d’'un
récepteur gradué de Dean-Stark et d'un réfrigéBaion I'étude délarel et Talmi (1957),le
poids frais de I'’échantillon utilisé est fixé de mere a obtenir une quantité suffisante d'eau
dans le récipient, ne dépassant pas 10 mL quaesirgenance maximale (20g pour les graines
de carvi et de coriandre, 10g pour l'origan et pogr les carottes). 100 mL de toluéne ou de
pinene sont utilisés comme solvant de distillation.

Au début de I'expérience, le chauffage électrigstengaximisé jusqu'a la collecte des
premieres gouttelettes dans le récepteur de Deak-Hnsuite, le chauffage est adapté a un
taux de distillation de 100 gouttes/min.

Lorsque la plus grande partie de I'eau a distél&€hauffage est augmenté a un taux de
distillation de 200 gouttes/min jusqu'a ce queileau d'eau dans le récepteur n'augmente pas
de plus de 0,1 mL en 30 min, la distillation estralarrétée.

Le collecteur de Dean-Stark est ensuite laisséng@deature ambiante pendant quelques
minutes jusqu'a ce que la couche de toluene dewikmpide. La quantité d'eau contenue dans
le récepteur de Dean-Stark est lue et la teneeraarde I'échantillon est calculée comme suit:

V
H (%)= I\/el :upeauloo (IV.1)

H : Taux d’humidité (%)

Veau: Volume d’eau (mL)

Mn : Masse humide de la matiere végétale (g)

peau: Masse volumique de I'eau a 20°C (0,998 ginL

[11.2.4. Analyse par CG et CG/SM

Dans ce cas, nous avons également vérifiaaspihéne subit des dégradations pendant
la distillation. Pour ce faire, des analyses dasstiémes conditions que pour I'extraction des
acides gras ont été réalisées.
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[11.3 Extraction du [(-caroténe

L’extraction duf-caroténe a fait I'objet de plusieurs recherche -

Différents parametres ont été étudiés, tel quemdee d’extraction, le ‘%;
solvant utilisé, le temps d’extraction, la températde chauffe etc. LN,

Afin de solutionner le probleme des entreprises,utilise des
solvants nocifs pour I'extraction ddtcarotene, ce qui leur implique I'utilisation dehaiques
de purification souvent trés colteuses, l'utilisatid’'un biosolvant tel que d-pinéne est
proposeé pour son extraction par maceération (entBatc

[11.3.1. Matiere végétale

La matiére végetale utilisée dans cette étudeeeckt darotte séchée a l'aire et découpée
en morceaux.

111.3.2. Solvant

Les solvants utilisés pour cette étude sandinéne et le n-hexane. Leurs propriétés sont
regroupées dans le tableau 1V.2.

[11.3.3. Protocole expérimental

Le procédé d’extraction dB-carotene adopté dans cette étude est I'extrapaomBatch
(figure IV.6). 25g de carotte sont mis a macérarsdan volume de solvant pendant 3h. Les
parameétres opératoires choisis sont : le rappofid@Solvant) et la température d’extraction.

Réfrigerant \

t

Réacteur
+

Matiere végétale

Chauffe
ballon

Figure IV.6. Extraction par Batch dj-carotene
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[11.3.4. Méthodologie des plans d’expériences

La plupart des ingénieurs et techniciens amélidieants produits ou leurs processus de
production a partir d’essais. Malheureusementstiegégies couramment utilisées pour mener
ces expériences sont souvent informelles et pdarpantes. Elles conduisent a de nombreux
essais difficiles a exploiter. La méthode des pldiexpériences permet d’adopter une
démarche formelle pour réaliser des essais queriigs colteux inconvénients d’une stratégie
de tatonnement.

La méthode des plans d’expériences n’est pas wheaitpie nouvelle ; elle date en fait
du début du siécle avec les travaux de Fisher 86 (Hllet, 1997).Les premiers utilisateurs
de ces méthodes furent les agronomes qui ont ertgds l'intérét des plans d’expériences et
notamment la réduction du nombre d’essais lorsqétmaie de nombreux paramétres. Les
plans d’expériences ont pris un essor considél®e le développement de l'informatique et
la puissance de calcul qui 'accompagdiDaret et Pillet, 2005)

Aujourd’hui, de nombreux auteurs traitent de ligition de plans d’expériences dans des
domaines divers et variés dans le but d’étudiaptithiser, de comparer ou d’estimer divers
criteres(Wang et Wan, 2009 ; Tiwari, 2009 ; Chen, 2008 ; @inma, 2009 ; Tan, 2009 ;
Cuoco, 2009, Bertouche, 2012a).

Afin d’optimiser les conditions d’extraction toumn eréalisant un nombre rationnel
d’expériences, une planification par plan d’expéres a été réalisée. Le plan d’expériences
choisi est le plan composite centré a deux paramstthématisés sur le carré de la figure IV.7,
aveco = +1. Les parameétres opératoires sont étudiésltsin@ment, dans notre cas : le rapport
(solide/solvant) et la température.

Une étude préliminaire a été menée pour la détatioimdes bornes des parameétres du
plan d’expériences. La durée d’extraction a étédia 3h, le rapport (solide/solvant) varie entre
10 et 30% et la température entre 20 et 40 °C,edtu-dle cette température il y a risque de

détérioration de la molécule @ecaroténe.

Les angles du carré représentent les bornes dameties. Dans ce type de plan, 12
manipulations doivent étre programmeées :

@ > 3 o _

* 4 au centre du carré
= 4 aux extrémités du carré 0,0
= 4 aux centres des cOtés du carré H----------

ainmeladwa |

Rapport (solide/solvant)

Figure IV.7 : Représentation du plan d’expériences sous fornuaaé
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L’ordre des manipulations est donné de maniéregatéapar le logicielStatgraphics
(tableau 1V.4). La variable analysée est le rendérapfi-caroténe. Afin de déterminer cette
derniere, des mesures d’'absorbance a 457nm elefimattion ont été effectuées, puis a l'aide
d’'une courbe d’étalonnages, les rendemen{s-egroténe ont pu étre déterminés.

Tableau récapitulatif des expériences du plan eéagpces
Tableau
- N4
Variables Codées Variable réels
Rapport L

° _Rapport Température(soliderl)lsoolvant) Temoperature
(solide/solvant) (%) (°C)
1 -1 1 10 40
2 1 0 30 30
3 0 0 20 30
4 -1 0 10 30
5 0 1 20 40
6 1 1 30 40
7 0 -1 20 20
8 0 0 20 30
9 1 -1 30 20
10 0 0 20 30
11 0 0 20 30
12 -1 -1 10 20

IV. RESULTATS ET DISCUSSION
IV.1. Extraction des Acides gras

Le traitement des résultats a porté aussi bienl’aspect qualitatif que quantitatif
(Bertouche et al., 2013).

IV.1.1. Analyses quantitative et qualitative

Les résultats des extractions des différentes cestgont représentés dans le tableau IV.5.
Les rendements en huile des extractiong-pinéne sont Iégérement supérieurs a ceux obtenus
par le n-hexane. Cette différence, soulignée éuaie parLiu et al. (2005) et Virot et al.
(2008) est certainement due a la nature légerementpoliasre dua-pinéne par rapport au n-
hexane qui provoquerait un pouvoir de solubiligaitus important pour les triglycérides. De
plus, la diffusion est améliorée grace a la tentpéead’ébullition plus élevée dutpinene, ce
qui diminue la viscosité de I'huile.
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Teneur en huile des différentes matrices obtenue pa
Tableau | extraction au Soxhlet avec le n-hexanesdinéne.

Solvant n-hexane (%)  a-pinéne (%)

Matrice alimentaire

Arachide 39,5+0,23 42.3+0,29
Soja 19,5+0,29 21,1+0,20
Tournesol 52,6+0,20 67,2+0,21
Olive Chemlal 22,6+0,16 24 5+0,24

Les acides gras contenus dans les huiles ont gtéexts sous forme de dérivés d’esters
méthyliques d’acides (FAME) selon la norrA©CS Official Method Ce 2-66. (1989)et
analysés par CG-SM. Les résultats regroupés darialdeau IV.6, nous permettent de
souligner que les acides gras sont equivalents Ipsuteux solvants en matiére de composés
identifiés et en proportion relative. De plus cettenposition est comparable avec celle citée
dans la bibliographie.
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Tableau

Comparaison de la composition en acides gras egrdiement des huiles extraites par les deux sislvdifisés.

V.6
Arachide(%) Soja (%) Tournesol (%) Olive (%)
Solvant

n-Hexane  a-pinéne Hexane a-pinene Hexane a-pinene Hexane a-pinene
Acides Gras
SFAs
Palmitique C16:0 7,98+0,04 8,27+0,08 11,45+0,31 1720,05 7,31+0,04 7,2940,05 13,77+0,1 13,31+0,14
Margarique C17:0 0,11+0,02 0,10+0,01 tr tr tr tr tr 0,14+0,01
Stéarique C18:0 3,79+0,10 3,51+0,08 4,90+0,01 S IP{)LR 5,81+0,01 5,50+0,03 4,49+0,01 3,88+0,02
Eicosanoique C20:0 1,08+0,03 1,07+0,01 0,28+0,03 0,31+0,02 0,25+0,01 ,28£0,01 0,29+0,02 0,29+0,02
BéhéniqueC22:0 2,15+0,41 2,36+0,08 0,28+0,18 0,3%0| 0,57+0,21 0,64+0,03 nd nd
MUFAs
Palmitoléique C16:1 tr tr 0,14+0,01 0,17+0,02 0,12+0,01 0,10+0,01 10181 1,37+0,05
Oléique C18:1 63,25+0,23 63,56+0,17 24,13+0,10 25,30+0,25 28,39+0,27 29,30+0,2262,95+0,42  63,05+0,31
Oléique C18:1 n-7 1,18+0,26 tr 1,87+0,01 1,97+0,12 1,38+0,07 1,19+0,10 4,30+0,14 5,07+0,11
Gadoléique C20:1 0,12+0,01 0,18+0,02 0,15+0,01 B 0,10+0,01 0,13+0,01 0,18+0,02 0,18+0,02
Heneicosanoique | 15,001 0,28+0,01 nd nd nd nd nd nd
C22:1
PUFAs
Linoléique C18:2 20,03+0,39 19,54+0,24 50,61+0,36 48,77+0,14 55,95+0,13 55,40+0,2412,02+0,18 12,25+0,11
Linolénique C18:3 tr tr 6,10+0,16 5,53+0,14 tr tr ,58%+0,02 0,48+0,10
> SFAs 15,10 15,30 17,00 18,10 14,00 13,80 18,60 6017,
> MUFAs 64,80 65,10 26,30 27,60 30,00 30,70 68,90 69,70
Y PUFAs 20,10 19,60 56,70 54,30 56,00 55,50 12,60 12,70
Rendements (%) 39,50+0,23 42,30+0,,9  19,50+0,29 102D,2 52,60+0,2 67,20+0,21 22,60+0,16  24,50+0,24

SFAs : Acides gras saturés, MUFAs : Acides grasa¥ingaturés, PUFAs : Acides gras poly-insaturés,
tr : trace <0,1%, nd : non détectés
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Pour les arachides et les olives, I'acide majagtaitrait par les deux solvants est I'acide
Oléique (C18:1). Quant aux graines de soja et den&sol, I'acide majoritaire est I'acide
Linoléique (C18:2).

La somme des teneurs en acides Palmitique (C18#3rique (C18:0), Oléique (C18:1),
Linoléique (C18:2), Eicosanoique (C20:0) et BéhaaiC22:0) représentent plus de 94% de
la composition totale en acide gras quel que aaitatrice ou le solvant utilisé.

L’huile d’arachide contient une majorité d’acidesagy mono-insaturés (64,8% par n-
Hexane contre 65,1% paipinene), de méme que les olives (68,9% par n-Hegantre 69,7%
par a-pinéne), contrairement aux huiles de tournesalestoja qui présentent une majorité
d’acides gras poly-insaturés (PUFAS).

De faibles quantités d’acide margarique (C17:0)é&étnotées pour toutes les matrices.
Par contre, l'acide béhénique (C22:0) n'a pas dantifié dans I'huile d’olive. L'acide
hénéicosanoique (C22:1) n'a pu étre identifié garesd’huile d’arachide.

La capacité de recyclage de chacun des deux sslaaggalement été mesurée. Le taux
de recyclage ded-pinéne de 'ordre de 90% est nettement supériaald du n-hexane qui
atteint les 50%. Ce qui constitue un autre avanfame I'utilisation de lu-pinéne comme
solvant pour I'extraction des acides gras.

IV.1.2. Analyse statistique

Les résultats de la répétabilité et la fiabilitél'datraction des acides gras obtenus pour
les arachides sont réesumeés dans le tableau IV.0s Nouvons voir que les valeurs moyennes
obtenues avecdFpinéne sont comparables a celles obtenues aw@iie pour les différents
acides gras. Les différences observées dans lesrtede C16, C18:1 n-7 et C18:2 pourraient
étre dues a une dégradation de ces trois acidasuaside I'évaporation du solvant d'extraction.
Nous pouvons toutefois noter un rendement plusééevhuile pour I'arachide par distillation
au pinene, 43,4 + 0,62% contre 39,5 + 0,30% avesxBneEn outre, les valeurs des écarts-
types relatifs sont relativement faibles ce qungig que les résultats sont tres peu disperseés
autour de la valeur moyenriees tests de Fisher et de Student effectués afrodgarer la
variabilité des résultats, n'ont montré, d’'un pooit vue statistique, aucune différence
significative pour la dispersion des résultats daasleux groupes d'échantillons.
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Répétabilité et étude statistique

SD : ECAR-TYPE

RSD : ECAR-TYPE relatif
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Tableau
V.7 C16 Cil6:1 C17 C18 C18:1 C18:1n-7C18:2 C18:3 Cc20 C20:1 Cc22 Cc22:1 Rend.
EXperience p h p h p h p h p h p h p h p h p h p h p h p h p h
1 56, 77 01 00 01 01 49 32 758 61,7 27 18,2 7202 01 01 12 11 04 18 20 22 01 04206 39,65
2 79 80 01 01 01 01 51 36 624 622 24 08711201 00 01 12 11 15 18 20 21 01 042463933
3 83 61 02 01 01 01 41 40 595 742 24 08062 99 01 01 10 11 15 19 20 16 01 043683974
4 50 60 01 01 01 01 34 39 766 750 23 10,1887 01 01 11 11 02 20 21 19 02 023943908
5 100 89 01 01 01 01 54 47 781 788 15 1104 02 01 01 15 13 02 21 26 24 01 04367 3988
6 62 97 01 01 01 01 36 51 775 765 08 11,1803 01 01 11 14 02 21 21 30 01 042823909
7 61 59 01 01 01 01 39 40 748 752 25 09,1987 01 O01 11 11 02 1,9 20 18 01 043213940
8 5 74 01 00 01 01 35 34 752 636 22 2348184 00 01 10 11 18 16 18 21 01 0827 3985
9 75 57 01 01 01 01 36 42 674 771 09 09671 84 01 01 11 11 02 02 22 19 01 042953919
10 77 57 00 01 01 01 32 35 634 763 23 18801 78 01 01 11 10 17 19 23 17 01 04237 3958
Moyenne 71 71 01 o01 01 01 41 40 711 721 20 13141 103 Oo01 ©o01 11 11 08 17 21 21 01 02 ,043395
S? 208 209 000 0,00 0,00 000 061 037 504831 046 0,29 4063 5294000 000 002 002 054 033 004,15 0,00 001 0,39 0,09
SD 1,44 145 0,04 002 001 002 078 061 7,12 6,73%680054 6,37 7,28 003 001 013 014 074 05210039 003 0,12 062 0,30
RSD 2033 20,34 48,6226,52 15,67 17,00 19,23 15,33 10,01 9,34 34,02 42,94 56,01 70,82 40,90 13,71 11,73 12,7094,87 33,26 9,85 19,14 20,53 68,39 1,45 0,77
FTab
Fcal 0,99 3,72 0,72 1,65 1,12 1,58 0,77 6,60 0,86 ,651 0,28 0,05 4,24 3,18
T1aB
Tcal 0,03 0,27 1,10 0,28 0,30 2,56 0,34 1,10 0,10 ,043 0,39 1,14 15,42 2,10
h: n-hexane Fcal: Valeur calculée du test Fisher-Snedecor
p: a-pinene Fran: Valeur tabulée pour= 0.05 et 9 degrés de liberté
S?: Variance Tcal: Valeur calculée du test de Student

Trab: Valeur tabulée poux= 0.05 et 18 degrés de liberté
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IV.2. Détermination de la teneur en eau par la méthde de Dean-Stark

L’étude a porté sur la comparaison de la cinétideelistillation et les teneurs en eau

déterminées.
IV.2.1. Cinétique de la distillation azéotropique

La procédure de Dean-Stark est une distillatioro@mapique d'un mélange de solvants
non miscibles : eau avec du toluéne ouapihene. En raison de la différence de leurs points
d'ébullition (tableau 1V.2), il est prévisible ques solvants aient des cinétiques de distillation

différente.

Pour vérifier cela, nous avons suivi la cinétiqeeddstillation a la fois pour le toluéne et
le pinéne pour la détermination de I'humidité desrgs de coriandre.

La figure 1V.8 représentant les cinétiques de Hilthtion azéotropique pour les deux
solvants montre des allures de courbe trés senalslatependant certaines différences peuvent

étre observées.

En effet, le point d'ébullition dei*pinene (156 °C) étant plus élevé que celui dustiodu
(111 °C), celui du mélange pinéne-eau (97-98°Cg¢gatement plus élevé que celui du mélange
toluene-eau (84°C), le début de la récupératiofedea est retardé de 3 a 4 min dans le cas de

la distillation avec k-pinene.

Toutefois, lorsque la distillation a commenceé leugEration de I'eau est plus rapide lors
de l'utilisation de k-pinéne. En effet, nous pouvons remarquer que faamuantité récupérée
apres 30 minutes de distillation a4pinene, n’est obtenue qu’aprés 105 min avec dieted.
Cette réduction du temps de traitement représentg@ain de plus de 70% en terme de temps et

donc de consommation d'énergie.

Coriandre
12
10
XX xxx X ¥ * * x
. e ¢ ¢
te 4
Zo f ‘
E * X ¢ Toluéne
X s
= *x x Pinene
g4 %
*
2 | 2
0 4
0 ex
0 20 40 60 80 100 120 140
Temps (min)

Figure IV.8 : Cinétique de distillation azéotropique des gramesoriandre
en fonction du solvant
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IV.2.2. Généralisation de la méthode

Dans le but d'évaluer l'efficacité de la méthodeppsée (distillation au pinéne), des
essais ont été effectués sur d’autres matricesidsestats ont été compares a ceux obtenus par
la méthode conventionnelle de distillation au takiél es matrices choisies sont : les graines
de carvi, les feuilles d’origan et les carotte®ig essais ont été realisés pour chaque expérience
aussi bien avecd-pinene qu’avec le toluene.

Les résultats de la généralisation de la distillagpara-pinéne a d'autres produits sont
donnés dans le tableau IV.8. Nous pouvons obsguetes valeurs obtenues pour les teneurs
en eau sont comparables pour les deux solvantsékalats donnés pantpinéne ne sont pas
statistiguement différents de ceux obtenus parignhe. Cette nouvelle méthode pourrait donc
étre une alternative écologique a la distillatian talueéne pour la détermination du taux
d’humidité de matrices alimentaires.

TabjeaL Détermination de la teneur en eau de matrices ntmres
V8 en fonction du solvant de distillation
Teneur en eau (%)

Matrice alimentaire Toluéne a-pinéne
Carvi 10,3t 0,2 10,3 0,1
Origan 14,3+0,5 14,40,1
Coriandre 9,5 0,2 9,60,1
Carotte 95,1+0,4 95,050,1

Toutes les cinétiques de distillation ont la ménh&e que celle de la coriandre (figure

IV.9-11).
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Cinétique de distillation azéotropique des fesiliéorigan
en fonction du solvant
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Figure IV.10 : Cinétique de distillation azéotropique des gramhesarvi
en fonction du solvant
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Figure IV.11 : Cinétique de distillation azéotropique des casotte
en fonction du solvant

Une étude complémentaire a été menée sur d’autngsces a savoir : I'oignon et l'ail,
les olives, les poireaux et la viande hacfiertouche, 2012).La comparaison des résultats
obtenus avec ceux cités dans la littérature polimenene(Veillet, 2010), montre que les
valeurs sont comparables (tableau 1V.9) du pointvde de la teneur en humidité, de la
reproductibilité des résultats et de la cinétige@itillation. Ainsi, nous pouvons conclure que
I'a-pinéne est aussi efficace que le limonéne et @eatutilisé comme solvant vert pour la
détermination de la teneur en eau de produits alaires afin de remplacer le toluéne.
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Teneur en eau de matrices alimentaires obtenudipallation avec le
Tabeau|  toluéne, lu-pinéne et le d-limonéne.

Teneur en eau (%)

. . . Toluéné o-pinéné d-limonéné
Matrice alimentaire
Coriandre 9,5+ 0,2 9,&0,1
Carvi 10,3: 0,2 10,3 0,1
Oignon 87,8 1,4 87,324 89,4+1,4
Ail 70,8t 0,6 70,3 0,8 68,6 +1,9
Carotte 95,14+0,4 95,050,1 89,5+0,7
Poireau 89,0+2,1 86,3 0,6 88,0+1,0
Olive 47,3 0,8 49,1+0,9
Origan 14,3+0,2 14,4 0,1
Viande hachée 59,3+2,0 57,% 0,7 64,0 +£0,3

a : Bertouche et al, 2012
b : Veillet, et al, 2010

IV.2.3. Recyclage dw-pinene
Pour vérifier si bi-pineéne s’est dégradé au cours de la distillatiorDaan-Stark, un
échantillon récupéré apres distillation a été a®@par chromatographie en phase gazeuse (CG)

et chromatographie en phase gazeuse couplée edampétrie de masse (CG-SM).

Ces analyses ont mis en évidence la présencph#lendrene, de camphéne, de béta-
pinéne ainsi que da-pinene oxyde mais avec des teneurs inférieure$%.0.a teneur en-
pinéne reste supérieure a 98%, ce qui impliqud'guanéne récupéré n'a pas été dégradé au
cours de la distillation, et peut étre réutiliséncoe solvant pour une distillation ultérieure.

V.3 Extraction du -caroténe

L’objectif de cette étude est I'optimisation paapld’expériences de deux parametres a
savoir : la température d’extraction et le rappoitde/solvant de I'extraction par Batch @u
carotene par ti-pinene.

IV.3.1. Résultat de I'optimisation par plan d’expéience

Les résultats obtenus aprés extractioBeiarotene par &i-pinéne sont regroupés dans
le tableau 1V.10.
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T bea Tableau récapitulatif des expériences et des edsudu plan d’expériences
— N10
Variables Codées Variable réels
Rapport Rapport Température Rendement en
° (solide/solv arlt)Température(solide/solvant) °C) [3-carotene
(%) (%)
1 -1 1 10 40 8,31
2 1 0 30 30 2,92
3 0 0 20 30 3,29
4 -1 0 10 30 0,16
5 0 1 20 40 7,13
6 1 1 30 40 8,67
7 0 -1 20 20 2,43
8 0 0 20 30 2,98
9 1 -1 30 20 2,14
10 0 0 20 30 2,9
11 0 0 20 30 3,13
12 -1 -1 10 20 0,47

Les résultats de ce tableau nous permettent déatengue :

- Le passage de la température de son niveau inféan niveau supérieur alors
gue le rapport Solide/Solvant est a son niveauigié ou supérieur améliore le
rendement erf3-caroténe. Les mémes constatations sont obsenaes @
rapport Solide/Solvant.

- Les essais aux centres donnent des rendements i@ni@sa ce qui permet de
conclure que la reproductibilité des résultatsbestne, I'erreur maximale ne
dépassant pas 7%.

a. Résultat de I'analyse par le logiciel STATGRAPHICS

Le traitement des résultats a été effectué phgieiel STATGRAPHICS® Centurion
IV version 15.1.02. Cette méthode permet de moeldies réponses obtenues et de déterminer
'optimum des parametres opératoires permettatteior le meilleur rendement @rcarotene
et la détermination des différents effets de chagaametre quels qu’ils soient : simple,
guadratique ou d'interaction ainsi que I'élabonatitu modele qui décrit le comportement du
systeme.

» Analyse de la variance

L'analyse de la variance est une technique imprtpaur analyser l'effet de facteurs
gualitatifs sur une réponse. Une ANOVA (ANalysis\@¥riance) décompose la variabilité de
la réponse en fonction des différents facteurs.fdfiction du type d'analyse, il peut étre
important de déterminer les facteurs significaiifis ont un effet sur la réponse et/ou la part de
la variabilité de la réponse qui peut étre attrédbaiéchacun des facteurs.
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La détermination des facteurs significatifs se &alitaide de I'hypothése nulle notée H
qui suppose que l'effet du parametre est égal@ térprobabilité d’accepter cette hypothese
est notée Val-P.

* SiVal-P < 5%, I'hypothése d€st rejetée et le parametre est significatif.
» SiVal-P> 5%, I'hypothése blest retenue et le paramétre est non significatif.

Les résultats de I'analyse de la variance sont éedans le tableau 1V.11. Nous pouvons
remarquer que seuls les effets simple et quadeatigua température sont significatifs.

Analyse de la variance des effets des
Tableau| parametres opératoires

V.11
Source Val-P
A:Rapport solide solvant 0,0755
B:Température 0,0001
AA 0,2511
AB 0,4993
BB 0,0040

Ces résultats sont schématisés par le diagramrareéo, représenté sur la figure 1V.12,
gui montre que les paramétres ont un effet sigatifis’ils dépassent la valeur symbolisée par
le trait vertical avec un risque d’erreur de 5%uBlpouvons remarquer sur ce diagramme que
I'effet linéaire de la température est la varialeantitative présentant l'influence la plus
importante, suivie de I'effet quadratique de cdteniere.

B:Température [ +Effet positif
X - Effet négatif

BB

—

A:Rapport solide solvar

AA

AB % P=0,05

0 2 4 6 8 10
Effet standardisés

Figure IV.12 : Diagramme de Pareto présentant I'influence stamsiedle chaque effet
» Les effets simples
Les effets simples des parametres représentepaiskage d’'un parameétre de son niveau

inférieur a son niveau supérieur, lorsque les aytaametres sont a leurs niveaux centraux
(niveau zéro).
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La figure V.13 représente les effets simples qypoat solide/solvant et de la température
sur le rendement. Nous pouvons remarquer que teemeent augmente proportionnellement
avec le rapport solide/solvant mettant ainsi em&we un maximum dans lintervalle codé
[0,+1]. Toutefois, l'influence de cet effet restaible sur le rendement et confirme les
observations soulignées par le diagramme de PaEatorevanche, l'effet simple de la
température est plus important. Lorsque la varipbkse de son niveau bas a son niveau haut,
le rendement passe de 2,15% a 8,51% avec un minisitué dans l'intervalle [-1,0], plus
précisément au voisinage de -1.

10

Rendement

e

-1.0 . 1.0 -1.0 1.0
Rapport mhde;écrh’ant Température

Figure IV.13 : Effet simple des parametres

> Les effets d’interactions

Afin d'illustrer l'influence d’'un paramétre sur wutre, nous le faisons varier lorsque ce
dernier est a son niveau inférieur puis supéri@aphiquement, ces effets sont significatifs
lorsque les courbes ne varient pas dans le ménseaserdeux niveaux inférieur et supérieur.

La figure 1IV.14 représentant l'effet d'interactiales parametres montre qu’il n’existe
aucune interaction entre la température et le nap{solide/solvant), ce qui confirme les
résultats obtenus par I'analyse de la variance (XNJOet schématisés par le diagramme de
Pareto.
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Figure 1V.14 : Effets d'interaction des parametres
b. Coefficient de corrélation du modéle : R

Le R coefficient de corrélation ou de détermination umesa qualité de I'ajustement des
estimations de I'équation de régression. Il pemifetoir une idée globale de I'ajustement du
modele. Il varie entre 0 et 1 et s'exprime soueenpourcentage.

Il est important de préciser que pour faire desipr@ns, il est souhaitable que la valeur
du coefficient de détermination soit élevée, casph valeur de Rest élevée, plus celle de la
variation inexpliquée est petite.

Dans le cadre de cette étude, la valeur du coeflice détermination?Rst égale 84,27
% ce qui signifie un bon ajustement du modele dm®maine expérimental étudié.

c. Détermination des coefficients du modeéle

Les coefficients du modéle sont donnés dans ledahbl.12 :

Tableau Coefficients du modéle
V.12
. Valeur des coefficients Valeur des coefficients
Parametre . P
codés réels

constante 2,79958 9,649174
A:Rapport solide/solvant 0,798333 0,4615833
B:Température 3,17833 -1,135417
AA -0,70875 - 0,0070875
AB -0,3275 - 0,003275
BB 2,53125 0,0253125
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Le modeéle en variables codées s’écrit alors :

Rendement (%) = 2,79958 + 0,798333 A + 3,17833F06875 AA - 0,3275 AB
+ 2,53125 BB

Ou : A:variable réduite relative au Rapport sdkdévant
B: variable réduite relative a la Température dastion

Le modeéle en variables réelles s’écrit alors :

Rendement (%) = 9,649174 + 0,4615833 R - 1,13544%,0070875 RR - 0,003275 RT
+0,0253125TT
Ou : R:Correspond au Rapport solide/solvant
T: Correspond a la Température d’extraction

Le rendement optimal calculé par le logiciel eshlé&n8,59%. Il est obtenu pour les
valeurs optimales des parameétres opératoires dsmage

En variable codéesA =+0,33; B=+1;
En variable réellesR =23,32% ; T =40°C;

Nous remarquons que I'optimum calculé ne correspasch I'optimum expérimental qui
est : R=30% et T=40°C. Pour le paramétre rappdidedsolvant la valeur expérimentale étant
supérieure, elle a donc été surévaluée. Ce résgitabtéressant dans la mesure ou il permet
d’utiliser moins de solvant.

d. La surface de réponse

Les surfaces de réponse sont représentées darspageeen trois dimensions montrant
I'évolution de la réponse en fonction de deux pataes. Elles permettent de détecter les zones
expérimentales pour une réponse optimale.

La surface de réponse correspondant au couple Rapgmpérature, illustrée par la
figure 1V.15, montre que le rendement est optinagdue la température est a son niveau
supérieur et pour un rapport (solide/solvant) siepér 0,3 (23%).

Rendement

Rapport solide/solvant

Figure IV.15 : Surface de réponse
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Chapitre IV
L’ a-pinéne solvant de substitution aux solvants pétroiues

IV.3.1. Etude comparative

Afin de comparer le rendement obtenu par I'extoact I'a-pinéne a celui obtenu par le
n-hexane, une extraction dans les conditions ojgsrdu plan d’expériences est effectuée. Les
résultats sont regroupés dans le tableau 1V.13.

Tabeay|  INfluence du solvant sur le rendement3ecarotene.

(VAT
Variables Codés Variable réels
Rapport .
Solvant Rapport Température(solide/solvant) Tem;o)erature Rendement
(solide/solvant) (%) (°C) (%)
o-pinéne 1 1 30 40 8,67
n-hexane 1 1 30 40 8,21

Nous pouvons remarquer que les rendements sonétherardre de grandeur avec une
légere supériorité pour I'extraction &ipinene. Ce qui implique que I'utilisation dupinene
est adéquate et conseillée pour I'extractiofaharoténe.

CONCLUSION

L'étude menée pour la détermination des huiles &tieres grasses dans les graines
oléagineuses montre que les résultats obtenus lagedeux solvants sont comparables
permettant de conclure quedpinene, est efficace et valable et peut substlauerhexane. Le
fait que le taux de recyclage dtpinéne est quasi-total (90% contre 50% pour I'ine}afait
de lui une alternative plus fiable et plus slrerpi@nvironnement, malgré sa température
d’ébullition plus élevée que celle du n-hexanepkis d’énergie nécessaire).

Les résultats de l'utilisation dextpinéne pour la détermination du taux d’humidité de
produits alimentaires sont comparables en termderd®ir en eau avec ceux obtenus par le
toluéne comme solvant de distillation, en utilis@anprocédure de Dean-Stark. L'utilisation du
pinene est 3,5 fois plus rapide que celle du t@u@® min vs 105 min) et par conséquent
permet une économie d'énergie.

L’étude menée sur I'extraction qtcaroténe nous a aussi permis de conclure que I’
pinéne peut étre une alternative intéressante pextraction dup-carotene. Cette étude a
montré que seule la température influe de manignéfisative. Un modéle mathématique a été
proposé avec un coefficient de corrélation de pli®94% ce qui permet de conclure que ce
modele décrit bien le comportement du systeme tam®maine expérimental choisi. Les
résultats donnés par le plan d’expériences mong@mhous n’avons pas utilisé des domaines
de variation assez larges pour pouvoir observervhgations du rendement pour des
températures supérieures a 40°C.
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s Chapitre V o=
Compréhension des phénomenes
de solubilité

INTRODUCTION

Ce chapitre comporte deux objectifs : le premidrla@sdétermination des propriétés
physico-chimiques des composés étudiés dans ninitde.€le second est de connaitre leur
pouvoir solvant. Pour ce faire, la méthode desrmatees de solubilité de Hansen a été utilisée.

I. PARAMETRES DE SOLUBILITE

Dans l'industrie, la théorie de Hansen est utilig@eir prédire la solubilité ou la
miscibilité entre deux composeés, et pour trouveblennes combinaisons de solvants dans des
formulations de revétements, peintures, cosmétiqeesres d’'imprimerie, solvant de
nettoyage...

I.1. Description de la théorie

Les forces non-covalentes jouent un réle importkamts les interactions soluté/solvant.
Elles sont décrites dans la littérature selon iffiés modeles faisant intervenir des paramétres
de solubilité. Il existe au sein des molécules gugpes de forces de cohésion : les trois forces
de Van der Walls (interactions de London, de Keesbrde Debye) et la force de liaison
hydrogene. Ces forces permettent a un solvant skerr@ I'état liquide, en s’opposant
efficacement a I'agitation thermique. En 1916, Eiddand a proposé une théorie basée sur le
lien entre la solubilité et I'énergie interne duvemt et du soluté. Pour cela, il préconise
d'utiliser un parametre de solubiliteé)(ou la polarité de la molécule et les interactions
spécifiques ne sont pas prises en compte. Cetteelstipule que les forces d’interactions sont
les plus élevées lorsque les molécules sont sosmiseméme énergie interne, pour une chaleur
de mélange qui tend vers zdkildebrand et Scott, 1950, Roire, 1989).

Le rapport énergie interne/volume molaire noté [&l/cnt] correspond a la densité
d'énergie de cohésion (DEC). Par deéfinition, leapagtre de solubilité de Hildebrand est egal
a la racine carrée de la valeur de la DEC (Equatidi.

1
AE]2 AH—-RT
—]2 = (V.1)
V V

& = VDEC = |
Avec :
§ : Parameétre de solubilité de Hildebrand (caf)ét
T : Température absolue (K)
R : Constante universelle des gaz parfaits (calKyol
V : volume molaire (crfimol)
H : enthalpie de vaporisation (cal/mol)
E : énergie de vaporisation (cal/mol)
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La DEC est définie comme I'énergie qui assure l#@smn de I'ensemble des molécules
pour une unité de volume de liquide ou de solidle. £exprime en calories par unité de volume
ou bien en MPa. Le paramétre de solubilité de Bildeds est en caf?cm®?sachant que 1 cal
Y2icm3/2 = 2.05 MP&>

Dans le cadre de la théorie des solutions régsliélee substances non-électrolytes,
développée par Hildebrand et Sdbtildebrand et Scott, 1950)) expression de I'enthalpie de
mélangeAHv de deux composés fait apparaitre leurs paramagreslubilité :

AHy = Vy (81— 8,)°p1.p2 (V.2)

ou Vwu est le volume total du mélange,
pi la fraction volumique du composeé i dans le mélange
o0l le parametre de solubilité du compose i.

Or, pour que la dissolution entre deux especesvietene spontanément a pression et
température constantes, I'enthalpie libre de m@&#g doit satisfaire la condition :

AGy = AHy — T.ASy < 0 (V.3)

L’entropie de mélangASw étant généralement positive,/gtlv prenant seulement des
valeurs positives dans le cadre de cette thédnéghlité se vérifie donc d’autant mieux que
AHwm est la plus petite possible ; c'est-a-dire, e Faisque les paramétres de solubilité sont
identiquesd: = &,. Cela signifie donc que deux substances seromilvies si leurs parameétres
de solubilité sont tres proches ou égaux.

Cette théorie semble adaptée pour expliquer etirprées interactions entre liquides.
Cependant, les expériences ont montré que l'uiisale ce seul parametre de solubilité était
peu précise dans un certain nombre de cas. Celasfepliquer car I'approche initiale
d’Hildebrand et Scott ne s’applique pas aux compak®eloppant des associations de type
polaire ou des liaisons hydrogene.

L’exploitation du seul parametre global de Hildettapparait donc comme insuffisante
pour expliquer 'ensemble des phénomeénes de siulids aux non-électrolytes.

Dans les années 1960, Hanfldansen, 1969, 1967a, 1967b, 196 xppose de scinder
ce parameétré en trois de ses composantes principales : la premmbmposant®&; est relative
aux forces dites de « dispersion » de London @ecteyns non polaires), la seconijeest liee
aux forces de polarité de Keesom (entre dipolesmaeents), enfin la derniede représente les
forces de liaisons hydrogene et plus généralemssrinteractions mettant en jeu des échanges
électroniques. Les forces de Debye (entre dipdldsiis) sont généralement faibles en valeur
absolue et sont négligées.
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Hansen obtient ainsi un espace a trois dimensibgsr¢ V.1) dans lequel toutes les
substances liquides ou solides peuvent étre |@eais

d
Forces de dispersion Solvant
(London)
(Molécules apolairgz)s" '
i i F—
L l Op
. " Force dattraction
o v (Keesom)
/ (Molécules polaires
on
Force de liaison
hydrogene

Figure V.1. Représentation tridimensionnelle des parametresldbilité de Hansen
En supposant que I'énergie totale de cohésion dtes dubstances est la somme

géométrique des énergies intermoléculaires défipies haut (Equation V.4). Un point
représente la combinaison des interactions qurasswcohésion de la substance.

62 = 85+ 62 + 6%, .

Pour qu’'une substance solide quelconque soit soldbhs un liquide, ou que deux
liquides soient miscibles, il faut que leur sitoatidans I'espace soit voisine c’est-a-dire que
leurs parametres de solubilité soient proches.iAies composés qui ont des parametres de
Hansen similaires ont une grande affinité.

Dans cette configuration, la condition de dissolufprécédemment décrite est étendue a
'ensemble des trois parametres. Le facteur a mea@ndevient alors :

2
A% =4(841 — 842)* + (8,1 — 6p2) + (8p1 — Bp2)? (V.5)

A : distance entre les composés 1 et 2 en termssldhilité.

La présence du facteur 4 devant les parametrespersion est motivée par le souci de
rendre le systeme plus symétrique, les valeursisfgsion étant généralement tres faibles
(Barton, 1991).

En d’autres termes, pour que deux substances snisaibles, il est nécessaire que leurs
trois parametres de solubilité soient identiquesr@siproches.
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[.2. Description des parametres de Hansen

Les interactions non polaires, qui correspondenia e&composantedq, concernent
'ensemble des molécules puisqu’elles sont impegahlx atomes qui les constituent. En effet,
une molécule non polaire posseéde aussi des élsctionpeuvent causer un déseéquilibre
momentané de la distribution des charges danmdéscules avoisinantes, induisant ainsi un
moment dipolaire temporaire.

Méme s’ils changent constamment, ces dipbles iadjgéherent des forces d’attraction
d’autant plus grandes que la masse moléculaileate (nombre d’électrons élevés). Pour les
hydrocarbures aliphatiques saturés, par exemgl@tieractions de London constituent la seule
interaction attractive, ce qui se traduit par unergie de vaporisation équivalente a I'énergie
de cohésion.

Le second paramétre de solubilité pardjegst lié aux interactions polaires, hors liaison
hydrogene. Il existe entre les molécules polaiessfdrces d’attraction électrostatique, le pble
positif de l'une attirant le pble négatif d’'une @t Les interactions liees a des forces
d’orientation entre dipdles permanents sont appdlirees de KeesofiHansen, 2000).

Le troisieme paramétre de solubilité parfiekst lié aux interactions mettant en jeu une
liaison hydrogene entre un atome d’hydrogene doidedcharge partielle positive et un atome
fortement électronégatif.

Toutes ces forces d’attraction peuvent étre classgdonction de leur intensité :

Force des liaisons hydrogénes > Force de Londonordée de Keesom

[.3. Méthodes de détermination des parametres delsibilité de Hansen

Il existe plusieurs méthodes pour déterminer leamatres de Hansebha premiere est
expérimentale. Elle consiste a utiliser des paresadéte Hansen déja connus pour un groupe de
solvants. La deuxiéme méthode dite théorique ctnaigalculer les paramétres de solubilité
de Hansen du composé grace a la contribution degpgments fonctionnels qui composent la
structure chimique de la molécieerbower, 1973 ; Hansen et Beerbower, 1971 ; Haars
2004)

A l'origine, Hansen a mis en place une méthode aque pour diviser le parametre de
Hildebrand en trois parametres. Elle consiste, damspremier temps, a déterminer la
composante dispersiv& d'une molécule en s’appuyant sur le principe dailarité ou
homomorphisme (rapprochement de molécules semblabléermes de structure et de taille).
Pour cela, il convient de connaitre le volume nmrelalu composé étudié et la nature de sa
structure moléculaire : aliphatique, cycloaliphaégou aromatique. Ensuite, grace a des
graphiques représentant I'énergie de cohésion isgeeen fonction du volume molaire, établis
pour chacune des classes de composés ¢iHéesen, 1995)pn peut accéder a la valeur de la
composante dispersive de la molécule. Connaisgasitla paramétre globd et le parametre
dispersifdy, on en déduit un terme correspondant a la sommecdeés des deux autres
composantes, la composante polayet celle correspondant aux liaisons hydrog@nes
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Pour déterminer les valeurs de ces deux composaftémsen a procédé a des tests de
solubilité de polymeres de natures différentes gdmsieurs solvants. Il a ensuite représenté
'ensemble de ces solvants dans l'espace a traigerBions et, en s’aidant de ['outil
informatique, a tenté d’ajuster les valeursdgdet dh pour faire en sorte que tous les solvants
dans lequel un polymeére est soluble soient lesgrioshes possibles dans I'espace et décrivent
une sphére de solubilité. Il a ainsi établi lespeges valeurs de parametres de solubilité pour
90 solvants en réalisant des tests de solubiliek &2 polymeregHansen, 1967a-c, 1995,
2007).

Plus tard, des corrections aux valeurs des compessamont été apportées en utilisant
notamment les moments dipolaires. Le paran@atétait alors trouve par déduction en utilisant
'équation V.4.

Cette procédure originale est maintenant deverftieiléi a mettre en ceuvre. La méthode
est en effet fastidieuse et certains des polymérkses dans les années 1960 pour les tests de
solubilité ne sont plus disponibles sous leur fodiaeigine. C’est pourquoi d’autres méthodes
de calcul ont ensuite été mises en place.

A partir des valeurs expérimentales établies peaiBD solvants originaux, des méthodes
de contribution de groupes ont été développéess Flermettent de calculer des valeurs de
parametres de solubilité directement a partir decgires moléculaires. Leur principe général
consiste a considérer que les paramétres de stuliilne molécule peuvent étre déterminés
en faisant la somme des contributions individuelles groupes chimiques qui la composent.
Ces méthodes sont fondées sur des analyses gtasstles résultats expérimentaux de Hansen.
Leur utilisation consiste dans un premier tempsagrhenter la structure d’'un composé selon
les groupements fonctionnels qui la composent. @abtes, établies grace a des calculs
mathématiques, sont accessibles dans la littéraiumntiennent des valeurs pour chaque
groupement. Il s’agit alors de les dénombrer aitbduire les valeurs correspondantes dans
des équations mathématiques pour accéder auwxptiasnétredq, dp et oh. Plusieurs auteurs
ont développé ces méthodes de contribution de gsoupn peut citer Beerbower, Hoy, Van
Krevelen...(Hansen, 2007 ; Van Krevelen, 1990 ; Barton, 199#&j plus récemment, Stefanis
et PanayiotoStefanis et Panayiotou, 20083t YamamotqHSPIiP, 2010).

Cependant, tous ont utilisé des algorithmes différet il n’est pas rare de rencontrer,
dans la littérature actuelle, des valeurs différermte parametres de solubilité pour une méme
substance chimique. Il devient donc important, goute nouvelle molécule, de préciser par
guelle méthode ses paramétres de Hansen ont étdésal

A. Méthode de Van Krevelen
La méthode mise au point par le néerlandais Vave{ea est 'une des méthodes de
contribution de groupes les plus rencontrées datigdraturgVan Krevelen, 1990) A partir
d’analyses statistiques des données expérimerdalddansen, Van Krevelen a proposé de
déterminer chacun des trois parameétres de sokihbiliaide des équations suivantes :

2
O = & O.. = ZFpi S, = Y. Fhi (V.5)
= sy, P v, h S Vi '
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i correspond a un groupement,

Faq est la composante dispersive,

Fp la composante polaire

Fn la contribution des forces de liaisons hydrogene,
V volume molaire.

Les tables de contribution de groupes pour chagugosante sont disponibles dans la
littérature (Van Krevelen, 1990 ; Barton, 1991).Cependant, Van Krevelen lui-méme a
reconnu que cet algorithme ne permet pas de doleseraleurs de parametres de solubilité tres
précises, notamment en raison du faible nombrerdgpgments chimiques considérés dans
cette approche qui appauvrit la description desgires moléculairgdiSPiP, 2010).

B. Méthode de Stefanis et Panayiotou
La méthode mise au point par les grecs StefariPamayiotou est tres récerfftefanis
et Panayiotou, 2008)Ces auteurs ont utilisé des méthodes de stakstitpdernes pour traiter
les données de Hansen et ont développé trois éqgadinéaires, a partir d’'une régression
linéaire en deux étapes, pour calculer chacun desnetres de solubilité :

Ci correspond aux contributions du premier ordre djtoupement i apparaissant N fois
dans une molécule.

D; correspond aux éventuelles contributions du secortte d'un groupement |
apparaissant M fois dans une molécule.

W est égal a 1 ou 0, respectivement si le comptosiégpossede ou non des contributions
du second ordre.

Y est une fonction linéaire qui peut correspondde, &, ou on.

C’est une méthode simple mais pourtant assez pr@car prédire les propriétés des
composés organiques d'intérét environnementaltedgautique. Il s'agit d'une extension d’'un
précédent succes du groupenstantinou et al. (1994)Cette nouvelle méthode utilise deux
types de groupes : les groupes de premier ordrdéquivent la structure moléculaire de base
des composés ; ils correspondent aux groupemetisgsitdans la méthode UNIFAC et des
groupes de second ordre, qui sont fondés surdaithde conjugaison et d'améliorer I'exactitude
des prévisions.

Vingt-six nouveaux groupes de premier ordre ontdé#nis, afin de s'assurer que les
structures moléculaires de tout composé biochimigueompris aromatique complexe, a
plusieurs noyaux, et des composés hétérocycligpesyent étre décrites. En outre, 12
nouveaux groupes de second ordre ont été définisgrnéliorer la fiabilité des prévisions et
I'applicabilité de la méthode. Les trois propriég@s ont éteé estimées par la nouvelle méthode
sont le coefficient de partage octanol-eau (log)Klzesomme (Hildebrand) des paramétres de
solubilité a 25 ° C, et le point d'éclair.

Ces propriétés ont de nombreuses applications|@ahsstrie chimique, pharmaceutique
et alimentaire, ainsi que dans la protection deviftennement{Stefanis, 2004).
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Les valeurs calculées par la méthode de StefamiayiR#ou sont en accord avec les
valeurs expérimentales de Hansen. Le nombre depgnoents fonctionnels utilisé pour
décomposer les structures moléculaires est conséaeequi fait que la méthode est reconnue
comme 'une des plus précises pour le calcul des prarameétres de solubiligdSPiP, 2010).

C. Méthode de Yamamoto

La méthode du japonais Hiroshi Yamamoto est égalertres récente mais elle est
différente dans sa construction de celle de StefeahayiotoHSPiP, 2010)L’auteur a utilisé
'ensemble des données expérimentales de Hanséopmgosé les molécules en différents
groupements fonctionnels, puis a procédé a ungsmeh réseau de neurones. Celle-ci est un
modele de calcul dont la conception est tres igspidu fonctionnement des neurones
biologiques. Elle permet de faire des classemerds ddnnées en procédant a des
rapprochements logiques selon les connections éfaidissent entre elles.

Cette méthode permet de calculer directement lesygzres de solubilité a partir de la
structure moléculaire des composés mise en fornfiatnatique. L'approche de Yamamoto
permet également de calculer d’autres parametngsiquichimiques, comme par exemple la
température d’ébullition, avec une bonne précision.

La méthode est en constant développement et moasreésultats plutbt encourageants
pour I'avenir, en termes de prédiction des paragsale solubilité.

|.4. Les cartes de solubilité

Les méthodes de contribution de groupes sont ssmglatiliser lorsque la structure
moléculaire d'une substance est clairement idéetifiCependant, pour un composé dont on
ignore la composition exacte (huile, salissure..es méthodes ne sont pas applicables. Il
convient alors d'utiliser une procédure de déteatiam expéerimentale. Celle-ci s’appuie sur la
représentation tridimensionnelle des parametrasagsen.

Elle consiste dans un premier temps a choisir wrerataine de solvants dont les
parametres de solubilité sont connus et bien népdains I'espac@Hansen, 2007)Une fois la
sélection faite, on réalise des tests de soluldlit€éomposé étudié dans les différents solvants,
a température et concentration données et on absewellement si I'échantillon est soluble
ou non. Une fois ces données recueillies, on temeite de tracer une sphere de solubilité qui
inclut le maximum de solvants et exclut le maximdennon-solvants. Les coordonnées du
centre de la sphére correspondent alors aux pawsr solubilité du composé étudié.

Des trois parameétres de solubilité, le paraméairest celui qui présente le moins de
variations. C’est pourquoi, généralement, pourllseales composés, on préfere utiliser une
représentation bidimensionnel® vs don, plus facile a visualiser qu’'un espace a trois
dimensions. La figure V.2 fait ainsi état de laadijtion sur un tel diagramme de quelques
solvants de référence, ayant des parametres dalgéleonnugHansen, 2007)L’espaced,
vs & ainsi obtenu constitue la « carte des paramégesotubilité » ou encore « carte de
solubilité ».
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A partir de celle-ci, il est alors possible derésgnter visuellement I'affinité chimique
d’'une substance donnée pour plusieurs solvantsldetgs diverses. Pour cela, une démarche
expérimentale doit étre mise en ceuvre. Elle cansisr exemple, dans un premier temps, a
réaliser des tests de miscibilité entre le comigbsédié et les différents solvants. La miscibilité
entre les solvants et I'échantillon est visuelletrrservée en mélangeant dans des tubes en
verre 50 % en volume de chacun des constituantsrgaagitation de type vortex.

Une fois I'analyse effectuée, 'ensemble des réssikest alors reporté sur le diagramme
Op VS &, en repérant visuellement d’'une part les solvanisgibles avec le composé et d’'autre
part les solvants partiellement miscibles ou noscibles avec le composé. On obtient ainsi la
« carte de miscibilité » du composé étudié.

20 1 &P

Formamide
18 - + Propylene carbonate (19:26.2) Eau

. + Dimethyl Sulfoxide (42,3;16)
16 - y-Butyrolactone s
14 - QimethyIFormamide
Methanol

12 - + MethylPyrrolidone . *

. Ethylene Glycol
Diethylene Glycol

.
¢ .
10 1 Acetophenone Acetone Propylene Glycol
8 .Isophorone + Ethanol
Benzaldehy(fe +Dichloromethane . Propanol
6 - Hexanol
Tetrahydrofurane * Butanol
4 +Chlorobenzene ¢ Decanol
. *Butyl Acetate

5 Trichloroethylene _

1 + 1,4-Dioxane

+ Toluene
oh

O T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30

Figure V.2. Représentation de quelques solvants de référemsel@space bidimensionnel
dp Vs dn (Hansen, 2007).

La construction des cartes de miscibilité peut @igper a toute sorte de produits :
polymeres, huiles, matieres actives ou encore sgik@ants.

Les parametres de solubilité constituent un outipte et rapide pour sélectionner des
solvants dans le cadre de procédures de substitdgosolvants toxiques. lls permettent
d’obtenir des informations importantes sur I'afféndes composés chimiques en un minimum
de temps.
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Toutefois, il est important de souligner que ceatitthode est un guide qualitatif et semi-
empirique pour la formulation. C'est-a-dire qu’alie permettra d’approcher que de maniére
prédictive I'affinité potentielle d’'un solvant poune substance.

Néanmoins, lI'approche reste efficace pour prévapidement les incompatibilités et
permet bien souvent de limiter le nombre d’essaéabser.

I.5. Les spheres de solubilité

Le principe de la théorie de Hansen reste le méamecqglui des mélanges de Hildebrand
: plus les parametres de solubilité sont prochetustles composés sont solubles.

En représentant les trois parameétres dans le réPete, or, 61 ) d’Hansen on obtient
une ellipsoide dite « sphere de solubilité de Hamsée rayon de celle-ciRprésente la limite
de solubilité du composé dont les coordonnéestsentsdr celles du centre de la sphére.
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Figure V.3 : Représentation de la sphére de solubilité de Hagmsenun polymere P

Le principe de la sphére de solubilité de Hansérsiegple. Tous les solvants dont les
coordonnées seront situées a l'intérieur de larspbegront de bons solvants et tous les solvants
qui seront situés a I'extérieur de la sphere seronsidérés comme étant des non solvants ou
des mauvais solvants. Cependant, les scientifigue¢snontré qu’'un meélange de solvants
pouvait s'avérer plus efficace que chacun des stdvaris séparémef@Perron, 2002).Dans
un cas extréme, un mélange de faibles ou de neargsIpeut méme étre un excellent solvant.

Cette situation est illustrée sur la figure V.3 ptas solvants et S. Individuellement,
ils sont des non solvants pour P, cependant lelangé M est un solvant pour P.
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Chapitre V
Compréhension des phénomeénes de solubilité

[I. DETERMINATION DES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES
COMPOSES ETUDIES

La détermination des propriétés physico-chimigéttaéalisée a I'aide de deux logiciels,
ACD Labs 7.0 Boiling Point Calculator et ACD Lah$® $olubility dB (ou connu aussi sous le
nom de ACD/ChemSketch) qui permettent de constatige dessiner les structures de toutes
les formules chimiques possibles. L'interface deer@Bketch permet de présenter des
compositions chimiques claires. Ainsi, ChemSketchlcude aussi des propriétés
macroscopiques : formule, masse molaire, compaositiassique, solubilité dans I'eau,
température d’ébullition,...

Les résultats obtenus par ces deux logiciels sgmbupés dans le tableau V.1.
Nous pouvons remarquer que les monoterpenes smnipau solubles dans I'eau en
comparaison aux solvants pétrochimiques et plusggent lb-pinéne par rapport au toluene

et a 'hexane. Ce qui peut faciliter la séparatiermphases.

D’autre part, les monoterpenes oxygénés présentemtbonne solubilité dans I'eau
contrairement aux acides gras dont les valeursldéiité dans I'eau sont tres faibles.
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Ta\t/)liau Parameéphysico-chimiquegAdams, 1995 ;ACD Labs 2005)
Adams ACD
Groupes  Nomdu Composé  Formule Bute molare MO L&D AMiED  PVI0NC Pry2eiC
(g/mol) (mg/mL)
Camphéne @H1e 153,07 0,00808  158,6 37,9 124,045 3,38
Para-cyméne GH1a 155,78 0,0132  173,9 39,34 74,848 1,655
Monoterpénes Limonéne CioH16 163,26  0,00421 175,44 39,49 71,173 1,541
a-pinéne CioH16 154,9 0,00793 157,883 37,83 126,88 3,489
Terpinoléne CioH1e 159,62 0,00261 182,028 40,11 57,043 1,126
a-terpinéol CioH150 164,98 252 217,499 52,78 6,812 0,028
Bornéol GoH150 155,36 4,32 211,999 52,14 8,657 0,04
Monoterpenes ¢\ o GoH1202 156,28 2,52 254,999 51,24 2,582 0,01
O0Xygénés
Linalool CioH180 176,67 0,67 198,499 50,58 15,462 0,091
Thymol CioH140 154,21 0,85 232,999 48,88 6,31 0,038
_ a-humuléne CisHo4 24941 9,11E-07 276,346 49,41 1,823 0,008
Sesquiterpenes .
(E)-caryophylléne GHo4 228,45 3,19E-06 268,359 48,6 2,492 0,013
Sesquiterpénes a-bisabolol CisH260 240,93 0,00912 314,477 64,42 0,071 < 0,001
oxygenés  T-cadinol GsH260 237,22  0,0277 303,393 63,06 0,124 < 0,001
Béta-caroténe £Hs6 570,13 5,53 E-10 654,7 92,93 nd nd
Eau HO 18,05 1000 100 38,15 759,974 24,476




Ethanol GHeO 59,06 183,87 72,62 36,61 2031,201 82,819
Hexane GH14 127,58 0,0104 68,536 29,74 1872,138 150,927
pétr\?J(():thi?nr}tqsues Méthanol CHO 42,55 240,53 48,093 34,02 4733,362 265,414
Toluene GHs 105,71 0,36 110,602 33,48 554,668 27,712
Para-xylene gH1o 121,98 0,13 139,61 36,13 227,527 7,943
Palmitique C16:0 GH3202 287,74 8,19E-3  340,6 61,66 0,051 nd
Margarique C17:0 GH3402 303,78 4,89E-3  298,5 59,23 0,252 nd
Stéarique C18:0 {eH3602 320,28 3 E-3 359,4 63,84 0,02 nd
Eicosanoique C20:0 AH4002 353,3 1,1E-3 376,4 65,83 0,009 nd
. Béhénique C22:0 £2H440, 386,31 3,7E-4 391,8 67,66 0,004 nd
Acides gras Palmitoléique C16:1 {eH3002 280,88 1,39 E-2 363,6 66,96 0,01 nd
Oléique C18:1 @H3402 3139 481E-3 360 66,53 0,012 nd
Gadoléique C20:1 40H3502 346,91 1,82 E-3 426,3 74,7 nd nd
Linoléique C18:2 @H3202 307,51 7,83E-3  360,6 66,6 0,012 nd
Linolénique C18:3 GH3002 301,13 145E-2 4434 76,85 nd nd
Cétone Acétone GHeO 75,18 102,97 46,5 27,83 3424,515 348,445
Acétate de méthyle 6Oz 81,54 86,39 44 28,81 3956,821 368,35
Acétate d’éthyle HsOz 98,04 40,23 73,9 31,52 1670,524 34,218
=sters Acétate de n-propyle 4E11002 114,55 18,49 101,4 34,06 728,422 35,223
Acétate de n-butyle 6E11202 131,06 8,44 126,6 36,44 327,893 11,545

nd : non défini
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Chapitre V
Compréhension des phénomeénes de solubilité

[ll. DETERMINATION DES PARAMETRES DE SOLUBILITE DE
HANSEN DES COMPOSES ETUDIES

La détermination des paramétres de solubilité domposé est trés intéressante ; ces
derniers peuvent faciliter la recherche du sohadéquat, par le simple fait de connaitre ses
parametres de solubilité.

Dans un premier temps, les paramétres de so&hibint étre déterminés par trois
meéthodes de calcul. Par la suite leur affinité ehira serra déterminée par I'analyse de cartes de
miscibilités.

[11.1. Calcul des paramétres de solubilité

Afin de déterminer la solubilité de nouvelles molés sans avoir a le faire
expérimentalement, plusieurs méthodes de calculsepe étre utilisées. Les méthodes utilisées
dans notre étude sont celles de Van Krevlen, Stefanayiotou et la plus récente, celle de
Yamamoto. Ces méthodes utilisent différents algords basés sur la décomposition des
molécules en groupe de contributions.

En nous basant sur les structures moléculairesmidscules étudiées, nous avons pu
calculer les trois parametres de solubilifigsd, etdn. Ces trois méthodes sont disponibles dans
le logiciel « Hansen Solubility Parameters in Fcach(HSPiP, 2010)Les résultats obtenus ne
sont pas toujours identiques ; nous pouvons trodaes la littérature qu’un groupe soit utilisé
dans une méthode de contribution et qu’il ne lé pas dans une autre. C'est ce que nous
pourrons observer dans la suite de notre étude.

Afin de calculer les parameétres de solubilitégidaomposition de la molécule étudiée en
groupes fonctionnels prime. A titre d’exemple,iufe V.4 illustre la décomposition de I'acide
stéarique.

Van Krevlen Stefanis Panayiotou Yamamoto
1 CH 1 CH- 1 CH
16 CH 16 -CH- 1 Bu
1 COOH 1 COOH- 1 COOH

3 CHCH2CH2CH:>

Figure V.4 : Groupements fonctionnels identifiés dans la mokdel I'acide Stéarique C18:0
par les trois méthodes de contribution de groupes

Les parameétres de solubilité calculés par le legidiSPiP sont présentés dans le tableau
V.2.
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Tableau
V.2

Parametres de solubilité de HANSEN déterminésgsatrbis méthodes :
Van Krevlen, Stefanis Panayiotou et Yamam®&PiP, 2010)

Parametres de solubilité de HANSEN

Base de données de

Méthode de Van Krevlen

Méthode de Stefanis

Méthode de Yamamoto

HANSEN Panayiotou

Groupes Nom du Composé  ad op oh od op oh od op oh od op oh
Camphene 16,4 1,8 3,1 16,5 0 0 17,3 57 3,9 16,9 1,6 1,8

Para-cyméne - - - 16,8 0,7 0 16,1 1,4 3,6 18,5 2,6 19

Monoterpénes Limonéne 17,2 1,8 4,3 16,3 0 0 15,9 2 2,4 16,7 2,2 49

a-pinéne 16,9 1,8 3,1 16,4 0 0 16,9 1,9 2 17 1,3 2

Terpinoléne - - - 16,3 0,7 0 15,1 1,6 0,6 16,7 2,2 4,9

a-terpineol - - - 16,7 3 11 16,4 4,3 9,7 17 3.8 10

Monoterpénes Borqéol - - - 17,3 3,2 11,3 16,5 6 11,2 17 53 9,7
OXygénés E_ugenol 19 7,5 13 19,1 3,3 11,3 18,2 7,7 13,6 18,5 6,4 12,4
Linalool - - - 15,9 2,8 10,6 13,6 0 9,2 16,2 3,7 10,8

Thymol 19 4,5 10,8 19,1 3,3 11,3 16,4 3 11 18 4,6 9,6

L o-Humuléne - - - 15,3 0 0 15,8 -0,9 -0,4 16,7 1,6 3,2
Sesquiterpenes oy aryophylléne - i . 154 0 0 169 23 07 169 14 22
Sesquiterpénes  a-bisabolol - - - 15,3 2,1 9,1 16 1 6,5 16,5 3,3 4,9
OXygénes T-cadinol - - - 13,9 2,1 9,2 17,3 4,5 8,4 17,5 2,4 8,1
Ethanol 15,8 8,8 19,4 15,2 8,5 18,4 15,9 6,7 13,9 15,4 9,2 19,6

Solvants H,exane 14,9 0 0 15 0 0 15,2 3,1 4,7 15,2 0,8 2
pétrachimigues Methrj,mol 14,7 12,3 22,3 14,8 11,8 21,7 15,8 7 14,3 15,3 10,9 26,2
Toluene 18 14 2 17,5 1 0 18,2 4,1 4,8 18,6 15 2,1

Para-xylene 17,8 1 3,1 17,3 0,9 0 18,2 4,1 4 18,6 3,8 1,6
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Palmitique C16:0 - - - 16,4 15 59 15,8 2,3 54 16,4 2,8 5,8
Margarique C17:00 - - - 16,5 1,4 5,7 15,9 2 5 16,5 2,6 54
Stéarique C180 163 33 55 165 13 56 159 17 46 165 25 53
Eicosanoique C20:0 - - - 16,4 12 53 159 1 38 165 25 53
BéhéniqueC22:0 - - - 16,4 11 51 159 04 3 16,6 2,2 5
Acides gras Pa'@'ltg'_el'q“e - . - 163 15 6 163 19 59 163 29 55
Oléique C18:1 16 28 62 163 13 56 163 13 51 163 31 53
Gadoléique C20:1 - - - 163 12 54 163 07 43 163 29 55
Linoléique C18:2 - - - 16,2 1,4 5,7 16,7 0,9 5,6 16,2 3 51
Linolénique C18:3 - - - 16,1 1,4 5,8 17,2 0,5 6,2 16,3 3,5 55
Acétatede oo g1 g1 151 6 93 157 54 87 156 61 81
méthyle
Acétate d’'éthyle 158 53 72 153 5 84 157 5 83 156 6 7.2
Esters Acétateden- .5 .5 76 155 43 78 157 47 79 157 48 66
propyle
Acétateden- .o 5. g3 156 37 73 157 44 75 158 51 65
butyle
Cétone Acétone 155 104 7 15 102 52 158 85 62 158 101 5
B-carotene - - - 16,5 0 0 - - - 19,6 2,5 3,9
Eau 155 16 42,3 - - - - - - - - -
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Chapitre V
Compréhension des phénomeénes de solubilité
Aprés observation du tableau V.2, nous pouvons mgmea que les trois méthodes de
contributions de groupes ne donnent pas des résusitailaires pour chacune des molécules
étudiées. Néanmoins, les résultats obtenus pa¢tlaate de Yamamoto se rapproche le plus des
parametres de la base de donnée de Hansen.

Ces parametres permettent de faire des preévisignie pouvoir solvant d’'une molécule
sur une autre si leurs parametres de solubilité remprochés. Afin de comparer plus aisément
les valeurs obtenues par les trois algorithmes didegammes représentaiten fonction ded,
ont été analysés.

[11.2. Analyse des diagrammes de solubilité

Les diagrammed§, en fonction dén ont été élaborés a partir des valeurs des parasnetr
de solubilité déterminée empiriguement péansen (2007)ou par 'une des méthodes de
contribution de groupes résumées dans le tableauGés diagrammes ont été utilisés afin de
localiser les agrosolvants capables de solubikseacides gras et ffecarotene dont I'extraction
a ete étudiée dans le chapitre V.

Pour chaque méthode de contribution de groupescame de solubilité differente a été
tracée (figures V.5 a V.7). Quelques différencelsaté notées suite a la répartition des acides
gras sur ces trois diagrammes, notamment au ntkegarametr®p qui présente ici le plus de
variations entre les trois méthodes de contribudimgroupes utilisées. Cependant, nous pouvons
remarquer que pour les trois diagrammes, le gralgm acides gras ainsi que celui des
monoterpenes se localisent dans la méme région.

Selon la méthode de Van Krevelen (figure V.5),degles gras sont localisés dans une
zone assez étroite comprise entre 1 et 3Y¥paur la force d'attractiod, et entre 5 et 6 Mp&
pour la force de liaison hydrogéde Les acides gras sont prochesodpinéne et du camphéne
et trés proche du limonéne, ce qui devrait en fairaneilleur solvant que le para-xylene, le
toluene et I'hexane qui sont plus loin.

Selon la méthode de Stefanis Panayiotou (figurg 6 acides gras se répartissent de
maniére plus dispersée sur le diagramme et couuranzone plus importante comprise entre 0
et 3 Mpd'? pour la force d’attractiody, et entre 3 et 7 Mp&pour la force de liaison hydrogéne
on. lIs sont situés a proximité des monoterpénes péarticulierement le limonéne et le para-
cymeéne. L’hexane est assez €loigné.

Enfin, selon la méthode de Yamamoto (figure V.&$,dcides gras sont localisés dans une
zone trés compacte formant une ellipse comprise énét 3 Mp4? pour la force &, et entre 5
et 6 Mpa’?pour la forcedn.

Le béta-carotene se situe a proximité des acigeseajrdu groupe des monoterpenes et plus
précisément da-pinéne et du limonene.

A travers les diagrammes, nous pouvons constatex s monoterpénes et
particulierement le limonene, peuvent étre utilis@sime alternative pour remplacer I'hexane,
situé dans une zone plus éloignée, pour I'extraalies acides gras et fitcarotene.

Nous pouvons aussi remarquer que les monoterp&tygemes ainsi que les esters se

regroupent dans deux zones pas tres éloignéesdaihautre ; ces composés seraient facilement
extraits par ces solvants.

114



12 1 &p Eau

(42,3;16)

+ Monoterpénes

A Monoterpénes oxygenés = Acétone
10 - — Sesquiterpénes

mSesquiterpénes oxygenés

e Solvant pétrochimique Van Krevlen

+ Acide gras

A Béta-caroténe
g . o Esters

A Eugénol
6 - O~Acétate de n-métyle
O Acétate d'gthyle
tate de n-propyle
4 _
n-butyle
2 | > @ T-cadinol
Para-cyméne
S oh
O L Héxane T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Figure V.5 : Représentation des paramétres de solubilité dedtigoar la méthode de Van Krevlen dans I'espagmbitsionneb, vs on
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Figure V.6 : Représentation des paramétres de solubilité dedtigoar la méthode de Stefanis Panayiotou dampatedidimensionné, vs on
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Figure V.7 : Représentation des parameétres de solubilité dedtigmar la méthode de Yamamoto dans lI'espace hidioreeld, vs on
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Conclusion générale

[11.3. Sphere de solubilité

Afin de déterminer le centre de la sphére et lemage I'étendu du pouvoir solvant des
molécules étudiées sur les acide gras, nous lessaraprésenté dans un espace a trois

dimensiond,, & etdq, a I'aide du logiciel HSPiP. (Figure V.8)

Figure V.8 : Sphere des parametres de solubilité de Hansescttbess gras par la méthode de
Yamamoto dans I'espace tridimensiondels on vs dq

Les coordonnées du centre de la sphére pour léssagias sont :
S =4.69 Mpa'?
&h=10.32 Mp&?
&1 =16.96 Mp&?
R=9.4

D’apres la sphére de solubilité de Hansen par thodé de Yamamoto, les monoterpénes
tels que la-pinene, le limonéne, le camphene, le cyméne EBeipinolene sont a l'intérieur de
la sphére ce qui fait d’eux de bons solvants pesiatides gras.

CONCLUSION

La comparaison des trois méthodes montre que laadétde Yamamoto donne des
résultats plus intéressants vu que les zones $ostcpmpactes pour les différents groupes
étudiés.

Le calcul des parametres de Hansen est une bopnechp pour la détermination de la
solubilité d’'un composé par rapport a un solvaes tésultats obtenus montrent quepinene
est un solvant adéquat pour I'extraction des acjplas et d3-carotene, ce qui confirme les
résultats expérimentaux du chapitre V.
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Conclusion générale

Conclusion géneérale

L’objectif de cette thése était de valoriser leshtads de I'industrie du bois et I'application
du pinéne comme solvant vert.

Dans ce but, nous avons en premier lieu étudiéréietion de I'huile essentielle de pin
d’Alep par quatre procédés, deux conventionnelgtivelment anciens : I'entrainement a la
vapeur d’eauEV et I'hydrodistillation HD; et deux autres beaucoup plus récents
I'entrainement a la vapeur assisté par micro-otdglO et I'hydrodistillation assistée par
micro-ondesHDMO . L’étude a montré que les rendements obtenus @mrplocédés
conventionnels sont comparables (0,61% pdti let 0,57 % pour HD) et supérieurs a ceux
des procédés assistés par micro-ondes (0,44% HOMMIO et 0,16 % pour HDMO).
Cependant, ces deux derniers procédés n’ont ploptimisés en raison des limites de notre
installation. Néanmoins, un gain de temps de pkis/d % pour EVMO et 50 % pour
I'HDMO a été noté en comparaison aux procédés conveatsonn

L’identification par Chromatographie en phase Gaeea permis de déterminer la
composition chimique des huiles essentielles, entifiant 40 constituants. L'examen de ces
huiles essentielles montre qu’elles sont compasaljealitativement, néanmoins des
différences sont observées dans leurs teneurristitiant majoritaire est @ Caryophylene.

Les deux huiles sont caractérisées par des teeaursnoterpenes avoisinant 10% pour
I'EV et 8% pour EVMO et de trés faibles teneurs en monoterpénes oxggéadourcentage
en sesquiterpéne est tres élevé avec un total 88%5pour I'entrainement a la vapeur d’eau
et 60,17% pour I'entrainement a la vapeur d’eaist@sgar micro-onde. Les huiles extraites par
les deux procédés présentent de faibles tenelgssgpuiterpenes oxygeneés.

L'étude de I'activité antioxydante a révélé unevaét moyenne de I'huile essentielle des
aiguilles de pinRinus halepensisg2% pourEVMO et 22% pouEV.

Quant a l'activité antibactérienne, les huiles psbes extraites par I'entrainement a la
vapeur assisté par micro-ondé&s/(MO), ont montré une activité inhibitrice inférieureelle
trouvée pour I'huile extraite par le procédé classi EV). Il semblerait que les micro-ondes
agissent sur les composeés bioactifs de I'huilergggdie puisque la sensibilité des souches est
plus accentuée dans le cas de I'extraction parlsiemgrainement a la vapeur.

Les travaux effectués confirment que les activiéddioxydante et antibactérienne
dépendent directement de la technique d’extractibisée.

La valorisation par une extraction par solvant @ssdus des aiguilles de pin récupérés
apres extraction de I'huile essentielle, a montré ka teneur totale en composés phénoliques
des extraits éthanoliques des résidus est intéresgaarticulierement pour le résidu entier
d’extraction par entrainement a la vapeur d’eaistspar micro-ondes, ou le rendement est de
I'ordre de 0,08 mg d'acide galligue/mg de concrete.

L’ a-pinéne composé de I'huile essentielle de pin dydeété utilisé pour la premiére fois
comme biosolvant pour remplacer les solvants pRimuques dans trois études : le n-hexane
pour la détermination des matiéres grasses dangdases oléagineuses et I'extractionfiu
carotene, et le toluéne pour la détermination du tBhumidité de produits alimentaires.
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Conclusion générale

Aucune différence significative n’a pu étre miseéerdence entre les différents extraits
permettant de conclure que le solvant proposepihieéne, est efficace et valable pour la
récupération des huiles et matiéres grasses dangrdénes oléagineuses et peut étre une
alternative certaine au n-hexane. Méme si sa teatyrérd’'ébullition est supérieure a celle du
n-hexane (surplus d’énergie nécessaire pour sarffelge), le fait que le taux de recyclage du
a-pinéne est quasi-total (90% contre 50%) le rend pitéressant, plus fiable et plus sar pour
I'environnement.

Dans cette étude, nous avons également utilisé,laguemiere fois, di-pinéne comme
solvant pour la détermination du taux d’humidité gleduits alimentaires en utilisant la
procédure de Dean-Stark. Les résultats obtenusgti nouvelle méthode sont comparables
en termes de teneur en eau avec ceux obtenus parckdure conventionnelle en utilisant le
toluene comme solvant de distillation. La méthode mnéne permet des économies
consistantes en terme de temps d'extraction (30 vwiri05 min) et par conséquent en
consommation d'énergie.

L’étude menée sur I'effet de la température etaghyport (solide/solvant) sur le rendement
en3-carotene a permis de conclure quepinéne peut étre une alternative intéressante pour
I'extraction du béta-caroténe. Un modele mathématig été proposé avec un coefficient de
corrélation supérieur a 94%, ce qui permet de cwacue le modéle proposé présente un bon
ajustement dans le domaine expérimental étudié.réssltats ont montré que seule Ila
température a un effet significatif sur le rendetrean-carotene.

Avec I'évolution des procédés et la diminution @mps d’extraction, les biosolvants
permettront de quantifier les gains environnemené&dsanitaires, et ceci a I'échelle laboratoire
ou a I'échelle industrielle.

Le dernier chapitre est ensuite venu complétetréemux menés dans le domaine de la
solubilité par la détermination des parametresotlgbdité de Hansen, et conforter les résultats
expérimentaux obtenus quant a l'utilisationodpinéne pour remplacer I'hexane et le toluene.

Trois méthodes ont été utilisées : la méthode de Kizvlen, la méthode de Stéfanis
Panayiotou et la méthode de Yamamoto. La comparaisaes trois méthodes montre que la
méthode de Yamamoto donne des résultats plus sstanes et plus proches des paramétres de
la base de données de Hansen. Cependant, powenialite ou I'autre des 3 méthodes de calcul
et donc étre en mesure d’attribuer aux agro-sadvprposés des valeurs de parameétres de
solubilité, une étude complémentaire sur des sisviscibilités serait nécessaire afin de se
rapprocher le plus possible de la réalité expérialerpour pouvoir délimiter des zones de
miscibilite.

Le travail expérimental effectué dans cette thesatra que le calcul des parameétres de
Hansen peut étre une bonne approche pour la efettin nouveau solvant pour une molécule
donnée, tel que cela a été démontré par les aéswolbtenus pour I'extraction des acides gras
et dup-caroténe, qui font da-pinéne un solvant approprié pour ces extractibgsiieouvre la
possibilité d'une utilisation du camphéne, et d'auhonoterpenes pour ces extractions.
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Conclusion générale
Loin d’avoir apporté toutes les réponses aux qomstsoulevées tout au long de la
réalisation de cette these, ce travail mériter@itrel poursuivi notamment en investiguant les
axes suivants :

- L’optimisation des procédés d’extractions assigi@s micro-ondes pour la
récupération de I'huile essentielle de pin.

- Elargissement du domaine expérimental pour I'exiva dup-caroténe.

- Développement de l'utilisation des biosolvants enbasant sur les données
théoriques apportées par le calcul des paramétgesalubilités.
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Annexe B

Annexe B
Liste des phrases Répartition de risque

R1 : Explosif a I'état sec.

R2 : Risque d'explosion par le choc, la frictianféu ou d'autres sources d'ignition.
R3 : Grand risque d'explosion par le choc, laifvittle feu ou d'autres sources d'ignition.
R4 : Forme des composés métalliques explosifsaasibles

R5 : Danger d'explosion sous l'action de la chaleur

R6 : Danger d'explosion en contact ou sans coatest |'air

R7 : Peut provoquer un incendie.

R8 : Favorise l'inflammation des matieres combiesib

R9 : Peut exploser en mélange avec des matiéresustinles

R10 : Inflammable.

R11 : Facilement inflammable.

R12 : Extrémement inflammable

R14 : Réagit violemment au contact de I'eau.

R15 : Au contact de I'eau, dégage des gaz extrémtanfmmmables.
R16 : Peut exploser en mélange avec des substemtdsirantes.
R17 : Spontanément inflammable a l'air.

R18 : Lors de I'utilisation, formation possiblemélange vapeur/air inflammable/explosif
R19 : Peut former des peroxydes explosifs

R20 : Nocif par inhalation

R21 : Nocif par contact avec la peau

R22 : Nocif en cas d'ingestion.

R23 : Toxique par inhalation.

R24 : Toxique par contact avec la peau.

R25 : Toxique en cas d'ingestion.

R26 : Tres toxique par inhalation

R27 : Tres toxique par contact avec la peau

R28 : Tres toxique en cas d'ingestion.

R29 : Au contact de I'eau, dégage des gaz toxiques

R30 : Peut devenir facilement inflammable pendafitisation

R31 : Au contact d'un acide, dégage un gaz toxique.

R32 : Au contact d'un acide, dégage un gaz tréquex

R33 : Danger d'effets cumulatifs

R34 : Provoque des bralures.

R35 : Provoque de graves bralures.

R36 : Irritant pour les yeux

R37 : Irritant pour les voies respiratoires

R38 : Irritant pour la peau

R39 : Danger d'effets irréversibles trés graves

R40 : Effet cancérogéne suspecté: preuves insaféisa
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R41 : Risque de Iésions oculaires graves.

R42 : Peut entrainer une sensibilisation par iniwela

R43 : Peut entrainer une sensibilisation par coateec la peau.

R44 : Risque d'explosion si chauffé en ambiancénéa

R45 : Peut provoquer le cancer.

R46 : Peut provoquer des altérations génétiquexiiiaires

R48 : Risque d'effets graves pour la santé en'eapaskition prolongée.
R49 : Peut provoquer le cancer par inhalation

R50 : Tres toxique pour les organismes aquatiques

R51 : Toxique pour les organismes aquatiques

R52 : Nocif pour les organismes aquatiques

R53 : Peut entrainer des effets néfastes a longetpour I'environnement aquatique
R54 : Toxique pour la flore

R55 : Toxique pour la faune

R56 : Toxique pour les organismes du sol.

R57 : Toxique pour les abeilles.

R58 : Peut entrainer des effets néfastes a longetpour I'environnement.
R59 : Dangereux pour la couche d'ozone.

R60 : Peut altérer la fertilité.

R61 : Risque pendant la grossesse d'effets néfasted'enfant.

R62 : Risque possible d'altération de la fertilité.

R63 : Risque possible pendant la grossesse d'efffdstes pour I'enfant.
R64 : Risque possible pour les bébés nourris amiaternel

R65 : Nocif : peut provoquer une atteinte des pawsren cas d'ingestion.
R66 : L'exposition répétée peut provoquer desseehtau gercures de la peau.
R67 : L'inhalation de vapeurs peut provoquer soem# et vertiges

R68 : Possibilité d'effets irréversibles
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Résumé

Intitulé : Valorisation de déchets de I'industrie du bois et I'application du pinene comme solvant
vert

La valorisation de déchets de I'industrie du bgi@eé sur I'extraction dans un premier temps deile
essentielle des aiguilles de pin et dans un setemgs de composés bioactifs, a partir des résidus
d’extraction. L'extraction de I'huile essentielle&té réalisée par quatre procédés, deux converimnn

: I'entrainement a la vapeur d’eau (EV) et I'hydsiidlation (HD); et deux autres innovants :
I'entrainement & la vapeur assisté par micro-of@®$0) et I'hydrodistillation assistée par micro-
ondes (HDMO). Les rendements obtenus par les péscé@bnventionnels sont comparables et
supérieurs a ceux des procédés assistés par nides-dNéanmoins, Un gain de temps de plus de 77 %
pour TEVMO et 50 % pour 'HDMO a été noté en comgiaon aux procédés conventionnels. L’étude
des activités biologiques des huiles extraites atraaju’elles dépendent directement de la technique
d’extraction utilisée. La valorisation des résides aiguilles de pin récupérés apres extractidigiée
essentielle, a montré que leur teneur en compdsé&sopques est intéressante. L'utilisation pour la
premiere fois du pinéne comme solvant vert poumptaoer les solvants pétrochimiques dans divers
domaines, n’a montré aucune différence signifieatintre les différents extraits, permettant de lcoac
que le solvant proposé,atpinene, est efficace et valable pour substitusrdelvants organiques
auxquels il a été comparé.

Mots clé : Valorisation, Pin, Huile essentielle, Composésbiifs, Extraction, Pinene, Solvant vert

Summary
Heading: Valorization of waste of wood industry, and appiica of pinene as green solvent

Wood industry’s waste valorization was initiallya&d to the extraction of essential oil of pinedies.
Later this valorization was associated to the ekiva of bio-active compounds from the extraction
residues. The extraction of essential oil was peréa following four processes. Two conventional
processes that are steam distillation (SD) anddujsiillation (HD), and two innovating processestth
are microwave steam distillation (MSD) and microwdnydrodistillation (MHD). The yields obtained
by conventional methods are comparable and highen those obtained by microwaves assisted
processes. Nevertheless, compare to conventiooakegses, the extraction time was significantly
reduced by more than 77% for MSD and 50% for MHBe Btudy relating to biological activities of
oils extracted has shown that they are directlyedepnt on the extraction technique. The residues of
pine needles’ valorization collected after the @stion of essential oil have shown that their ptieno
content is interesting. Also, for the first usgofene as a green solvent in replacement of petroidal
solvents in various fields, no significant diffecenhas been shown between the various extracts. Thi
results in the efficiency and validity of the prged solvent, i.e. pinene, to substitute the orgsolients
with which it has been compared.
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