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Au travers de I'Arrété du
Gouvernement wallon du 5 mai
2022 octroyant une subvention

a l'asbl Valbiom dans le cadre de
la mesure 9 relative a I'économie
biosourcée dans le cadre de
Circular Wallonia, la Wallonie
confie a Valbiom la mission de
valoriser, par |'extraction, des
molécules d'intérét présentes
dans les écorces constituant des
coproduits de la fransformation
industrielle du bois en Wallonie.

Le présent rapport décrit les
activités et résultats obtenus
durant le projet et portant sur
une période du 5 mai 2022 au
30 septembre 2023.

valbiom

Valbiom asbl

LES MISSIONS DE VALBIOM

Valbiom est un acteur wallon de reférence pour
une societe fondée sur ['utilisation durable des
ressources nafurelles. Lasbl stimule et facilite

la mise en ceuvre d'initiafives infégrées de
production de biomasse et de sa transformation en

énergies et matériaux.
Ses axes strategiques

» Stimuler I'échange
d'expertise entre les
professionnels du secteur.

» Inspirer, conseiller et outiller
les autorités publiques.

» Accompagner des porteurs
de projet de la conception a
I'aboutissement.

» Etre le centre de ressources
informationnelles de
référence du secteur.

» Initier de nouvelles
collaborations
opportunes
entre des acteurs
complémentaires.

» [dentifier et stimuler les
nouveaux débouchés
porteurs pour le secteur
primaire.

» Sensibiliser a une
citoyennete biosourcee.

info@valbiom.be 081/84 58 87

TOUS NOS OUTILS SUR WWW.VALBIOM.BE
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Introduction générale

Ce rapport est un resume du projet Extraforwal qui a
pour but, a fravers l'extraction de molécules d'inferét
presentes dans les coproduits de la fransformation
industrielle du bois, de valoriser cette filiere. En effet, les
coproduits du bois comme les écorces ne présentent a
I'heure actuelle qu'un faible inférét économique. Celles-ci
sonf majoritairement utilisees pour de la combustion de
biomasse ou comme paillage dans les parcs et jardins.

La mission de Valbiom est d'explorer le potentiel de
ces ecorces en termes de contenance en molécules
d'intérét pour d'autres secteurs. En effet, s'il s'avere que
les ecorces d'arbres sont riches en certains types de
molécules avec des proprietes exploitables (pour les
secteurs pharmaceutiques, cosmetiques, nutraceutiques
par exemple), la valorisation de ces coproduits en serait
forfement augmentee.

Le rapport est construit en 5 grandes parties.

La premiere partie servira de mise en confexte de cette
etude ef visera a répondre aux questions suivantes:

- Pourquoi s'intéresser aux extractibles?
« Quels secteurs sont interesses par ces extractibles?

Ensuite nous analyserons le gisement potentiel d'ecorces
en Wallonie. Nous répondrons ainsi a la question:

» Quel estle volume d'écorces disponibles en Wallonie?

Dans un froisieme temps, Nous NOus intéresserons aux
meéthodes d'extractions ainsi qu‘aux molécules présentes
dans les écorces. Cette partie est cruciale pour la suite de
notre etude, car elle repondra a deux questions:

+ Quelle méthode d'extraction permet d'extraire, si
possible de maniere économiquement avanfageuse,
la plus grande quantité de molécules d'interét?

« Quelles sont ces molecules d'inferét que nous refrouvons
dans les ecorces et en quelle quantite?

Enfin, une fois les molécules presentes dans les écorces
identifiees, nous regarderons de plus pres leur potentiel
pour les secteur de la cosmétique, de la nutraceutique
et du biocontréle. Nous répondrons ainsi a la question:

« Dans quels secteurs ces molécules pourraient-elles étre
valorisees?
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Introduction générale
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Les extractibles du bois et leurs intéréts

Pourquoi s'intéresser aux extractibles?

Que sont les extractibles
du bois?

Les «extractibles du bois» sont des composés a faible poids
moléculaire qui peuvent éfre extraits facilement a l'aide de
solvants organiques ou aqueux. lIs different des constituants
structurels du bois tels que la cellulose, I'némicellulose et
la lignine qui nécessitent des meéthodes d'isolement plus
rigoureuses. Ces «extractibles » regroupent divers composes,
principalement des metabolites secondaires non essentiels a
la croissance de l'arbre, mais qui ont d'autres réles importants.
lls sont presents dans les compartiments de l'arbre avec des
concenfrafions variables en fonction de facteurs comme
I'age, les conditions de croissance, etc.

Ces composes contribuent a différentes caractéristiques
du bois comme sa durabilité, sa couleur, son odeur,
son comportement face a I'humidite et méme cerfaines
proprietés physiques et mécaniques. Bien que la plupart
ne soient pas chimiquement lies aux parois cellulaires,
cerfains le sont, tels que les tannins condenses. La gamme
des molécules considerees comme «extractibles» est large,
allant des composés phenoliques et terpeniques aux graisses
et cires.

Parfois, la définition d'extractibles englobe méme les
composes inorganiques presents dans les cendres apres
la combustion du bois, bien que ce ne soient pas reellement
des «extractibles».

Extractibles: une
opportunité de chimie du
bois en Wallonie

Un contexte propice

En Wallonie, I'établissement d'une chimie lourde
issue du bioraffinage du bois est improbable due a
la structure de la filiere bois, les prix et les contraintes
d'approvisionnement. Une chimie basee sur la
valorisation de la cellulose, hemicelluloses et lignine
pourrait se developper si I'unique usine de patfe a
papier chimique wallonne réorientait partiellement
ses activites. Cependant, le développement potentiel
réside dans une chimie du bois pour des marchées
de niche ef produits a haute valeur ajoutee, en se
concentrant sur les extractibles forestiers. Ces composés
sontabondants dans les coproduits moins valorisés de
lindustrie du bois, comme les écorces, les nceuds, les
feuilles et les aiguilles.

La Wallonie possede des compétences solides dans
I'extraction, mais la purification ef la fonctionnalisation
des extraits pour des molecules specifiques sont
colfeuses et adaptees aux molécules a haute valeur
ajoutée. Voila pourquoi un fort interét est porte surles
opportunites de valorisation d'extraits brufs, composes
de meélanges de molecules.
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Cette filiere peut s'intégrer harmonieusement dans la
filiere bois sans detourner les flux de coproduits de leurs
usages acfuels, en ajoutant des etapes benefiques aux
processus existants. Par exemple, 'extraction d'écorces, qui
confiennent des quantites élevees d'extractibles, pourrait
se faire entre I'écorcage et la valorisation énergetique,
ajoutant une valeur a ce coproduit génere par l'industrie
du bois.

Quels extractibles d'intéréts
retrouver dans les coproduits
de la 1" fransformation du bois
wallonne?

Bien que le terme «extractible » englobe diverses
molécules, des recherches ef projets en cours ont identifie
les extractibles valorisables dans les essences fransformees
par l'industrie du bois en Wallonie.

Une etude québecoise a mis 'accent sur les terpenes et
les polyphénals.

Les terpenes, abondants dans les resines, presenfent
des activités biologiques variées et therapeutiques
(antibactérien, insecticide, etc.). Certains terpenes ont
des applications pharmaceutiques, comme le paclitaxel.

Les polyphenols, preésents chez les plantes, ont une
solubilité dans l'eau et les solvants polaires, les rendant
facilement extractibles a faible codt. Ils trouvent des

applications en cosmetique, agroalimentaire, teintures,
tannage et adhesifs. Parmi eux, les fannins sont notables.

Des équipes francaises éfudient le potentiel en extractibles,
y compris les ecorces, dans le Grand Est. Valbiom suit ce
projet avec interét.

Quels secteurs sont intéressés par
ces extractibles?

Les proprietes impactantes du bois dues a ses extractibles
influent sur sa valorisation, mais une fois extraites, ces
molecules interessent également la chimie de specialite.
Des domaines tels que la cosmétique, la nutraceutique
et la pharmaceutique sont affires par les molécules
naturelles en reponse a la demande croissante de produits
d'origine naturelle. Par exemple, le marché europeen des
cosmetiques enregistre une croissance annuelle de 6 a
7 % pour les produits « naturels»*.

D'autres marches, comme l'agro-alimentaire, les
tensioactifs, les produits de préservation du bois, les
phyfosanitaires (insecticides, fongicides) ainsi que les colles,
resines et mousses isolantes, monfrent eégalement de
linferét pour les extractibles en divers produifs et volumes.

Bien que ce document ne vise pas a presenter une etude
exhaustive, le projet francais « Extractibles forestiers de
I'Est» (ExtraFor_Est)? a récemment réalisé une étude
dans ce domaine. Certains eléments de cette etude sont
accessibles publiquement et sont examines ci-dessous.

1. https:/www.cbi.eu/market-information/natural-ingredients-cosmetics/what-demand
2. https:/wwwé.inrae.fr/extraforest/content/download/4044/38573/version/1/file/2020_1013_IAR_ %25c3 %25a%tude_march %25¢3 %25a9s_

pr%?25c3 %25a9sentation.pdf
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Des produits déja existants

Il ressort de cette étude francaise que des produits a
base d'extraits forestiers sont deja commercialisés sur des
marchés a faible volume et faibles barrieres reglementaires.
De méme, un intéréf est present sur des marches de plus
gros volumes mais aussi avec des barrieres reglementaires
plus imporfantes.

Il existe egalement quelques produits qui ont necessite
un fort investissement afin de passer les barrieres
reglementaires ef obtfenir les autorisations necessaires. Les
barrieres réglementaires ne sont donc pas necessairement
un obstacle infranchissable. Elles peuvent étre levees,
moyennant un co(t, lorsque les bénéfices espéres sur
le produit et/ou marchée concerne le justifient.

Diverses techniques d'extraction
disponibles

La plupart des produits commercialises actuellement
(ou en développement) sont bases sur des fechniques
d'extraction conventionnelles, telles que I'extraction solide-
liquide avec des solvants (eau, €thanol). Des methodes
bien établies comme la macération, la décoction, I'infusion
ou la percolation sont utilisees a grande échelle industrielle.

D'aufres méthodes, appelées techniques d'exfraction
infensifiee, améliorent les rendements ef la productivite
destechniques conventionnelles en utilisant des procedes
différents. Les techniques telles que I'extraction assistee
par micro-ondes, les ultrasons ou l'extraction enzymatique
visenta reduire les temps d'extraction, la consommation de
solvant et/ou d'énergie. Elles permettent parfois d'extraire

des molécules impossibles a obfenir avec les methodes
classiques. Ces technologies font I'objet de recherches
confinues. Cependant, leur efficacité doit étre evaluee en
termes de collfs par rapport aux methodes fraditionnelles,
ainsi que leur conformité avec les reglementations en
vigueur pour déferminer leur perfinence en fonction des
produits et des marches cibles.

Les marchés d'intérét

Les pistes de valorisation des extraits issus d'ecorces
sont nombreuses, allant des secteurs impliquant de
faibles volumes pour une fres haute valeur ajoutee
(pharmaceutique, cosmetique) aux secteurs orientes
vers de la production de masse et a valeur ajoutée
nettement moindre (colles et adheésifs). Les contraintes
sont évidemment fort différentes entre ces secteurs,
tant d'un point de vue fechnique qu'économique ou
reglementaire. Ces contraintes doivent étre surmontables
pour 'extrait concerne.

Parmi les potentiels marchés d'intérét pour la valorisation
de ces extraits, citfons:

- Les cosmetiques: principes actifs, conservateurs
(antioxydant, antimicrobien)

- Lalimentation humaine: nutraceutique (compléments
alimentaires), conservateurs (antioxydant,
antimicrobien, antifongique), arémes et colorants

« ['alimentation animale: addlitifs

« L'agriculture: biostimulant, biocontréle.
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Marché des cosmétiques

Le marcheé des cosmétiques recherche des extraits
naturels a haute valeur ajoutée. Des produits bases sur
les essences wallonnes sont deéja commercialises, utilises
comme principes actifs ou agents conservateurs, a des
valeurs variant de 20 a 1000 €/kg. La demande croissante
pour des produifs naturels motive ce développement,
ainsi que la recherche d'alternatives aux molecules
synthetiques (conservateurs). Cependant, des contraintes
reglementaires chinoises et la couleur peu adaptee a
certains produifs peuvent entraver leur utilisafion.

Marché nutraceutique et alimentation
humaine

Les extraifs forestiers sont principalement desfinés aux
complements alimentaires, recherchant des alternatives
aux conservateurs synthetfiques. La compeétition est
infense, surtout dans le secteur nutraceutique, avec des
prix autour de 150 a 200 €/kg. Les ufilisations cosmetiques
et conservatrices sonf également présentes a des prix
similaires (20 a 30 €/kg).

Marché de I'alimentation animale

Les extraits forestiers servent d'additifs alfernafifs aux
anfibiofiques et antioxydanfs dans I'alimentation animale.
Les fanins de chataignier et le Pycnogenol (écorce de pin)
sontcommercialises a des prix de 1a 10 €/kg. La complexite
et le colt de la mise sur le marché sont des obstacles.
Hormis les tanins de chataignier et le Pycnogenol, peu
d'autres extraifs de bois sont ufilisés dans I'alimentation
animale. Des projets, comme BarkCure en Norvege, se
sonf concentrés surles fannins d'écorce de pin contre les

parasites. Un projetimpliquant Borregaard vise a valoriser
les sous-produits d'épicea pour l'alimentation animale,
la pharmaceutique, les cosmetiques et les pesticides
biologiques.

Marché agronomique - biostimulant et
biocontréle

Le marche des produits phytosanitaires cherche des
alternatives aux molécules synthefiques, avec un équilibre
entre colt et efficacité. Les extraits nafurels repondent a
ces besoins en remplagant les molécules interdites. lIs
peuventaussi aider dans les problemes de stress hydrique
et de qualite des sols, nofamment pour les biostimulants.
Les produits biostimulants a base d'extraits de planfes sont
peu développes, seuls quelques-uns sont commercialises,
dont les fanins issus d'extraits forestiers.

Des produits contenant des extraits de bois de chataignier
ef de méléze sont en cours d'auforisation. Une spin-
off wallonne a débute en 2021 les démarches pour
homologuer un herbicide a base d'huiles essentielles.

Les produits de biocontréle et de biostimulants ont des
prix en dessous de 10 €/kg, nécessitant une rentabilite
parla quantité. Deux marcheés se distinguent: agriculture
professionnelle et le secteur «Home and Garden » pour
particuliers, plus petit et reglemente mais a plus grande
valeur ajoutee. Les colts et les delais d’'homologation
doivent éfre considérés. Néanmoins, ce secteur cherche
des substances actives et des adjuvants, offrant des
opportunités pour la valorisation d'extraits forestiers.
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Les extractibles du bois et leurs intéréts

Les contraintes spécifiques des
marchés a haute valeur ajoutée

La valorisation des extraits se réalise principalement dans
les secteurs a haute valeur ajoutée comme la cosmetique,
le nutraceutique et le pharmaceutique, en exploitant le
ratio prix d'achat/volume d'extrait avantageux. Les projets
d'extraction de petite faille sont plus faisables pour
alimenter des acteurs specifiques. Cependant, chaque
secteur a des exigences et contraintes specifiques:
cosmetique < nufraceutique < pharmaceutique.

Tracabilité

La tracabilite des extraifs est cruciale, mais elle est plus
complexe pour le bois que pour l'agriculfure. Des solutions
comme ['uilisation des garanties d'origine forestiere (PEFC,
FSC) et des etiquettes RFID sont explorees pour améliorer
la tracabilité des coproduits.

Réglementation

Dans les secteurs cosmetiques ef nufraceutiques, des
contraintes reglementaires s'appliquent aux exiraifs
vegetaux en termes de matiere premiere. Les listes
d'ingredients existent (ex: extrait d'écorce de hétre
Fagus sylvafica); si un ingredient n'est pas repertorie,
des démarches d'autorisation sonf necessaires, mais elles
peuvent étre longues ef colteuses. Linterét de I'extrait
deétermine si ces démarches seront entreprises.
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Les gisements d'écorces en Wallonie

Introduction

L'objectif de cette section est de quantifier le gisement
d'écorces mobilisables en vue d'en extraire des
molécules d'interét. Cette partie du rapport a ete
redigee avec |'aide de Filiere Bois Wallonie afin d'estimer
le gisement mobilisable d'écorces. Opérationnelle
depuis le 1" avril 2023, «Filiere Bois Wallonie » est nee de
la fusion entre Ressources Nafurelles Développement
et 'Office économique wallon du bois. Hout Info Bois,
en fanf que partenaire methodologique, a également
confribué a l'étude.

Méthodologie

Les frois essences sélectionnées pour analyse sont l'épicea,
le douglas ef le chéne. Les données initiales proviennent
du rapport scierie de 2021 de Hout Info Bois, permettant
une premiere estimation.

Pour plus de precision, des entretiens ont été menées
avec les scieurs pour obtenir des donnees reelles sur
la production, les prix, 'utilisation et la saisonnalité. Une
enquéte a ete réalisee aupres de 'ensemble des scieries
en Wallonie, en se concentrant sur celles equipees
d'ecorceuses pour garantir la pureté des eéchantillons
d'écorce. Parmi les scieries de résineux, onze sur trente
disposent d'écorceuses (mais seulement dix onf répondu
a notre sollicitation), representant plus de 90 % du volume
tofal de résineux scieés en Belgique. Pour les scieries de
feuillus et mixtes, six sur frente-et-une écorcent leurs
grumes, représentant 33 000 m? sur 72 000 m® de
feuillus scies annuellement. En raison du faible nombre
d'observations, une hypothese de distribution normale
a été adoptee pour les caractéristiques mesurees.

Résultats par essence

Chéne

Ce paragraphe presente les resultats specifiques pour
l'essence de chéne, en utilisant des données quantifatives.
Selon le rapport «Ftat du secteur du sciage en Belgique»
realise par Hout Info Bois en 2021, le gisement theéorique
d'ecorces de chéne a éte estime a 2 835 fonnes paran. En
utilisant une estimation moyenne de la masse volumique
des écorces humides a environ 370 kg/m?, le gisement
equivauta environ 7 655 metres cubes apparents (MAP).

Cela se base sur le volume de bois scié annonce par
les scieries multiplié par les taux d'écorce theoriques
specifiques a chaque essence. Cependant, la réalite differe
en raison de la perte d'information lors de I'agrégation
des données et de divers facteurs tels que les conditions
d'exploitation ef la variabilite genéfique.

Parmi les scieries mixtes et de feuillus, seules six écorcent
les grumes avant le sciage. Dans les autres éfablissements,
les écorces sont melangees aux autres produifs connexes
lors de la découpe ce qui génere une forte héterogenéite
bois-ecorces. Une de ces six scieries ne transforme pas
de chéne et est donc exclue de cette éfude.

Cette heterogeneite bois-ecorces pourraif causer des
difficultés lors du traitement du produit brut duquel il
faudrait separer les ecorces afin d'extraire les molécules
d'inféréfs.

Deux cas sonf a envisager au niveau de I'homogenéite
deslofs: soit 'hetérogeneité au niveau des essences a peu
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Les gisements d'écorces en Wallonie

d'impact sur l'extraction de molécules, soit'homogénéite
complete de la matiere premiere est primordiale, que ce
soif au niveau des essences ou du melange bois-ecorces.

Dans le premier cas, trois scieries sont en mesure de
fournir des lots d'écorces de chéne et deux ne sont pas
aptes a separer les différentes essences - soif par manque
de place de stockage soit pour des raisons techniques
(alternance d'essences de densite variable afin de
devoir changer moins fréquemment les lames). Les cing
scieries seraient donc éligibles dans ce cas de figure.
Le chéne représenterait la grande majorite du volume
avec un volume de 3.150 MAP sur un volume mobilisable
d'écorces de feuillus de 3.770 MAP. Trois scieries utilisent
des écorceuses a fraise, ce qui augmente la part de bois
dans les écorces et augmente I'hétérogenéite bois-écorce
du produit.

Actuellement, l'industrie des espaces verts et les
genérateurs biomasse utilisent ce gisement d'écorces. Pour
diriger une partie des ecorces vers 'industrie d'extraction
du bois, le prix d'achat doit depasser les prix actuels. Ce
prix varie selon les essences sciees, la localisation du client,
la concurrence et les negociations, ef est specifique a
chaque scierie.

Surbase des donnees issues des scieries, une regression
linéaire a permis d'estimer la part du volume du gisement
mobilisable qui peut éfre détournée en fonction du prix
d'achat:

Volume en MAP =722,43 + 293,88 * Prix MAP

Courbe offre chéne mélangé
Quantité (MAP)
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2000 L

1500

1000

500

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Prix (€/MAP)
Figure 2.1. Evolution de la quantité d'écorces de chéne mélangé
disponibles en fonction du prix

Soulignons l'incertitude élevee des coefficients de
I'equation en raison du faible nomibre d'observations. Les
prix de énergie lors des rencontres peuvent affecterles
resultats. Le développement du projet peutaugmenter les
parficipants et les volumes disponibles, influengant les prix.

De plus, sile projet se developpe et s'il génere une plus-
value consequente pour les scieurs, il est envisageable
que d'autres scieries investissent dans des écorceuses, ce
qui augmenterait le volume fofal disponible.

Silhomogeénéite des essences importe, seules rois scieries
peuvent fournir des écorces de chéne homogenes, soit
environ 1 060 m*. La courbe d'offre peut éfre estimée:

Volume en MAP = 802,62 + 31,22 * Prix MAP
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Les gisements d'écorces en Wallonie

Courbe offre chéne pur
Quantité (MAP)
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Figure 2.2. Evolution de la quantité d'écorces de chéne pur
disponibles en fonction du prix

Epicea

Le gisement theéorique etudié n'est pas limite uniquement
al'épicéa mais regroupe l'ensemble des resineux (epicea
- méleze - douglas - pin). Le fotal est de 121.550 tonnes
soit 328.513 metres cubes apparents — en supposant une

masse volumique identique a celle du chéne, soit 370
kg/MAP.

Parmi les scieries de resineux presentes sur le territoire
wallon, onze d'entre elles disposent d'une écorceuse et
rentrent dans le cadre de cefte éfude. Plusieurs scieries
n'‘ont pas souhaité fournir des informations sur le prix
de vente. Ces prix ont donc été extrapolés sur base
des donnees fournies, ce qui peut engendrer un leger
biais. Il faut cependant souligner que les dix scieries ayant
participe a I'étude representent la majeure partie de la
production wallonne - pres de 90%.

Six scieries sont aptes a fournir des lofs d'ecorces
d'épicéa pur. Le volume fotal est de 247.384 m’. Comme

precedemment, il est intéressant d'estimer le volume
mobilisable en fonction du prix de vente. En se basant
sur les reponses des scieurs, on peut estimer la courbe
d'offre felle que:

Volume en MAP =-184.181,78 + 36.271,82 * Prix MAP

Courbe offre épicéa pur
Quantité (MAP)

300.000

250.000

200.000

150.000

100.000

50.000

5 |
0 2 4 6 8 10 12
Prix (€/MAP)

Figure 2.3. Evolution de la quantité d'écorces d'épicéa pur
disponibles en fonction du prix

Da a des tailles de production tres variables et un
echantillon trés limité, les ecart-types des coefficients
sont tres eleves et les coefficients peuvent étre sujets a
des variations imporfantes d'une année a l'autre.

Douglas

Seules frois scieries sont aptes a fournir des lofs d'ecorces
de douglas purs dont deux qui n‘ont pas souhaite donner
d'informations sur le prix de vente. Il est donc impossible
d'extrapoler les données manquantes dans ce cas mais
le volume mobilisable total est de 53.180 MAP.
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Les gisements d'écorces en Wallonie

Comme I'écorce de douglas est fres prisee pour son
utilisation dans les parc et jardin, son prix est supérieur
au prix de ventes des deux essences precedentes. |l
faudra debourser entre 25 ef 30 euros du mefre cube
apparent pour pouvoir étre competitif.

Melange epiceas
(douglas - pins - melezes)

Toutes les scieries ayant repondu a I'enquéte utilisent
la méme methode d'ecorcage, il n'y a donc pas de
probleme d'hétérogenéite a ce niveau-la. Cependant,
les petites unités ne peuvent separer les écorces des
différentes essences, souvent par manque de place et
parce qu'un produif sépare par espece, a ce jour, n'a
pas d'interét. Le volume du gisement mobilisable est
de 329.144 MAP ce qui est plus éleve que l'estimation
theorique. Cela peut s'expliquer par un coefficientde
foisonnement variable en fonction de la saison. De plus,
les scieurs n‘ont pas d'inferét pour les ecorces dl a leur
faible valorisation ef n‘ont pas de mesures préecises de
leur production.

La diifférence importante entre la nature, I'utilisafion des
ecorces de douglas et celles des ecorces des autres
résineux crée deux sous-groupes non homogenes.
En réalisant une regression lineaire sur ces deux
ensembles, les valeurs du premier groupe seront sous-
estimeées alors que celles du second seront surestimees.
Cependant, comme ils sont diistincts, la courbe d'offre
peut étre estimee de la sorte:

Apartir de 12 €/MAP, il est possible d'acquérir foutes les
ecorces actuellement ufilisees en tant que biomasse -

principalement de 'épicéa ou des melanges de résineux.
Cependant, cela ne sera pas suffisant pour pouvoir
detourner les écorces a destination des parcs ef jardin.
Cet écart de prix explique la constance dans la courbe
d'offre.

Volumeenm?®=

-184.181,78+36.271,82*Prix MAP
Si Prix <12€/MAP

251.080
Si 12€/m? < Prix < 30€/MAP

329.144
Si30€/MAP < Prix)

Courbe offre résineux
Quantité (MAP)

350.000

300.000 ——

250.000

200.000

150.000

100.000

50.000

0

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Prix (€/MAP)

Figure 2.4. Evolution de la quantité d'écorces de résineux
disponibles en fonction du prix
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Les gisements d'écorces en Wallonie
Synthese

Gisement théorique (MAP) Gisement mobilisable (MAP)

Tableau 2.1. Synthése des
gisements théoriques et réels
des différentes essences
d'écorces

Figure 2.5. Schéma récapitulafif
du gisement d'écorces
mobilisable en Wallonie
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Les gisements d'écorces en Wallonie

Discussion et conclusion

Utilisation actuelle

Il'y a actuellement deux options pour valoriser les
ecorces. Premierement, elles peuvent étre utilisees
comme combustible dans une chaudiere a biomasse.
Avec un taux d'humidité pouvant atteindre 40 %
voire 50%, et la production considérable de cendres
(environ 5% de la masse fotale), les écorces ont une
faible qualité comme combustible, ce qui se traduit
par un prix de vente inférieur a d'autres combustibles
bois. Deuxiemement, elles sont utilisees dans les parcs
etjardins, soit en paillage (hotamment le pin et le douglas
pour leur aspect esthétique), soif en compost.

Le gisement d'écorces de resineux est convoité par
les deux industries. Les parcs et jardins en utilisent 192
872 MAP, tandis que 136 612 MAP sont utilisés comme
biomasse. En ce qui concerne les feuillus, seule une
scierie vend 800 MAP a l'industrie du jardinage, et les
8 000 MAP restants sonf vendus comme combustible.

Utilisation des résidus

Dans le cadre de cette étude, il est essentiel de tenir
compte de ['état biochimique des résidus post-extraction,
celui-ciinfluencant leur utilisation ultérieure des résidus
(biométhanisation). Pour cela, il est nécessaire de definir
une methode d'extraction. Sans connaitre le processus
etlesimplicafions sur les résidus — que ce soit en termes
defaille, d'humidité ou bien de composition chimique
- il estimpossible de savoir si les reésidus peuvent avoir
les débouchés actuels des ecorces brutes.

Saisonnalité

La question de la saisonnalité de la production et
I'approvisionnement a éteé abordee avec les scieurs
mais en dehors des périodes de grand froid durant
lesquelles il estimpossible de scier, la production reste
sfable fout au long de I'annee.

Globalement nous pouvons donc conclure qu'il existe
un gisement d'ecorces potentiellement intéressant en
Wallonie (634.538 m®). Mais celui-ci est fonction du
prix de vente des ecorces. Les parties suivantes de
ce rapport nous permettront d'y voir plus clair sur le
potentiel de ces écorces en termes d'exfraction de
molécules d'interéfs.
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Extraits d'écorces et identification de molécules

La mission confiee au Celabor avait pour but
de tester, valider et optimiser des methodes
d'extraction, ainsi que les prétraitements
necessaires, adaptes a des ecorces generees
dans les conditions d'une scierie par un
equipement industriel d'écor¢age. Dans un
second temps, les molécules extraites ont ete
identfifiees et quantifiees. Pour finir, des fests
a l'echelle semi-pilote ont ete effectués. Ces
tests ont été compléetes par une autre batterie
de tests realises par Improve afin d'optimiser
les efapes de préefraitement a une echelle
plus importante. Le laboratoire de Chimie des
Molécules Naturelles de I'ULiege a eté chargé de
valider les tests d'extraction et de quantification.

Comme déja mentionne, l'ensemble des tests

sont effectues surles 3 especes les plus présentes
en Wallonie: 'épicéa, le douglas et le chéne.

Informations
Référence CELABOR

ECH-202300931

Ecorces de douglas

Récolte d'échantillons
d'écorces

Afin de pouvoir realiser les tests d'extraction, une cerfaine quantite
d'échantillons d'écorces ont dl étre recoltés par Vallbiom, avec
le soutien et la collaboration précieuse de Hout Info Bois, aupres
de scieries wallonnes. Léchantillonnage a été realisé en janvier
2023, sur des ecorces d'épicea, de douglas et de chéne (sessile
ou pedoncule) ecorcées le plus recemment possible. Le laps de
femps entre l'abaftage de la grume et son ecorcage n'était hélas
pas maitfrisable, celui-ci dépendant des stocks ef commandes
des scieries.

Les 3 echantillons (de douglas, d'épicéa, et de chéne) ont éte
preleves dans 3 scieries différentes, entre le 12 et le 19 janvier 2023.
L'abaftage des grumes datait de octobre/novembre 2022 pour
le chéne etle douglas, et de decembre 2022 pour 'épicéa. Tous
les tests d'extraction ont éfé réalisés a partir de ces 3 échantillons.

Date de réception Date abattage des grumes

12/01/2023 Octobre/novembre 2022

(Pseudotsuga menziesii)

Ecorces d'épicéa

ECH-202300932 (Picea abies)

ECH-202300933 Ecorces de chéne

12/01/2023 Décembre 2022

19/01/2023 Octobre/novembre 2022

(Quercus robur et Q. petrea)

Tableau 3.1. Tableau récapitulatif des échantillons d'écorces
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Extraits d'écorces et identification de molécules

Optimisation de
I'extraction

Matériel & methodes

« Broyeur a couteaux Retsch SM-300
« Extracteur Micro-ondes NEOS

- Evaporateur Rotatif Buchi R-220 Pro (Température de
fonctionnement: 50°C)

« Lyophilisateur Labbo Martin Chris Delfa 1-24 LSC Plus

Détermination des polyphénols totaux

Selon la méthode Folin-Ciocalfeu, I'analyse est realisee
par ajout du réactif de Folin et suivi de 'absorbance a
755 nm. L'échantillon est dilué dans de I'eau et quantifie a
partir d'une courbe de calibration réaliseée avec de l'acide
gallique entre 25 et 400 mg/L.

Dosage des polyphénols
par UPLC-DAD-MS

Selon un protocole inferne, I'échantillon est dilué ou
solubilisé dans de I'éthanol avec l'aide d'une sonication.
L'analyse est realisee par injection en UPLC/MS en
quantifiant a partir d'une courbe de standard externe
preparee dans le méme solvant que l'echantillon

Dosage des terpénes des huiles
essentielles par GC-MS

|dentification et dosage par chromatographie en phase
gazeuse et défection par spectrométrie de masse (lon
Trap). Quantification par calibration externe, solufions

preparees a partir d'un matériau de référence certifie.

Dosage des sucres

Les sucres sont extraits par ulfrasons dans I'eau millipore puis
injectes en HPLC-ELSD (HPLC Agilent avec le détecteur
ELSD 3300 de chez Alltech) apres dilution dans un melange
acetonitrile/eau efils sont quantifies par calibration externe.

Prétraitement
Séchage

Dans une opfique d'ufilisation des écorces dans une
chaine d'approvisionnement a l'echelle nafionale, il est
important de travailler avec un produit le plus stable
possible. Létape de sechage est donc importante pour
stabiliser les mafieres premieres et éviter leurs degradations
en raison des activites microbiennes importantes lorsque le
taux d'humidite se situe entre 30 et 50 % (Hakkila, P., 1989).

L'objectif de cefte premiere partie est donc de determiner
comment les écorces doivent éfre séchees afin de
permettre la meilleure extraction possible par la suite. Il
faut pour cela fenir compte de plusieurs facteurs:

1. Facteur économique: le séchage des écorces doit éfre
economiguement viable et doif donc, dans l'idéal,
representer le colt le plus faible possible

2. Facteur biochimique: le séchage ne peut pas alterer
la composition biochimique des écorces, au risque de
detruire les molécules d'inferét qui font l'objet d'une
extraction parla suite

Lors de cefte éfude, le Celabor a compare deux grandes
methodes de séchage.

- Sechage en étuve a 50°C (conditions confrélees) -
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Extraits d'écorces et identification de molécules

Consommation energetique: 185 W/h. La température
de 50°Caéte choisie afin de ne pas détériorer les matieres
premieres (Trivelato et al. (2016) - Indcrops_2021 _effect
of thermal drying.pdf)

- Sechage a fempeérature ambiante sur des baches a
l'intérieur (conditions non contrélées)

Pour commencer, les matieres premieres ont éte broyees
grossiérement par un broyeur de jardin. A la réception
des écorces fraiches, la teneur en humidité de I'écorce
etait de plus de 50 %. Un suivi du faux d’humidite a éte
reéalise durant 4 jours pour le sechage en etuve et 14 jours
pour le séchage a fempeérature ambiante. Le graphique
suivant reprend les différentes mesures realisees durant
cefte période.

Pourle séchage a tempeérature ambiante, une stabilisation
du taux d'humidité est atteinte apres 200h pour les frois

70%
60%
50%
40%

30%

Taux d'humidité (%)

20%

10%

0%
150

Cinétique (h)

200

matieres premieres: 10% a t200h.

Avec le sechage en etuve a 50°C (fraits pleins), les ecorces
de douglas et d'epicea semblent atfeindre un pourcentage
optimal de 10% au bout de 10h, et se stabilisenta 3% a
t54h pour les trois ecorces. On peut considérer que les
matieres premiéres sont stables quand le taux d'humidite
estinférieura 10% (Jylha et al. (2021)).

En conclusion, le séchage en étuve a 50°C présente un
avantage, de par ses conditions controlées et son gain de
temps compare au sechage a l'air libre. Cependant, pour
une quantite importante d'écorces al'échelle industrielle,
il peut étfre plus facile d'étaler les ecorces a l'air libre et
affendre au moins 8 jours (200h).

—e— CHENE ETUVE 50°
—e~ CHENE AIR LIBRE
—e—DOUGLAS ETUVE 50°
—e— DOUGLASAIR LIBRE
EPICEA ETUVE 50°
EPICEA AIR LIBRE

250 300 350

Figure 3.1. Cinétique de séchage des différentes écorces selon deux conditions: en éfuve a 50°C ou a l'air libre (Tamb).
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Broyage

L'objectif de cette experience est de déterminer la
granulomeétrie idéale pour permettre les extractions. I
faut pour cela frouver le bon équilibre en tenanf compte
de deux facteurs:

1. Une granulomeétrie plus fine permet une plus grande
surface de contact avec le solvant d'extraction, et donc
en théorie, une meilleure extraction de molécules.

2. En dega d'une certaine granulomeétrie, il existe un risque
de colmafage en fonction des appareils ufilises.

Un lot d'écorces broyees grossierement ef sechees en
efuve a 40°C pendant 48h a servis pour les essais de

granulometrie.

Chaque écorce est broyée en utilisant différentes mailles
(8 mm;4mm;2mm;1mmet0,5mm)

BT D
. POHIODG
PPODDLY

Figure 3.2. Différentes granulométries sur les écorces de chéne (a),
douglas (b) et épicéa (c) (de gauche a droite: broyage grossier; 8 mm;
4 mm;2mm; 1 mmet0,5mm).

Pour deferminer le broyage optfimal pour chaque écorce,
un famisage des poudres d'écorces broyees a ete realisee
permettant d'évaluer la densité de la poudre. Le tamisage
est une methode simple et économique qui consiste a
superposer de tamis dont la foile a une maille calibrée
deécroissante.

Pour éviter un probleme de colmatage lors des filtrations
apres extractions solide/liquide, il est nécessaire d'avoir
une faible proportion de particules dites « poussieres »
(particules <250 pym) fout en ayant une fine granulométrie
permettant une bonne extraction des molécules cibles. Or,
on constfafe une forte augmentation (en %) des particules
inférieures a 250 um entre un broyage a une granulométrie
dedmma2mm(del6,3a358% pourle chéne, de?la
42,4% pour le douglas et de 6,9 2 19,8% pour I'épicea).

En conclusion, les conditions optimales de broyage pour
les trois écorces sont fixées a une granulométrie de 4 mm
afin de limiter la proportion de particules <250 um fout en
ayanf une la plus fine granulometrie possible apporfant
une meilleure exiraction des composes d'interét.

Optimisation des étapes de
prétraitement par Improve

Actuellement, de nombreux et divers equipements
sont disponibles a I'échelle industrielle pour assurer
ces préefraitements. Afin d'apprehender les possibilites
et limites de ces méthodes et machines, une mission
d'expérimentation a été confiée au centre de recherche
Improve.

Cette mission a consisté en une journeée
d'expérimentation, guidée par le savoir-faire du

EXTRAFORWAL Extraction et valorisation des molécules d'intérét dans les écorces d'arbres 25



prestataire, sur difféerents equipements afin de
comprendre les limites et possibilités de prétraitements
aappliquer aux écorces industrielles de scierie, ainsi que
les équipements adaptes. La présente section reprend
les résultats de cette mission d'essais exploratoires.

Autotal, 15 essais de sechage, broyage et fractionnement
onf éte realises lors de la journée d'essai. Voici les
principales observations effectuees lors de cette etude:

+ Une humidité trop élevee (dans ce cas-ci, 42,5 %)
engendre des colmatages ou des bourrages lors des
différentes etapes du procedeé. Le sechage est donc
nécessaire avant de broyer les ecorces.

L'humidité est un point critique du projet.

Le dimensionnement de I'équipement pilote est
egalement un élément essentiel afin d'éviter les
bourrages causes par un enchevétrement des ecorces
entre-elles.

Les 15 essais realises n'ont pas permis de generer des
échantillons visiblement enrichis en écorce, en bois,
en écorce interne et/ou en ecorce externe visible a
I'ceil nu. Il est donc compliqué d'imaginer une étape
de séparatfion de ces différentes parties en amont
de l'extraction.

La meilleure option afin de realiser un fractionnement
semble de sécher la matiére et ensuite broyer de
sorte a dissocier I'eécorce et le bois voire I'écorce
interne et de I'écorce externe pour ensuite realiser
une électroseparation.

Extraction

Cette section présente les résultats des expéeriences
réalisees par le Celabor autour de I'extraction. Lobjectif
est de frouver la meilleure méthode d'extraction en
tenant compte de divers parametres (efficacite a extraire
les molecules d'interéts, couts de l'extraction...)

Dans un premier temps le Celabor a sélectionnée 3
solvants différents. Chaque solvant sera teste et les
conditions optimales seront selectionnées pour chaque
espéece d'écorce (fempeérature, durée, ...). Nous passons
ici en revue les résultats des differents fests de solvants.

Les 3 solvants sélectionnés sont des solvants polaires,
ce qui implique que les molécules extraites seront
des molécules polaires. Lefficacité de I'extraction sera
donc évaluée sur base de I'extraction d'une famille
de composés polaires, les polyphénols. Pour cela,
la méthode de Folin-Ciocalteu sera utilisee. Cette
méthode n'a pas pour but de donner la composition
exacte en polyphénols, mais bien de donner un
apercu de la quantité de polyphénols totaux extraits,
et donc de I'efficacité de I'extraction. Le dosage des
polyphénols par cette methode se fait donc sur des
extraits liquides.

Les différents essais d'extraction ont éfé realises sur
les écorces séchées a l'air libre et broyees a une
granulometrie de 4 mm. Les extractions ont ete
realisées en diluant 10g de matiere seche dans 100
mL de liquide.

Par la suite, les extraits optimaux seront selectionnés
et concentrés par évaporation de I'EtOH et/ou
lyophilisation (non valable pour les extraits A-LEEN,
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conserves a 4°C). Les extraits secs recuperes serviront
a calculer les rendements d'extfraction ainsi que doser
les composes majoritaires par UPLC (voir p. 35 « Dosage
des métabolites secondaires par UPLC-DAD-MS »)

Macération a I'eau

Température (40-60-90°C) et durée
d'extraction (30-60-90-120") (36
macérations)

Tout d'abord la température ef la durée d'extraction
optimales ont été déterminés pour chaque type
d'ecorce. Les résultats sonf présentes dans la figure
ci-dessous.

Méthode Folin (mg GAE/L)
N w w B D
wv o v o wv
o o o o o
o o o o o

2000

1500

1000

Ony observe que lateneur en polyphenols augmente
proportionnellement a la température pour les
3essences. Pour optimiser I'extraction des molécules
d'intérét, les macérations a I'eau seront donc fixées a
90°C pour les essais suivants.

La duree d'extraction ne semble cependant que peu
influencer la feneur en polyphénols. A 90°C, pour les
ecorces de chéne et d'épicéa, un plateau est afteint a
60 minutes, alors que pour les écorces de douglas, de
plus fortes teneurs en polyphénols sont observeées lors
de maceration de 90 minutes.

En conclusion, la température optimale pour une
extraction a I'eau semble étre 90°C pour les 3 essences
fandis que la durée d'extraction est de 60 minutes pour
le chéne et I'épicéa et de 90 minutes pour le douglas.

NC40
[EC60
mCo0
B D40
@ D60
mD90
E40
E60
E90

Durée (min)

Figure 3.3. Cinétique de macérations a l'eau chaude des écorces de chéne (rouge), douglas (violet)
et épicéa (orange) en fonction de différentes températures d'extraction (40, 60 et 90°C).
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Rapport de bain optimal
(18 macérations)

Lobjectif est d'optimiser la quantite de solvant a utiliser
pour les extractions, en frouvant a nouveau un equilibre
entre la maximisation de l'extraction et le volume de solvant
a utiliser.

Suite aux analyses UPLC realisées surles extraifs obtenus, les
resulfats nous indiquent qu'un ratio de 1/10 est preferable
al/s.

Bilan macérations a I'eau chaude

Sur base des divers essais realises qui prennent en
compte les rendements et teneurs en exiractibles, les
condliitions d'extraction optimales pour les 3 écorces
sont les suivantes:

(i) Chéne CHEO30
Ratio 1/10; 90°C; 60 minutes - 9% - 4337,23 mg GAE/L

(ii) Douglas DOUG030

Ratio 1/10; 90°C; 90 minutes - 7% - 5008,50 mg GAE/L
(iii) Epicéa EPI030

Ratio 1/10; 90°C; 60 minutes - 8% - 3270,08 mg GAE/L.

Extraction hydroalcoolique

Les tests d'extraction a I'éthanol auront pour objectif de
determiner:

- La température ef durée d'extraction

« La concentration optimale en éthanol

Suite aux premieres conclusions de la section precedente,
le rapport de bain 1/10 sera utilise pour les extractions
suivantes.

Température (20-40-60°C) et durée
d'extraction (30-60-90-120") (36
macérations)

Pour cette premiere éfape, le pourcentage d'EfOH a éte
fixé a 70%. Les résulfafs sont presentes dans la figure de
la page suivante.

De la méme maniere que pour les macérations a |'eau
chaude, le parametre temperature influence sur les
polyphénols présents dans les extraits, avec quelques
différences cependant. La tempeérature optimale semble
ici éfre atteinte des 40°C pour le chéne et I'épicéa, tandis
gu'une température de 60°C semble étre optimale pour
le douglas. La température de 40°C a &fe fixée pour la
suite des expeériences sur les différentes matieres premieres

Tout comme pour les macérations a l'eau chaude, un
plateau semble atteint a 60 minutes pour I'épicéa et le
chéne, alors que pour les ecorces de douglas, de plus
fortes teneurs en polyphénols sont observées lors de
macération de 90 minutes.
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Figure 3.4. Cinétique de macérations hydroalcooliques (EfOH 70 %) des écorces de chéne (rouge), douglas
(violef) et épicéa (orange) en fonction de différentes températures d'extraction (Tamb, 40 et 60°C).

EXTRAFORWAL Extraction et valorisation des molécules d'intérét dans les écorces d'arbres 29



Extraits d'écorces et identification de molécules

Sélection du ratio EtOH/H20
(50-70-100% EtOH) (9 macérations)

Lors de cette expérience (conditions optimales ufilisees
surbase des resulfats precedents), nous constatons que la
teneur en polyphénols diminue lorsque la concentration
en éthanol augmente. D'apres ces resultats, le mélange
EfOH/H20 50/50 presente donc le ratio optfimal pour
obtenir une feneur plus importante en extractibles des
différentes ecorces.

Neanmoins, des analyses UPLC viennent contredire
quelque peu ces resulfats en montrant que les composes
d'intérét sont en réalite mieux extraits avec de I'EfOH 70 %.

Les parametres optimaux pour une extraction hydroal-
coolique sont donc les suivants.

Bilan macérations hydroalcooliques

Sur base des divers essais realises qui prennent en
compte les rendements et teneurs en exiractibles, les
condiitions d'extraction optimales pour les 3 écorces
sont les suivantes:

(i) Chéne CHEO16

EtOH 70 %; ratio 1/10; 40°C;
60 minutes - 5% - 341741 mg GAE/L

(if) Douglas DOUG016

EtOH 70%; rafio 1/10; 40°C;
90 minutes - 7% - 4751,07 mg GAE/L

(iii) Epicéa EPI016
EtOH 70%; ratio 1/10; 40°C;
60 minutes - 9 % - 3222,32 mg GAE/L

Une autre batterie de tests a ete effectuee avec des ex-
fractions hydroalcoolique pressurisees (100-130-160°C).
Cefte méthode étant peu pertinente en raison du co(t
que cela représente, nous nous confenferons de décrire
brievement les résultafs:

« Les concentrations en polyphénols extraits sont plus
élevées qu'a pression atmospherique

« Globalement, au plus la température d'extraction est
elevee (160°C), au plus la teneur en polyphénols est
importante (@vec neanmoins un plateau a 130°C pour
le chéne et le douglas)

« Les analyses UPLC demontrent gu'une plus grande
quantité de molécules d'interét est refrouvee dans les
extractions a 130°C

« Le ratio ETOH/H20 optimal est de 70%

- Les conditions optimales seraient donc 130°C et
EtOHa70%
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A-LEEN

Le solvant A-LEEN est un solvant ufilisé en formu-
lation cosmetique, cerfifie Ecocert et COSMOS et
represente donc une alternative durable pour les
extractions.

Température (ambiante - 50°C) et
durée d'extraction (30-60-90-120") (24
macérations)

Les teneurs en polyphénols par la méthode Folin

obtenues sur les 24 macérations sont representees a
la figure ci-dessous.

De la méme maniere que pour les macerations a
l'eau chaude et les extractions hydroalcooliques, le
parametre temperature influence fortement sur les
polyphénols présents dans les extraits. Pour chaque
essence, et quelle que soitf la durée d'extraction, la
teneur en polyphénols est plus importante a 50°C, qui
est donc la température optimale.

A cette température, une fendance & l'augmentation des
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Figure 3.5. Cinétique de macérations avec solvant A-LEEN des écorces de chéne (rouge), douglas
(violet) et épicéa (orange) en fonction de deux températures d'extraction (Tamb et 50°C).
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teneurs en polyphénols en fonction du temps est observee
pour les 3 matieres premieres. Cependant, pour des raisons
prafiques, une durée de 60 minutes est fixée pour la suite
comme durée optimale.

Sélection du ratio A-LEEN/H20 (9 macérations)

En faisant varier le rafio A-LEEN/eau, on remarque qu'une plus
grande proportion d'eau permet d'extraire une plus grande
quantite de polyphénals. L'ufilisation du solvant A-LEEN a 30%
presente le pourcentage optimal pour obtenir une feneur
plus importante en extractibles des differentes ecorces par
maceérations a 50°C.

Hydrodistillation par entrainement a
la vapeur et assistée par micro-onde

Dans cefte parfie nous nous inféressons aux huiles
essentfielles, molécules volatiles qui peuvent étre extraites
par hydrodistillation.

EPICEA CHENE

Bilan macérations avec le solvant

A-LEEN®

Surbase des divers essais réalises qui prennent
en compte les teneurs en extractibles, les
conditions d'extraction optimales pour les 3

écorces sont les suivantes:

(i) Chéne CHEO31

A-LEEN 30%; ratio 1/10; 50°C;
60 minutes — 4476,76 mg GAE/L

(ii) Douglas DOUGO031
A-LEEN 30%:; ratio 1/10; 50°C;

60 minutes - 4388,38 mg GAE/L
(iii) Epicéa EPI031

A-LEEN 30%; ratio 1/10; 50°C;
60 minutes - 5015,09 mg GAE/L

DOUGLAS

Concen- Polyphénols

2 .. Concen- Polyphénols . .
T°C Durée T°C Durée tration (mg GAEL/L)

Concen- Polyphénols T°C
fration (mg GAEL/L)

Durée ifion (g GAEL/L)

Macération

eau chaude 90°C 90 / 5009

90°C 60" / 3270 90°C 60" / 4337

EfOH 40°C 60" 70% 3222 40°C 60" 70% 3417 40°C 90" 70% 4751

A-LEEN 50°C 60" 30% 5015 50°C 60" 30% 4471 50°C 60" 30% 4338

Tableau 3.2 : Conditions optimales déterminées pour chaque solvant par essence

EXTRAFORWAL Extraction et valorisation des molécules d'intérét dans les écorces d'arbres 32



Extraits d'écorces et identification de molécules

Pour les essais d'hydrodistillations, les conditions
ont ete fixées selon les parametres suivants:

« Hydrodistillations conventionnelles (HC): rapport
de bain 1710 (s/L); reflux; 4h

+ Hydrodistillation assistée par micro-ondes (HMAE):
rapport de bain 1/10 (s/L); reflux; 0,5h

Rendement Rendement

Extraction  Code (mL/kg) (%)
HC CHE028 0,99 0,10
HMAE = CHE029 - >
HC  DOUGO028 2,46 0,25
HMAE DOUG029 = -
HC EPIO28 0,40

Epicéa

HMAE

EPI029 =

Tableau 3.3. Synthése des rendements

Les resultats nous montrent que les rendements
obtenus sonft faibles, et les huiles essentielles
obtenues ne présentent pas d'odeur pertinente.
Ceci semble indiquer que les écorces sont peu
riches en composes volafils. Les terpenes ont
neéanmoins efé doses par GC-MS.

Les huiles essentielles d'écorces d'épicea sont
plus riches que les huiles essentielles d'ecorces de
chéne et de douglas, le principal compose étant
le B-pinene. Parmi les autres composes doses, on
trouve aussi le cis-nérolidol, le limonene, le trans-
ocimene ou encore le B-caryophyllene.

Conclusion intermédiaire

« Les rendements d'extraction les plus intéressants (> 10 %)
correlés avec les teneurs en polyphénols totaux les plus
sont obtenus par extractions pressurisees. Cependant
ce type d'extraction n'est pas facilement fransposable a
I'échelle industrielle

+ Clobalement on a des meilleures extractions lorsque la
température augmente.

+ La durée d'extraction ne semble pas étre un parameétre
déterminant, méme si le douglas semble avoir besoin
de durée d'extractions un peu plus longue

« Pour I'éthanol et le A-LEEN, leur concentration influence
I'extraction, avec un optimum a 70 % pour I'éthanol et a
30% pour I'A-LEEN.

« Les 3 essences sont relativement proches en termes
de teneur en polyphénols totaux dans chacune des
extractions

- Etant donné leur facilité de transposition & I'échelle
industrielle, les macérations semblent une bonne
méthode d'extraction

« L'utilisation du solvant A-LEEN 30 % avec de l'eau
donne également des teneurs en polyphenols tofaux
interessantes sans necessiter un chauffage a 90°C pour
les macerations a I'eau seule. L'inconvénient majeur est
I'absence d'informations détaillées surles compositions
chimiques en raison de la non évaporation du solvant.
Neanmoins, les essais realises avec ce solvant apportent
des perspectives de valorisation en cosmefique.

« Lecorce d'épicea semble étre la plus riche en ferpenes
(principalement B-pinene).
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Figure 3.6. Synthese des tests de prétraitement et d'extraction réalisés par Celabor

Ajoutons que des tests de validation realiseés par
I'Université de Liege ont aboutis a des resulfats fort
semblables. D'apres les données obtenues, le solvant
A-LEEN 30 % semble étre le meilleur solvant d'extraction
(enterme de rendement), suivi de I'ethanol, puis de I'eau.
Notfons que ces résultats rendent compte de la masse
de fous les produits extraits et non pas de la sélectivite
du solvant.

Concernant les concentrations d'équivalents acide

gallique mesurees par I'ULiege, les comparaisons sont
compliquees éfant donné que les profocoles ne sont
pas tout a fait pareils. On constate néanmoins cerfaines
différences, nofamment le fait que les valeurs sont
systematiquement plus faibles pour les extractions a l'eau,
ce qui n'est pas le cas pour les analyses realisees par le
Celabor. Cela ne modifie cependant pas les conclusions
que I'on peuttirer de ces fests d'extraction, dans la mesure
ou les differences entre solvanfs restent faibles.
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|dentification des molécules
extraites

Une fois les tests d'extraction realiseés avec differents
solvants, l'objectif est ici d'aller voir plus en detail la
composition des différents échantillons en essayant
d'identifier et de quantifier les grandes familles de
molécules presentes. Cette partie nous donnera donc
des informations sur le « potentiel chimique » des ecorces.

Dosage des métabolites
secondaires par UPLC-DAD-MS

Sur base de la littérature scienfifique et des expériences
precedentes chez CELABOR, 24 composés phenoliques
sfandards ont éte selectionnes pour cette étude.

ol DOUG_021
‘ll
s

Ci-dessous (figure 3.7), les profils chromatographiques de
I'extrait de douglas obtenus par extraction hydroalcoolique
sous pression sont representes. On refrouve la faxifoline
(6,50 min), principal compose present dans l'extrait de
douglas.

Les concenfrafions en composes dosés dans les extraits
optimaux sont representees par un graphique regroupant
ces extractibles par catégories pour visualiser l'intérét et
les potentielles valorisations des extraifs (figure 3.8).

Dans ce graphique, les feneurs ont éte rapportees aux
rendements d'extraction. Ce qui est fres intéressant, c'est
que les trois écorces sont riches en différentes catégories
de composés phénoliques. Les écorces de chéne sont
principalement riches en acides tels que I'acide ellagique,
les écorces de douglas sont riches en flavonoides,
majoritairement de la taxifoline et les écorces d'épicéa
sont riches en stilbénes tels que I'astringine.

Figure 3.7. Exemple de profils chromatographiques d'un extrait de douglas (DOUG_021) obtenu par extraction hydroalcoolique
sous pression. En violet, le chromafogramme full scan en détection MS (détecteur quantitatif) ef en vert le chromatogramme en

détection UV (détecteur qualitatif).
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Figure 3.8. Concentrations des polyphénols dosés (stilbenes, flavonoides et acides) dans les extraits d'écorces de chéne, douglas
et épicéa en fonction de différents procédés d'extraction. Les codes des échantillons sont détaillés en annexe 1. C_litt, D_litt et

E_litt correspondent aux données de la littérafure.

Dosage des molécules
terpéniques dans les huiles
essentielles par GC-MS

Le systeme utilise pour cette phase d'identification et de
dosage des terpenes est une GC-MS (GC-MS ion trap
Thermo ITQ 900). Sur base de la littérature scientifique
et des expériences precedentes chez CELABOR, 23
composes ferpeniques standards ont efe selectionnés
pour cetfte etude. Surles 23 terpenes, 19 ont ete detectes
dans les huiles essentielles.

Lapport des micro-ondes n‘a pas permis une meilleure
extraction des composes volatils dans les differentes
ecorces. Ces donnees confirment les rendements

EXTRAFORWAL Extraction et valorisation des molécules d'intérét dans les écorces d'arbres

inferieurs a 0,01% obtenus pour les hydrodistillations
assistees par micro-ondes sur les différentes ecorces.

Parmi ces terpénes doseés, des differences entre
les huiles essenfielles issues des trois ecorces sont
visibles et confirment ce qui se voyait sur les profils
chromatographiques a savoir une richesse en composes
volatils selon l'ordre suivant: Epicéa > Chéne > Douglas.

L'huile essentielle d'écorces d'épicéa est
principalement riche en monoterpénes dont le
B-pinéne est le composé majoritaire alors que
I'huile essentielle de chéne semple plus riche
en sesquiterpénes. Dans I'huile essentielle de
douglas obtenue de fagon conventionnelle, aucun
sesquiterpéne n'a été dosé.
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Dosage des polyphénols et des
tannins par spectrophotométrie
UV-Vis

Ces analyses ont été faifes sur des extraits optimisés et Ces données tres intéressantes présentent un potentiel

présentent des résulfats intéressants. de valorisation des tannins issus des écorces dans divers
secteurs tels que les résines, les plastiques ou encore

Selon I'étude de Pascale Richardin (1988) sur les tannins  dans les produits pharmaceutiques.

végetaux utilises dans la fabrication des cuirs, les écorces

de chéne contiendraient environ 10 % de fannins. A ce jour, il manque cependant d'usines permettant
I'extraction des tannins a I'échelle industrielle.

Dans notre éfude, pour la majorité des extraits obtenus

a partir des ecorces des 3 essences, les feneurs en

tannins sonf supeérieures a 10% (Figure 3.9).

25
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MP chéne  CHEO16 CHEO21 CHEO30 MP douglas DOUGO16 DOUG021 DOUGO030 MP épicéa  EPIO16 EPI021 EPIO30 Chéne Sapin  Chataignier
(littérature) (littérature) (littérature)

Teneurs (%)
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Figure 3.9. Teneurs en fannins dans les extraits d'écorces de chéne (rouge), douglas (violet) et épicéa (orange) en fonction
de différents procédés d'extraction. Les codes des échantillons sont défaillés en annexe 1. En vert, des données issues de
la littérature sur les écorces de chéne, sapin ef chataignier.
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Conclusion

- Les divers procédes d'extfraction testes avec les
condifions optimisées sont resumes dans le fableau
bilan ci-dessous (voir p. 41). Les rendements
d'extraction les plus intéressants (> 10 %) corrélés avec
les teneurs en polyphenols totaux les plus imporfants
(> 5000 mg GAE/L = 5 mg GAE/qg, si on considere
1g =1mL) sont obtenus par extractions pressurisees.

Cependant ce type d'extraction n'est pas facilement
fransposable a I'échelle industrielle. En se focalisant
sur les macerations, plus faciles a fransposer a
I'echelle pilote, les teneurs en composes doses
restent néanmoins intéressantes (de 2,1%a 15,3% de
polyphénols doses). Les macérations semblent donc
une bonne methode d'extraction dans cetfte etude.

- Les rendements d'extraction par macérations semblent
peu importants, mais restent néanmoins supeérieurs a
ce qu'on peut frouver dans la littérature (rendements
inférieurs a 5% d'apres Sut ef al. 2022). Le choix
d'eau ou de solvant hydroalcoolique depend des
compositions des différentes matieres premieres:

- Extraction des acides phénoliques dans les écorces
de chéne ®» macération a l'eau.

- Extraction de la taxifoline dans les écorces de douglas
®» maceration hydroalcoolique.

- Extraction d'un mélange de faxifoline et stilbénes dans
les écorces d'épicéa » maceration hydroalcoolique.

Polyphénols
Acides phénolique Flavonoide
Acide ellagique Taxifoline
OH
0.0 OH
O HO O
HO ‘ 00 OH
OH OH O

Stilbene
Astringine oM
OH OH OH
HO.,. w0 x
o 5
HO™ ™~
g H
HO™ 0]

Figure 3.10. Structure chimique des 3 polyphénols d'intéréts identifiés
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Chéne

- Dans notre étude, I'extrait de chéne (CHE030) contient
48,605 mg/g (4,861 %) d'acide ellagique (Tableau 1
en annexe ), alors que dans la litftérature on trouve
une teneur de seulement 0,9782 mg/g pour Quercus
robur apres extraction aux ulfrasons avec du meéthanol
(Elansary et al. 2019)

- L'acide ellagique est connu pour ses fortes propriétés
antioxydantes, antiprolifératives et anticancéreuses.
Des complements alimentaires (capsules et gélules)
d'extrait de grenadier contenant 40 % d'acide
ellagique sonf sur le marché actuel. Une valorisafion
des ecorces de chéne peut donc étre envisagee
dans le secteur des compléments alimentaires mais
egalement de la cosmeétique en raison de leur richesse
en flavonoides (Ferreira-Sanfos et al. 2020).

- Ces résultats sont confirmes par I'étude du laboratoire
de I'ULiege

Douglas

« L'extraction par macération hydroalcoolique des
composes d'interét dans les ecorces de douglas
(DOUGO16) presente un fort interét pour la présence
trés importante en taxifoline dans I'extrait

- Dans cette étude, 14,6 % de taxifoline a pu étre
extraite sans enrichissement. Ce fort pourcentage est
similaire a ce qu'on frouve dans une étude évaluant
l'importance économique de la faxifoline (faxifoline
presente a 13 % du poids sec de I'ecorce, D_litt,
Figure 3.8) (Warlo et al. 2023).

« L'ANSES a fait reférence en 2011 de la mise sur le
marche de la faxifoline issue du bois de meleze
(Larix gmelinii) et valorisable en tant qu'ingrédient
alimentaire pour ses propriétés antioxydantes
(Rapport Anses - Saisine n°® 2011-SA-0256).

« Des compléments alimentaires a base de taxifoline
vegetale (aussi appelée dihydroquercétine) sont déja
sur le marché avec des concentrations standardisées a
92,2 et 92,6% dans un extrait de méleze dans 'extrait
final (ex. marque Sunday Natural, ou laborafoire

Synapsya).

- L'ajout d'une etape d'enrichissement en faxifoline des
extraits d'écorces de douglas pourrait concurrencer
la taxifoline extraite de meleze

« En perspectives, des études supplémentaires
d'enrichissement ou de purification de la faxifoline
dans les extraits d'écorces de douglas peuvent étre
envisagees comme poursuite innovantes. En fonction
de la pureté, la taxifoline peut egalement étre valorisee
dans le domaine pharmaceutique.

« En raison du colt du marché de la taxifoline éleve
(800-1000 $ ou 700-900€/g de taxifoline pure), cela
fait des écorces de douglas une matiere premiere
tres prometteuse (Trivelato et al. 2016)

« Ces résultats sont confirmes par 'étude du laboratoire
de I'ULiege
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Epicéa

« L'extraction par macération hydroalcoolique des
composes d'inférét dans les écorces d'épicea (EPI016)
presente un intérét pour la richesse de I'extrait en
stillbenes tels que l'astringine

- Dans notre étude, on trouve 40,06 g/kg (4,006 %)
d'astringine compares aux 11,57 g/kg dosee dans les
ecorces d'epicea dans la litterature (Gabaston ef al.
2017, E_Llitt, Voir annexe 1).

Polyphénols Solvant a

principaux

Terpénes

Chéne

Douglas REVChEIEN

Epicéa BELES

privilégier

EtOH70%

EtOH70%

- Les stilbénes sont connus pour leurs propriétés
antifongiques.

« Les écorces d'épicea présentent également des feneurs
en composes ferpeniques donf principalement le
B-pinene (monoterpene hydrocarbure) dans son huile
essentielle, mais a des concentrations faibles qui ne
favorisent pas son exploitation dans d'autres secteurs.

« Ces resultats sont confirmes par I'étude du laboratoire
de I'ULiege.

Molécule Utilité

d'intérét

Propriétés

Antioxydantes
antiprolifératives,
anticancéreuses

Compléments
alimentaires,
cosmétique

Acide
ellagique

Compléments

Taxifoline » .
alimentaires

Antioxydante

Astringine
B-pinéne

Antifongique Bio-controle

Tableau 3.4. Résumé des teneurs en molécules d'intéréts
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Extraits d'écorces et identification de molécules

Matiére premiere

Chéne

2.2 Macérations a I'eau
chaude

Douglas

Epicéa Chéne

2.3. Extraction avec solvant hydroalcoolique

Sans pression
Douglas

Epicéa Chéne

Avec pression
Douglas

Epicéa Chéne

2.4. Macérations avec solvant

A-LEEN

Douglas

Epicéa Chéne

2.5. Hydrodistillations

Douglas  Epicéa

Code CHE030 DOUGO030 EPIO30 CHEOl6 DOUGO16 EPIO16 CHEO21 DOUGO21 EPI021 CHEO31 DOUGO31 EPIO31 CHEO028 DOUG028 EPI028

Solvant

Durée (min)
Température (°C)
Rendement (%)

Teneurs en
polyphénols totaux
(mg GAE/L)

Teneurs en
composés dosés
(%)

Avantages

Inconvénients

H20
60 90 60
90 90 90
9 7 8
4337 5009 3270

57 12,3 3,5

Mise a I'échelle industrielle
facile

Faibles rendements
d'extraction

EtOH 70%

60 90 60
40 40 40
5 7 9
3417 4751 3222

21 153 51

Mise a I'échelle industrielle
facile

Fortes teneurs en
polyphénols totaux

Faibles rendements
d'extraction

Tableau 3.5. Tableau de synthése

EtOH 70%

20 20 20
130 130 130
12 16 15
5323 13005 7565

59 12,3 4,2

Rendements intéressants

Fortes teneurs en
terpenes dosés

Difficulté de mise a I'échelle
industrielle

A-LEEN 30%

60 60 60
50 50 50
4477 4388 5015

Mise a I'échelle industrielle
facile

Formulation pour usage
direct

Solvant en cours d'étude
Pas d'évaporation possible

H20
240 240 240
100 100 100
0,04 01 0,25

01 <01 43

Teneurs inféressantes en
terpenes pour les écorces
d'épicéa

Faibles rendements
d'extraction

Les rendements calculés correspondent au rapport entre la quantité d'extrait sec obtenu et la matiere
premiere seche mise en jeu. Aucun rendement ne peut étre établi sur les extraits A-LEEN.

Extraction a I'échelle
semi-pilote

Une fois realisés les premiers fests d'extraction et

d'identification de molécules a I'échelle laboratfoire,

la demande a été faite au Celabor de réaliser certaines

extractions a I'échelle semi-pilote.

L'objectif éfait donc d'obtenir des extraits en quantité

des écorces des 3 essences forestieres testées.

9 extractions ont été réalisées, en utilisant les 3 méthodes
déja testées a I'echelle laboratoire dans leurs conditions
optimales (macération a I'eau chaude, extraction
hydroalcoolique, extraction au solvant A-LEEN).

suffisante (50g/extrait sec ou 0.5|/extrait liquide) a partir

EXTRAFORWAL Extraction et valorisation des molécules d'intérét dans les écorces d'arbres
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Extraits d'écorces et identification de molécules

Préparation des Matériel et méthodes
échantillons

Broyeur a couteaux Retsch SM-300

"y i - Grilles utilisées: 4 mm
Les différentes extractions a I'eéchelle semi-pilote ( )

ont été réalisées sur les écorces séchées a l'air libre

B £ s Réacteur NR 6000 - Berghof.
et broyées a une granulometrie de 4 mm. sactetr ergho

Volume de 6 litres

Le rapport de bain a 1/10 (matiere premiere/
solvant) a efé choisi en fonction des données
obtenues par les essais de macerations a l'eau
chaude a I'échelle laboratoire.

Evaporateur Rofatif Buchi R-220 Pro
(Température de fonctionnement: 50°C)

Lyophilisateur pilote Telstar Lyobeta 35

Figure 3.11. Photos de I'exiraction a I'échelle pilote, de gauche a droite: Extraction sur Berghof (contenance
maximale 6L) — extraits avant lyophilisation - filtration des extraits et lyophilisation — extraits secs

Ces etapes, representees en figure 3.11, sont efape supplementaire d'évaporation de |'éthanol
identiques pour les macérations a I'eau et avant séchage des extraits par lyophilisation dans le
hydroalcooliques. Il faut cependant inclure une cas des macerations hydroalcooliques.

EXTRAFORWAL Extraction et valorisation des molécules d'intérét dans les écorces d'arbres 47



Extraits d'écorces et identification de molécules

V' 4
Résultats
Le tableau suivant reprend les principaux résultats obtenus. Teneurs en
polyphénols
fotaux Teneurs en
Dosage (mg GAE/L" - composés dosés
Codes Codes Rendement ( %) protéines ( %) mg GAE/qg) (%)
Echelle Echelle Matiere | Paraméres diextraction Echelle Echelle | Echelle Echelle | Echelle Echelle | Echelle Echelle
labo pllOTe premiere (solvam, durée; 1emperature) labo plIoTe labo plIoTe labo plIoTe labo plIoTe
CHEO31* CHEO34* Chéne A-LEEN 30 %; 60 min; 50°C - - - 02% | 4477  2599* - -
DOUGO031* DOUGO034* | Douglas | A-LEEN 30 %; 60 min; 50°C - - - 01% | 4388* 4482 - -
EPI031* EPI034* Epicéa A-LEEN 30 %; 60 min; 50°C - - - 01% | 5015 3325* - -
CHEO30 CHEO35 Chéne H20; 60 min; 90°C 9 % 4% 3,8% 34 % 327 364 57 54
DOUG030 DOUGO035 | Douglas | H20; 90 min; 90°C 7% 5% 16% 13% 392 446 123 10,5
EPIO30 EPI035 Epicéa H20; 60 min; 90°C 8% 6% 29 % 12% 277 299 3,5 11
CHEO16 CHEO036 Chéne EtOH 70 %; 60 min; 40°C 5% 5% 17% 19% 401 338 2,1 12
DOUGO016 DOUGO036 | Douglas | EtOH 70 %; 90 min; 40°C 7% 7% 10% 08% 317 408 153 24,6
EPIO16 EPI036 Epicéa EtOH 70 %; 60 min; 40°C 9% 9% 13% 0,8 % 219 268 51 2,0

Tableau 3.6. Tableau de synthése des résultats obtenus sur les extraits a I'échelle laboratoire et pilote.

Les rendements obtenus par extraction hydroalcoolique
sonfidentiques lors du passage de l'échelle labo al'echelle
pilote (Tableau 3.6). Dans le cas des macérations a I'eau,
une forte baisse des rendements a éfe observee (de 8,5%
a4,4% a l'echelle pilote pour le chéne). Cette baisse de
rendements est probablement due a la montee lente en
tempeérature d'extraction lors des extractions sur l'appareil
pilote (passage de fempeérature ambiante a 90°C). Les
parametres d'extraction onf donc éfe impactées puisque la

EXTRAFORWAL Extraction et valorisation des molécules d'intérét dans les écorces d'arbres

tempeérature n'a pas ete homogene durant foute la duree
d'extraction. De plus, ces rendements faibles onf necessite
la réalisation de plusieurs extractions pour atteindre les
50g demandés.

Un probleme rencontré a I'echelle pilote concerne la
récupération et filtration du liquide mélangé a la poudre
d'écorces. Il faudrait envisager une filtration directement
en fond de cuve d'extraction.
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Extraits d'écorces et identification de molécules

Dosage des polyphénols par
spectrophotométrie UV-Vis

La mesure des teneurs en polyphenols par la methode
Folin, donne une indication qualitative sur les quantités
de polyphénols presents. Les dosages ont été réalises
d'une part sur les extraifs liquides obfenus apres
macerafions A-LEEN (*), d'autre part sur les extraits secs.

Globalement les teneurs en polyphénols sont stables
entre les analyses sur les extraifs obtenus a I'échelle du
laboratoire et ceux a I'échelle pilote (teneurs entre 219
et446 mg GAE/g pour les exiraits secs). Des variabilites
entre les extraifs A-LEEN (pentylene glycol) obtenus a
I'échelle laboratoire (100 mL) et les extraits obtenus a

M Echelle labo
6000

5000
4000
3000

2000

Teneurs en polyphénols totaux
(mg GAE/L* - mg GAE/g)

1000

I'echelle pilote (550 mL) sont néanmoins observees sur
les extraits liquides de chéne et épicéa:

4477 mg GAE/L de polyphénols fotaux doses
dans I'extrait de chéne (échelle laboratoire) contre
seulement 2599 mg GAE/L sur I'extrait de chéne a
I'échelle pilote.

« 5015 mg GAE/L de polyphénols tofaux doseés dans
I'extrait d'epicéa (echelle laboratoire) contre seulement
3325 mg GAE/L sur l'extrait d'épicéa a I'échelle pilote.

Ces variabilités dans les feneurs en polyphénols peuvent
provenir de la filtration a I'échelle pilote: une perte de
volume de liquide a été observée en raison de la forte
absorption du liquide par la matiere premiere.

Echelle pilote

Figure 3.12: Teneurs en polyphénols dans les extraits optimisés produits a partir d'écorces de chéne (CHE), douglas
(DOUG) et épicéa (EPI) que ce soit a I'échelle laboratoire (bleu) et a 'échelle pilote (vert). Les mesures ont été réalisées sur
les extraits liquides () ef secs. Les codes des échantillons sont détaillés dans le tableau en annexe p. 74
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Dosage des tannins par
spectrophotométrie UV-Vis

Les dosages de tannins ont efé realises sur les extraits
produits a l'echelle pilofe ef mis en comparaison avec les
teneurs obtenues sur les extraifs secs realises a I'echelle
laboratoire ainsi que les teneurs issues de la littérature sur
d'autres essences (chéne, sapin et chataignier).

Les extraits liquides preésentent des faibles pourcentages
en fannins (< 0,5%), le solvant A-LEEN ne semblant pas
extraire les fannins des écorces.

M Echelle labo
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Globalement, les résultats obfenus a I'échelle pilote sont
similaires a ceux obtenus a I'echelle laborafoire pour les
extraits de chéne et de douglas. Efonnement, sur l'essence
d'épicea, de fortes baisses en teneurs en tannins ont efe
observees sur les extraits pilofes comparées aux extraifs
laboratoires: 4 fois moins de tannins dans I'extrait aqueux
obtenu a l'échelle pilote (6%) et 10 fois moins dans l'extrait
ethanolique (2%).

Comparées aux données de la littérature, les donnees pour
les essences de chéne et douglas confirment néanmoins
le potentiel intéressant de valorisation des tannins issus
des ecorces dans divers secteurs (feneurs > 8%).

Echelle pilote

& >
Q'\/

AN
)

Q'\
S Q
N

Figure 3.13. Teneurs en tannins dans les extraits d'écorces de chéne (CHE), douglas (DOUG) et épicéa (EPI) que ce soit a 'échelle laboratoire (bleu)
et al'échelle pilofe (vert). Les mesures ont été réalisées sur les extraifs liquides (*) ef secs. Les codes des échantillons sont détaillés dans le tableau
enannexe p. 74. En vert foncé sur la droite du graphique: les données issues de la littérature sur les écorces de chéne, sapin et chataignier.
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Dosage des métabolites
secondaires par UPLC-DAD-MS

Suife au dosage realisé en phase 2, 18 composes
phénoliques standards ont eteé selectionnés pour ce
second dosage sur les extraits pilote (vs 24 a I'echelle
laborafoire).

La figure 3.14 ci-dessous presente les concentrations
en composes doses dans les extraits obtenus a I'échelle

Macérations a I'eau chaude
30

25

10 II
I _II

$ o“g) & & $°
\23, 2 Qg’ 2 \)(9 2 0(9 2 ((?\ 7 ‘8\ 7 \2\((’ 2 \28’ /
Q O

Concentration (%)
=
wu

Macérations hydroalcooliques

\5(9 4 \3(9 7 ‘8\ 4 ‘3\ /
Q

laboratoire (codes se terminant par 030 et 016) et ceux
obtenus a I'échelle pilote (codes se terminant par 035
et 036).

Que ce soit a I'échelle laboratoire ou I'échelle pilote,
les familles de composés extraits sont bien les mémes
pour les différentes ecorces: les écorces de chéne sont
principalement riches en acides, les ecorces de douglas
sonfriches en flavonoides ef les ecorces d'epicea sont
riches en stilbenes.

Littérature

Stilbénes
H Flavonoides
m Acides

0,,"0 Q’bb & ¥ i

Figure 3.14. Concentrations des polyphénols dosés (stilbénes, flavonoides et acides) dans les extraits d'écorces
de chéne (CHE), douglas (DOUG) et épicéa (EPI) que ce soit a I'échelle laboratoire ef a I'échelle pilote. Les

codes des échantillons sont détaillés dans le tableau en annexe p. 74
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Macérations a I'eau chaude

Les teneurs en polyphénols doses sur les extraits aqueux
obtenus a I'échelle pilote sont inférieures a celles
obtenus surles extraits a I'échelle laboratoire. L'extrait
aqueux de chéne (CHEO30), riche en acide ellagique a
I'échelle laboratoire (4,861 %) ne présente que 0,449 %
d'acide ellagique a I'échelle pilote (CHEQ35). La valeur
obtenue pour cet extrait d'écorces de chéne a l'echelle
pilote est inférieure a ce qu'on peut trouver dans la
litterature (3,5-3,7 % de catéchine et d'acide ellagique).
Ces diminutions de teneurs egalement observees
sur les extraits pilotes de douglas et epicea peuvent
provenir des problemes rencontres pour chauffer a
90°C la cuve d'extraction de 5L.

» Necessite d'optimiser I'extraction a cette échelle si
I'on veut mettre en avant la teneur en acide ellagique
dans les ecorces de chéne.

Macérations
hydroalcooliques

Les macerations hydroalcooliques a I'échelle pilote
semblent permettre une meilleure extraction des
composeés phénoliques puisque les teneurs en
composes doses sont supérieures dans les extraits
hydroalcooliques obtenus a I'échelle pilote comparées
a celles des extraits a I'eéchelle laboratoire (sauf dans
le cas de I'épicéa). Les 24,14 % de faxifoline extraite
a I'échelle pilote ont largement depasse les 13% et
14,6 % dosés respectivement dans la littérature et a
I'echelle laboratoire.

EXTRAFORWAL Extraction et valorisation des molécules d'intérét dans les écorces d'arbres

®» Des replicats d'extraction seraient a prevoir pour
confirmer ces résultats tres intéressants

Dans le cas des extraifs d'épicea, I'echelle pilote n'a pas
permis une meilleure extraction en stilbenes. L'astringine
a été extraite en quantité moins importante lors du
passage a l'échelle pilote: de 2,7% exirait a I'échelle
laboratoire a 0,3 % a I'échelle pilote (8 fois moins) pour
I'extrait aqueux et de 4% a 1% a I'échelle pilote pour
I'extrait hydroalcoolique (4 fois moins). Lastringine a pu
se degrader lors du processus d'extraction a I'echelle
pilote puisque les macérations efaient plus longues
que celles a l'échelle laboratoire le temps d'afteindre
la température souhaitee.

®» Optimisation de la méthode d'extraction a
I'échelle semi-pilote afin de préserver les stilbenes
potentiellement détruits.

47



Extraits d'écorces et identification de molécules

Bilan « Macération a I'eau chaude: et 0,8% (EPI0306).
CHE035, DOUGQ35 et EPIO35 i fil ol
- 9 extraits ont été produits . : - Les profils en extractibles ont
s : « Extraction a hydroalcoolique ete obtenus, les composes
a l'échelle pilote (CHEQ34, 0 T o
DOUGO34 EPI034. CHEQ35 (Ethanol 70%): CHEO36, majoritaires identifiés pour chaque
DOUGO35,' EP|035,' CHE036,' DOUG036 et EPI036 essence sont les suivants:
DOUGO36 et EPI036). « Extraction avec solvant A-LEEN - acide ellagique dans les écorces
e T (30%): CHEQ34, DOUGO3 et de chéne
partir de 3 matieres premieres: ARI0ES « taxifoline dans les écorces de
ecorces de chéne (CHE), douglas - Les rendements d'extraction pour douglas
(DOUG) et épicéa (EPI) chaque extraction sont les suivants - :
- asfringine dans les ecorces
- 3methodes d'extraction ont éfe * 3,4% (CHEO35), 1,3% (DOUGO35) d'épicea
utilisées (conditions resumeés dans et1,2% (EPIO35)

letableau 3.6): +1,9% (CHEQ36), 0,8% (DOUGO36)

EXTRAFORWAL Extraction et valorisation des molécules d'intérét dans les écorces d'arbres
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Conclusion partie 3

Les matieres premieres de cette etude generees
par l'industrie forestiere et disponibles en grande
quantité sont encore sous-évaluees. Par cette étude,
les conditions optimales de pre-traitement (sechage
ef broyage) ont efé identifiees. Les procedes testes
peuvent éfre fransposes a l'échelle pilote. Le systeme
de séchage en flux d'air continu et double disques
opposes propose par Dryer One (dryer-one.com)
basé a Thimister pourrait servir pour seécher des fonnes
d'ecorces. Avec une surface de séchage de 500 m2,
il peut atteindre une capacite de sechage de 22 ,5t/h.

D'autre part, I'exploration de différentes methodes
d'extfraction a permis de déterminer les principales
extractions a I'échelle laboratoire les plus interessantes
pour une poursuite d'éfude a I'échelle pilote. Les

Ces resultats prometteurs laissent entrevoir de
nouvelles éfudes fres inféressantes. En perspectives,
l'enrichissement des extraits peut &tre envisage.

La piste de valorisation la plus intéressante concerne les
ecorces de douglas qui sont trés riches en taxifoline,
molecule valorisable dans le domaine alimentaire mais
egalement pharmaceutique.

conditions optimales pour chaque méthode d'extraction
testee ont été évaluées a partir des rendements
massiques mais également en fonction des teneurs en
extractibles présents dans les différents extraits d'écorces.
Cette etude a également permis de mettre en avant le
potentiel des ecorces par leurs richesses en substances
phytochimiques a fort potentiel pour des applications
dans divers secteurs (dermo-cosmetique, compléments
alimentaires, pharmacie, anfifongique, efc.).

Le passage a l'échelle semi-pilote a preésente des
resultats encourageants, notamment sur la nécessite
d'optimiser encore la méthode d'extraction a cette
echelle (montée en fempérature, filfration...) afin de
préeserver les composes d'intéréts et de les extraire
au mieux.

Les autres ecorces peuvent egalement étre enrichies
en acides phénoliques ainsi qu'en stilbenes pour
des applications en dermo-cosmeétique ou en tant
qu'antifongique natfurel. Pour cela, divers essais
d'activites biologiques seront a prevoir pour corréler
les compositions chimiques riches aux potentielles
voies de valorisation.
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Valorisation des extraits et Propriétés biochimiques

Si de nombreux marchés applicatifs sont potentiellement
accessibles aux extraits d'écorces (voir Partie 1), encore
faut-il confirmer que les extraits issus d'ecorces
industrielles wallonnes ef obtenus via des procedes
d'exfraction adaptes (voir Partie 3) possedent des
proprietes biochimiques d'intéréts.

Ce chapitre se consacre a l'etude de plusieurs
proprietes biochimiques, dont I'analyse a eté confiee
a différents prestataires (CRA-W, ULiege, Insfitut
Condorcet, Celabor). Les analyses menees en Partie 3
ont démontrees que certains groupes de molecules

Matiere premiéere

Code
CHEO34* Chéne (Quercus robur et Q. petrea)
DOUGO034* Douglas (Pseudotsuga menziesii)
EP1034* Epicéa (Picea abies)
CHEO35 Chéne (Quercus robur et Q. petrea)
DOUGO035 Douglas (Pseudotsuga menziesii)
EPI035 Epicéa (Picea abies)
CHEO036 Chéne (Quercus robur et Q. petreq)
DOUGO036 Douglas (Pseudotsuga menziesii)
EPI036 Epicéa (Picea abies)

Tableau 4.1. Liste des extraits testés
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etaient plutof présents dans un type d'écorce que dans
l'autre. Cependant, il est reconnu que la concentration
et/ou purification de molécules spécifiques au depart
d'un extrait brut est un procedé couteux.

Par ailleurs, un extrait brut contient un melange de
molécules qui peuvent agir en synergie et developper
un « effet cocktail » avec des proprietés biochimiques
d'interét. C'est pourquoi ce chapitre se concentre sur
I'étude des propriétés biochimiques des extraits bruts,
obtenus via les methodes d'extraction optimisees en
Partie 3.

Parametres d'extraction
(solvant; durée; température)

A-LEEN 30%; 60 min; 50°C
A-LEEN 30%; 60 min; 50°C
A-LEEN 30%; 60 min; 50°C
H20; 60 min; 90°C
H20; 90 min; 90°C

H20: 60 min; 90°C

EtOH 70%:; 60 min; 40°C
EtOH 70%:; 90 min; 40°C
EtOH 70%:; 60 min; 40°C

—



Activités cosmétiques

L'objectif de cette section est d'évaluer 'activite
anti-radicalaire, antioxydante et antfi-age des extraits
bruts, en vue d'estimer leur potentiel intérét pour le
secteur cosmetique. Les fests onf eté effectues par
le laboratoire Celabor.

Matériel et méthodes

Activité anti-radicalaire et
antioxydante

Activité antiradicalaire: Test DPPH

La meéthode de DPPH rapide et simple permet de
mesurer le pouvoir anfiradicalaire des métabolites.
Son principe est basé sur la reduction du DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) qui est en effet un radical
libre de couleur violette en une molecule de couleur
jaune absorbable a 517 nm. L'acide gallique (AG) qui a
un fort pouvoir antioxydant est utilisé comme référence
au cours de cette analyse.

Activité antioxydante: Test ORAC

La méthode appelée ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) permet une évaluation du
caractere anfioxydant d'un extrait. La méthode est
basee sur la degradation plus ou moins rapide de la
fluoresceine. S'il'y a des antioxydants dans le milieu,
ceux-civont d'abord éfre degradeés et la fluoresceine

confinuera a émeftre la méme fluorescence.
Inversement, s'il n'y a pas ou plus d'antioxydant, la
fluoresceine va étre degradée et elle émettra donc un
signal de moins en moins important au fur eta mesure
de sa degradation. Le trolox qui a un fort pouvoir
antioxydant est ufiliseé comme référence au cours de
cette analyse.

Activités anti-ages

Dans le cadre des acfivités anti-age, une quantité
connue d'extrait solide remis en suspension dans le
solvant adequat est mis en presence de I'enzyme
et de son substrat dans un puit d'une microplaque
96 puits. Pour les extraifs avec le solvant A-LEEN, les
extraifs liquides seront ufilisés fels quels. L'absorbance
du melange sera mesurée a infervalles reguliers contre
celle du méme mélange sans enzyme qui fera office
de blanc. Les difféerences observées permettront de
mettre en evidence ou non une activite d'inhibition
de l'enzyme.

Activité anti-collagénase et anti-élastase

Les proprietes anti-ages se basent sur l'inhibition de la
collagénase et I'élastase, deux enzymes faisant partie
de la classe des protéases qui catalysent la destruction
du collagene et de I'élastine lors du processus de
vieillissement

Activité blanchissante: anti-tyrosinase

La tyrosinase est une enzyme faisant partie de la classe
des oxydoreductases. Elle catalyse I'oxydation des
phénols tel que la tyrosine, induisant ainsi la production
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de mélanine. L'objectif de ce fest consiste a déterminer
I'effet inhibiteur qu'un extrait peut avoir vis-a-vis de la
tyrosinase. Un tel extrait pourrait alors étre considére
comme un agent anti-pigmentaire potentiel.

Résultats

Activités anti-radicalaires et
antioxydante

Pour se faire une premiére idée sur les proprietés
cosmetiques des extraits, les tests DPPH et ORAC
sont des méthodes fiables et standardisées pour
mesurer |'activité antioxydante de molécules pures
ou d'extraits vegetaux. lls sont largement utilises pour
evaluer le potentiel antioxydant de différents produits.

Test antiradicalaire

w
S & &
S & &

200
150

DPPH (g EAG/kg ou mg EAG/L)
=y
o

wvi
o

Chéne Douglas Epicéa
M A-leen30%

o

M H0

Cependant, il faut noter que ces tests ne refletent pas
nécessairement I'effet biologique des antioxydants
in vivo. Les résultats obtenus sur les 9 extraits sont
presenteés sur le graphique en Figure 4.1.

La figure 4.1 indique que la majorité des extraits ont
des propriétés antioxydantes (test DPPH (a) et test
ORAC (b)). Cependant, les activités antioxydantes
des extraits A-Leen (violet) sont faibles comparées
aux activités antioxydantes des extraits a I'eau (bleu)
ou al'EtOH (orange).

Le test ORAC apporte des effets antioxydants plus
importants pour les extraifs aqueux compares aux
résultats obtenus par le test DPPH. Ceci peut provenir
de la dilution des extraifs avec du methanol dans le test
DPPH contrairement a l'usage d'eau pour la dilution
dans le test ORAC.

Test ORAC
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Figure 4.1. Activités antioxydantes des extraits obtenus par le test antiradicalaire DPPH (a) et le test ORAC (b).
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Il n'existe pas de valeur universelle pour considérer
qu'un extrait est actif contre le DPPH ou pour le test
ORAC, car cela dépend de la concentration de l'extrait,
du femps de réaction, du solvant utilisé ef du type de
composes antioxydants présenfs dans I'extrait. Dans la
littérature, |'extrait d'écorces de Q. robur a montré une
activité antioxydante élevée (de 0,9 a 1,3 mmol Trolox/g
d'extrait sec) selon la méthode ABTS (Drézdz et al. 2018).
Ceresultatindique l'inférét du pouvoir antioxydant des
ecorces de chéne méme s'il est difficile de comparer
avec les donnees obtenues dans cette efude.

De plus, peu d'études font références aux fests
antioxydants et a des valeurs antioxydantes d'extraits de
douglas (Pseudofsuga menziesii). Cependant, les extraits
de P menziesii semblent avoir un potentiel antioxydant,
méme s'il faudrait faire des efudes supplémentaires
pour le confirmer.

D'apres la litterature (Benabdallah ef al. 2016 ; Berrada ef
al. 2011), voici quelques valeurs de reférences de tests
DPPH en mg EAG/L obtenues pour différents produits:

« Huile d'olive vierge extra: 168,3+0,01 mg EAG/L
« Huile d'olive vierge: 182,1+0,02 mg EAG/L

- Extrait de feuilles de romarin: 520 mg EAG/L

- Extrait de feuilles de thym: 590 mg EAG/L

- Extrait de feuilles de sauge: 660 mg EAG/L

Les extraits hydroalcooliques d'écorces de chéne
et douglas ainsi que I'extrait aqueux d'écorces de
douglas présentent des propriétés antioxydantes plus
importantes que celles d'huile d'olive vierge (> 200 mg
EAG/L), mais inférieures aux proprietés anfioxydantes
d'extraits de feuilles de romarin, de thym ou de sauge
(<400mg EAG/L pour tous les extraits d'ecorces).

De laméme maniere, pour le fest ORAC, les reférences
en mg eq Trolox/g trouvees dans la litterature (Marc
et al. 2004) sont tres faibles comparees aux valeurs
obtenues dans notre éfude:

- Extrait de the vert: 1,2 mg eq Trolox/g
« Extrait de romarin: 0,8 mg eq Trolox/g
- Extrait de grenade: 2,3 mg eq Trolox/g

« Extrait de myrtille: 62,2 uniteés ORAC par g, soit environ
0,062 mg eq Trolox/g

Ceciindique probablement que les méthodes pour
doser le pouvoir antioxydant par la methode ORAC
ne sont pas comparables.

En comparaison a la littérature, on peut noter que
les extraits d'écorces de chéne et douglas a I'éthanol
70% possedent les propriétés antioxydantes les
plus intéressantes: > 300 g/kg pour le test DPPH
(a) et >500 g/kg pour le test ORAC (b).
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ACﬁVitéS anﬁ_ ag es M A-Leen30% [ H20 EtOH70% Témoin commercial
100 %
Les tests enzymatiques anti-ages anti-tyrosinase, anfi- 90 % A Inhibition élastase (%)
elastase et anti-collagénase sont des methodes qui 80%
permettent d'évaluer I'effet de molécules ou d'extraits 72 :/"
vegetaux sur le vieillissement cutane. 20 of’
0
. ; ; 40 %
La tyrosinase, I'élastase et la collagénase sont 30%
des enzymes impliquées respectivement dans la 20%
pigmentation, la perte d'élasticité et la dégradation 10%
A H 0%
du collagene de la peau. Ces enzymes sont des cibles Chéne Douglas Epicéa

potentielles pour des agents cosmétiques anti-ages.

100 %
Ces tests anfi-ages sonf bases sur la mesure de la 90%
dégradation d'un substrat de I'enzyme visée au cours 80%
du temps. La cinétique de degradation de ce substrat 0%

, . e e L e : 60%
permet de determiner l'activite inhibitrice de nos extraits 0%

B Inhibition tyrosinase (%)

en pourcentage d'inhibition. 40%
30 %
La figure 4.2 met en évidence les propriétés anti-ages 20%
des extraits par les inhibitions des enzymes élastase 10% I B B
(a) tyrosinase (b) et collagénase (C). Les activités anti- 0% Chéne Douglas Epicéa

ages des extraifs A-Leen (violet) restent faibles (< 50 %
d'inhibition de I'élastase et < 30% d'inhibition de la
tyrosinase) comparees aux activites anfi-ages des extraits
T T 90 %
al'eau (bleu) ou a I'ETOH (orange). Nous pouvons fout 80%

de méme noter que les extraits A-leen d'écorces de 70%
chéne et d'épicéa présentent des pourcenfages non 60% |

100 % C Inhibition collagénase (%)

negligeables a hauteur de 40% d'inhibition de ['élastase. 50%
40%

c ; . 30 %
Les extraits aqueux d'ecorces semblent avoir un 200/“
0

potentiel préférentiel en tant qu'anti-dge (inhibition 10%

de I'élastase et la collagénase) et non anti-pigmentaire 0%

(inhibition de la tyrosinase). A chaque fois, un témoin Chéne Douglas Epicéa
moléculaire permettant de valider le test a ete employe

ainsi qu'un tfémoin commercial pour comparer les Figure 4.2:A§1|Y|Tes anti-ages des extraits obtenus par
mesure d'inhibition.
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extraits a un actif vendu dans le commerce (fémoin
commercial en jaune sur les graphiques). Les extraits
aqueux d'ecorces de chéne et de douglas possedent
des acfivités anti-élastase supérieures au fémoin
commercial (>40%). Lextrait aqueux de chéne possede
en plus une activité anti-collagénase supérieure au
temoin commercial (>80 %), ce qui en fait un extrait tres
intéressant a valoriser en cosmeétique anti-age.

D'autre part, on remarque que les extraits hydroalcoo-
liques possedent egalement de fortes activités an-
ti-ages: les extraits hydroalcooliques d'écorces de dou-
glas et d'épicéa possedent des activites anfi-elastase
superieures au temoin commercial (> 40 %) et I'extrait
d'épicea possede en plus une activité anti-collagenase
supérieure au témoin commercial (>80 %). De maniere
generale, les extraits hydroalcooliques possedent de
tres fortes activités anti-ages semblables au témoin com-
mercial pour les trois extraits d'écorces testes.

De plus I'extrait hydroalcoolique d'écorces de douglas
possede une activité anti-tyrosinase similaire a |'extrait
commercial (pourcentage d'inhibition > 50 %).

L'extrait aqueux de chéne et I'extrait hydroalcoolique
de douglas présentent donc les plus fortes inhibitions
d'enzyme et possedent donc un fort intérét de
valorisation en cosmetique pour leurs proprietes anti-age.

En comparaison aux tfémoins commerciaux,
I'extrait aqueux de chéne (CHEO35) et I'extrait
hydroalcoolique de douglas (DOUGO036)
présentent donc les plus fortes inhibitions
d'enzyme et possédent donc un fort intérét
de valorisation en cosmétique pour leurs
propriétés anti-age.

Ces résultats montrent un fort potentiel des
extraits pour une valorisation en fant qu'anti-age.
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Conclusion

Cette étude met en évidence le potentiel antioxydant  Ce potentiel pourrait étre explore lors d'une étude

des trois lots d'extraits d'écorces, en particulier le lot  ultérieure, avec une étape de concentration des extraifs

d'écorces de douglas. obtenus, et l'identification des actifs responsables des
propriefes.

Concernant l'activité inhibitrice de I'enzyme élastase, on

remargue un potentiel inféressant des extraits aqueux ~ Le potentiel en termes d'activite blanchissante (anti-

d'écorces de chéne et douglas ainsi que des extraits  Tyrosinase) semble moindre.

hydroalcooliques de douglas et épicéa.

Activités anti-dge Activité anti-radicalaire et antioxydante

Activité Activité blanchissante:  Acfivité Activité antiradicalaire:  Activité antioxydante:
anti-élastase anti-fyrosinase anti-collagénase Test DPPH Test ORAC
Activité >témoin avec AR L -

Epicéa extraits EfOH et = Activité < fémoin Activité > temoin Activité la plus faible Activité moyenne avec

extraits H20 et EtOH

avec H0 et A-LEEN  VeC fous les extraits  avec extraits EtOH

Activité > témoin avec L C
Chéne extraits Hp0 et = avec Activité < témoin Activité > témoin

EfOH et A-LEEN avectous les extraits ~ avec extraits H20

Activité forte avecles  Activité moyenne avec
extraits EfOH extraits H20 et EfOH

Activité forte avec Activité la plus forte
les extraits EtOH, avec extraits Hz0 et
moyenne avec H20 EtOH

Activité >témoin avec  Activité = témoin Activité = témoin

Douglas e H0etEfOH  avec extraits EtOH avec extraits EfOH

Tableau 4.2. Synthése des activités cosmétiques
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A CﬁV“éS fon gi Cid es en son centre. Les pathogenes fongiques ont une

croissance radliale assez homogene sur milieu de
culture. Linhibition est donc mesuree en comparant la
croissance radiale du pathogene surle milieu confenant
les extraits au méme milieu sans les extraits (blanc).

Dans cefte section, realisée par l'institut
Condorcet, 'objectif fut de mettre en
evidence un éventuel effet antifongique et/ou
antibactérien d'extraits d'écorces.

Bactéries
Matériel et méthodes Les deux bactéries utilisées pour mettre en évidence un
eventuel effet anfibacteérien sont les suivantes:
Champignons - E. coli (GRAM -)
- 5. aureus (GRAM +)

Quatre pathogenes fongiques rencontres couramment
ont efe utilises pour mettre en évidence un potentiel
effet anfifongique:

- Solani w Alternariose des solanacée
« B. cinerea » Pourriture grise

« F. solani ® Fusariose des solanacées et indicateur de
celle des céréales

- P. infestans » Mildiou de la pomme de terre

- Les extraits ont eté infégrés a un milieu de culture
a une concentration de 1; 2,5 et 5 g/I. Les extraits
liquides ont éte utilisés en considerant la masse
equivalente au volume (1g =1 ml).

- Les milieux ufilises sont le PDA (Potato Dextrose Agar)
pour A. solani, B. cinerea et F. solani et le milieu V8
(jus de legumes V8) pour P. infestans.

- Les milieux contenant les extraits ont été stérilisés a
l'autoclave pendant 20 minutes a 121°C.

- Les milieux stérilisés ont par la suite éfé coulés dans
des boites de Petri de 90 mm de diametre.

- Une fois le milieu refroidi, le pathogene est inoculé

- L'inhibition de la croissance bactérienne a l'aide des
extraifs a efé évaluée avec le méme principe qu'un
antibiogramme (voir figure en page suivante). Une
substance avec des proprietes antibacteriennes est
placée sur une gelose et se diffuse. Il se forme alors
un halo sans développement bactérien a partir de
I'endroit ou a éfé depose I'antibiotique.

- Une gélose Mueller-Hinfon de 4 mm de hauteur a
ete coulée dans des boites de Petri.

- Les boites ont été ensemencees par écouvillonnage
de bactéries. Ensuite, trois puits de 5 mm de diamétre
ont été creusés dans la gelose.

- Dans un puit a ete depose 40 pl confenant 30 pg
de chloramphénicol, c'est un antibiotique qui sert
de témoin.

- Dans les deux autres puits ont éte deposes 40
d'une solution autoclavee contenant 20 g/ d'extrait.
Les extraits A-leen ont éte utilises pur.

- Siles extraits ont un effef antibacterien, il n'y aura pas
de developpement de la bactérie aux alenfours de
I'endroit ou ils onf été déposes.
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lllustration du fonctionnement d'un antibiogramme

Développement
bactérien sur la

Pas d'inhibition du gélose nutritive

développement.
La bactérie est
résistante a cet

antibiotique Pastilles

d'antibiotiques
Réaction
intermédiaire
a l'antibiotique

Bactérie Boite de Pétri

sensible a
I'antibiotique

Un anfibiogramme © Georges Dolisi
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Résultats

Activité antifongique

Alternaria solani

La figure ci-dessous illustre une partfie des résultats sur
le pathogéne A. solani.

Figure 4.4.: Inhibition de la croissance d'A. solani sur les
différents extraits (de gauche a droite: 0 -1-2,5et 59/l
de haut en bas: extrait DOUG34, DOUG35 et DOUG36)

Observations

« Linhibition de la croissance du pathogéne la plus
importante est observee sur les extraits « 36 », c'est-
a-dire ceux élaborés avec I'éthanol 70 % comme
solvant.

« L'inhibition maximale (53,0 %) a été obfenue avec
I'extrait DOUG36 a une concenfration de 5 g/l (en bas
a droite)

« Les extrait CHE34 et CHE35 ont stimulé la croissance
du pathogene par rapport au temoin.
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Botrytis cinerea

La figure ci-dessous illustre une partie des résultats sur
le pathogene Botryfis cinerea.

Figure 4.5. Inhibition de la croissance de B. cinerea sur les
différents extraits (de gauche a droite: 0 -1-2,5et5 g/l
de haut en bas: extrait DOUG34, DOUG35 et DOUG36)

Observations

- Tout comme avec A. solani, I'inhibition maximale
(699 %) a éte obtenue avec I'extrait DOUG36 a une
concentration de 5 g/I

« L'inhibition de la croissance du pathogéne la plus
importante est observee sur les extraits « 36 », c'est-a-
dire ceux élaborés avec I'éthanol 70 % comme solvant.

« Tous ces extraits ont eu au moins une inhibition de
50% a une concentrafion de 5 g/I.

+ Avec les extraits DOUG36 et CHE36, il n'y a pas de
différence significative entre les concentrations de 2,5
et 5 g/l. Aucune différence n'a été constatée entre les
concentrations de EPI36

« Il n'y a pas eu de stimulation de la croissance du
pathogene.
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Fusarium solani

La figure ci-dessous illustre une partie des resultats
sur le pathogene F. solani.

Phytophthora infestans

La figure ci-dessous illustre une partie des resulfats
sur le pathogene Phytophthora infestans.

Figure 4.6: Inhibition de la croissance de F. solani sur les
différents extraits (de gauche a droite: 0 -1-2,5et5g/I,
de haut en bas: extrait CHE34, CHE35 et CHE36)

Observations

« L'inhibition maximale (71.3 %) a été obtenue avec
I'extrait CHE36 a une concentration de 5 g/I.

- L'inhibition de la croissance du pathogéne la plus
importante est observee sur les extraits « 36 »,
c'est-a-dire ceux elaborés avec I'ethanol 70 %
comme solvant.

- Tous ces extraits ont eu au moins une inhibition de
50% a une concentrafion de 5 g/I.

-1l n'y a pas eu de stimulation de la croissance du
pathogene a part avec DOUG34 1 g/I.

Figure 4.7: Inhibition de la croissance d'P. infestans sur les
différents extraits (de gauche a droite: 0 -1-2,5et5 g/l
de haut en bas: extrait CHE34, CHE35 et CHE36)

Observations

- Tous les extraits 35 et 36 ont completement inhiber
la croissance du pathogene méme a la plus faible
concentration.

- Confrairement aux autres pathogenes, les extraifs
A-leen onf aussi eu des résultats inféressants
avec des inhibitions de plus de 48% a une
concentrafion de 5 ml/I.
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Activité antibactérienne

S. aureus E. coli
La figure ci-dgssous illustre une partie des résultats La figure ci-dessous illustre une partie des résultats
sur le pathogene S. aureus. sur le pathogene E. coli.

'

Figure 4.8: Inhibition de S. aureus avec I'extrait DOUG34 (a
gauche) et I'extrait CHE35 (a droite)

Observations

« Tous les extraits ont inhibé la croissance de S.
aqureus.

« Les extraits ayanf les meilleurs résultafs sonf a base
de chéne ef le solvant le plus performant pour
extraire les molécules d'intérét est |'eau. Figure 4.9: Inhibition de la croissance de E. coli avec les

extraits CHE34, CHE35, DOUG34 et DOUG36

Observations

« Seuls les echantillons 34 utilisés pur ont montre un
léger effet antibacterien contre E. coli. lls onf eu a
chaque fois une inhibition de l'ordre de 10 -11 mm
de diametre.

« Les autres échantillons (35 et 36) n'ont pas montre
d'inhibition du développement de la bactérie.
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Discussion

« Les résultats obtenus pour linhibition des fongiques sont
encourageants. Pour chaque pathogene, les extraifs
provenant des 3 écorces onfau moins eu une inhibition
de 50% (sauf EPI confre A. solani).

- |l a été constaté une meilleure efficacité des extraits
avec éthanol pour l'inhibition des fongiques.

- Tous les extraits 35 et 36 onf complefement inhibée la
croissance de P. infestans. Les extraits 34 ont aussi eu
des résultafs interessants dans l'optique de developper
un produit anfifongique contre ce pathogene.

- La différence d'efficacite entre P. infestans et les autres
pathogenes fongiques peut s'expliquer par le fait que
P. infestans est un oomycéte alors que les trois autres

font partie des ascomycetes.

- Les résultats obtenus pour linhibition de S. aureus sont
aussi inféressants si on les compare a l'efficacité d'un
anfibiotique pur (chloramphénicol).

Conclusion

Les écorces de chéne et de douglas semblent donc avoir
le meilleur potentiel en termes d'activites de controle, et
les solvants a privilegier semblent étre I'ethanol 70 % pour
les champignons et 'eau pour les bactéries. Le pathogene
P infestans, responsable du mildiou, semble étre le plus
sensible aux extraits d'ecorces. De plus il existe un marche
potentiel énorme pour un produit biosource qui pourrait
étre une alfernative aux produits conventionnels ou agir
en synergie avec eux dans le but de reduire leur ufilisation.

Activité anti-fongique et anti-bactérienne

Epicéa

Inhibition >40 % pour extraits

A. solani EtOH

Chéne

Stimulation croissance avec
extraits H20 et A-LEEN Inhibition
pour extraits EtOH (>2,5g/L)

Douglas

Inhibition max (53 %) avec
extrait EfOH (5g/L)

B. cinerea

F. solani

P. infestans

S. aureus

E. Coli

Inhibition >50 % pour extraits
EtOH (>2,5g/L)

Inhibition >50 % pour extraits
EtOH (5g/L)

Inhibition max (100 %) avec
extrait EfOH et H20 (>2,5g/L)

Inhibition max avec extraits H20
(>17 mm) suivi par extrait EfOH
(>15mm)

Peu d'inhibition

Inhibition >50 % pour extraits
EtOH (>2,5g/L)

Inhibition max (70 %) avec
extrait EtOH (5g/L)

Inhibition max (100 %) avec
extrait EtOH et H20 (>2,59/L)

Inhibition max avec extraits H20

(23 mm) suivi par extrait EfOH
(20mm)

Peu d'inhibition

Tableau 4.3. Synthese des activités antifongiques et antibactériennes

Inhibition max (70 %) avec
extrait EfOH (>2,59/L)

Inhibition >50 % pour exfraits
EtOH (5g/L)

Inhibition max (100 %) avec
extrait EfOH et H20 (>2,59/L)

Inhibition max avec extraits H20

(15 mm) suivi par extrait EtOH
(>14 mm)

Peu d'inhibition
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Activités herbicides

Introduction

Cette étude porte sur la potentielle activité herbicide
des extraifs d'écorces sur le trefle (Trifolium incarnatum
L.)etle lolium (Lolium perenne L.). Létude a été realisee
par le Laboratoire de Chimie des Molécules Naturelles
de I'ULiege.

Matériel et méthodes

Culture des plantes et realisation des essais biologiques.

« Plantes pour essais biologiques: semees dans des
pots en plastique de 6 x 6 x 7 cm avec terreau humide
Hortfa Universal Bio (congele a -80°C avant utilisation).

- Apres la semence, les graines onf eté recouvertes
d'une fine couche de terreau.

« Efude de deux stades de croissance (cotylédon et
vraies feuilles) sur une péeriode de sepfjours.

« Au moins trois réplicats par modalité, chaque replicat
comprenant six planfes au méme stade de croissance.

« Pour les trefles: observation des stades cotyledon et
stade a deux vraies feuilles.

« Pour le lolium: observation des stades cotyledon et
stade a une vraie feuille.

» Preparafion de différentes solutions pour les essais
biologiques:

- Extraits solidesa 5 g/L, 1 g/L et 0,1 g/L (extraits issus

EXTRAFORWAL Extraction et valorisation des molécules d'intérét dans les écorces d'arbres

de I'eau ef de |'éthanol a 70 %).

- Trois solutions d'extraits liquides (avec solvant A-Leen):
Cinitiale/2, Cinitiale/5 et Cinitiale/10.

- Realisation de quatre contréles negatifs avec de l'eau
et differents pourcentages d'A-LEEN (15%, 6% et 3%).

« Realisation de deux controles positifs avec de I'acide
pelargonique a 60g/L avec 0,5% de tween 20, et
Roundup a base d'acide acétique a 60g/L.

- Protocole de pulvérisation: cing pulvérisations sur
chaque face des plantes a une distance de 20 cm
du pot, pour un total de vingt pulvérisations avec un
volume fotal d'environ 2 mL pulvérise.

« Les planfes ont éte pulverisees une seule fois au debut
des essais biologiques.

Evaluation de I'activité herbicide
apres sept jours

« Une fois la période de sept jours écoulée, les essais
biologiques ont éfeé inferrompus.

« Dans un premiertemps, le nombre de plantes touchées,
le nomibore de cotyledons fouchés, le nombre de feuilles
touchées et le nombre tofal de feuilles ont éte comptes.

« Dans un second temps, un état genéral a été aftribue
a I'ensemble des réplicats d'une méme modalité (de
1, aucune influence sur les planfes a 6, plantes mortes).

« Ainsi, méme les feuilles ayant poussé entre le début des
essais biologiques ef leur conclusion ont éfé prises en
compte dans le decompte tofal des feuilles, bien qu'elles
n‘aient pas éte directement exposees a la pulverisation
lors du lancement des essais biologiques.
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« Enfin, la masse fraiche de chaque réplicat a été
mesuree et le pourcentage de feuilles impactees a
efé calculé. La masse fraiche sera le graphique qui
illustrera les principaux resultafs.

Résultats et discussion
Contréles négatifs et positifs

Les solufions d'A-LEEN ont présenté des resulfats
surprenants. Bien qu'elles aient été utilisees dans le
but de demontrer l'inefficacité de ce solvant vis-a-vis
des plantes testées, elles ont en réalité montre une
cerfaine acfivité herbicide pour chaque modalite, a
I'exception du lolium au stade feuille. Cefte activité
herbicide est néanmoins moins prononcee que celle
des herbicides conventionnels, comme en temoigne
la masse fraiche moyenne des replicats traitées avec
A-LEEN, qui est supérieure a celle du Roundup ou de
I'acide pelargonique.

On peut cependant observer que plus I'A-LEEN est dilué,
plus les effets herbicides du solvant diminuent.

On peut conclure que ce solvant a un effet herbicide
sur toutes les planfes a fous les stades et toutes les
concentratfions. Toutefois, cet effet est atténué pour
le lolium au stade cotyledon pour la concentration
Cinitiale/10 et au stade feuille pour les concentrafions
Cinitiale/10 et Cinitiale/5.

Extraits d'écorces

« En ce qui concerne les extraits a I'eau et a I'éthanal, la
pulverisation n'a eu aucun impact sur la masse fraiche, la
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viabilité ou encore le pourcenfage de feuilles fouchees.

« Cependant, les solutions dans lesquelles les composes
sont solubilises dans I'A-LEEN ont eu un impact. Cet
effet, en particulier sur la masse fraiche ef la viabilite,
diminue lorsque le facteur de dilufion augmente.

Conclusions et perspectives

Au vu des résultats obtenus, les composes extraits
des différentes écorces a l'aide de |'eau, de I'éthanol
a 70% ou de I'A-LEEN a 30 % ne semblent pas
présenter d'activité herbicide sur les plantes et les
stades de developpement efudies. Cependant, il est
tres probable que siles concentrations des composes
etfaient augmentees, un effet herbicide mesurable et
significafif pourrait se manifester. Neanmoins, cette
efude a mis en évidence que le solvant A-LEEN
posséde une activité herbicide non négligeable malgré
un faible pourcentage massique.

Al'avenir, il serait intéressant d'accroitre les concentrations
des extraits d'écorces afin d'obtenir un effet herbicide
surles plantes fraitees. De plus, il serait essentiel d'étudier
I'activité herbicide de I'A-LEEN sur différentes plantes
avant de pouvoir envisager son ufilisation dans une
formulation.

Le fait que les extraits ne présentent pas d'activité
herbicide peut s'averer étre une propriéfe inferessante
en vue d'une utilisation de ces extraits contre des
pathogenes (insectes, champignons,...). En effet, dans
ce cas, nous ne souhaitons pas obtenir un effet foxique
sur la plante.

65



Valorisation des extraits et Propriétés biochimiques

Activité insecticide

Introduction

L'objectif de cette partie est d'évaluer l'activite insecticide
des extraits d'écorces sur les deux insectes suivants.

L'étude a ete realise par le Centre de Recherche
Agronomique de Wallonie.

« Le charangon du blé (Sitophilus granarius). Cette espece
de coleoptere de la famille des Curculionidae estun
insecte ravageur des ceréales stockees, dont les larves
se developpent a l'intérieur du grain. Il s'aftaque non
seulement au ble, mais aussi a un large éventail de
cereales, donf l'avoine, le seigle, I'orge, le mais et
d'autres, ainsi qu'a des sous-produits tels que la farine
et divers grains, en particulier ceux de la famille des
Fabacees, comme les légumineuses.

Adulte de Sitophilus granarius (source www.eakringbirds.com)

« L'acarien rouge (Tefranychus urticae) est un acarien
phytophage que l'on frouve couramment sur les
plantes, en particulier dans les serres et sur les cultures
perennes, ef qui cause des degats sur les arbres, les
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legumes et les plantes ornementales. Il s'agit de I'un
des problemes phytosanitaires les plus importants
au monde.

Adulte de Tefranychus urficae (source https:/fr.wikipedia.org/
wiki/Tetranychus urticae)

Matériel & méthodes

L'eau du robinet a éte utilisee comme contréle negatif
pour les deux fests.

Comme contréle positif (TS), nous avons appliqué une
formulation de spinosad 480 g/l (Tracer) a la dose de
0,025 ml/I pour le charancon du blé.

Pour l'acarien rouge le contréle positif est le Mavrik 2F
(substance active: Tau-fluvalinate) 240 g/!.

Les 9 eéchantillons festes sont toujours ceux presentes

dans le fableau 4.1. Tous les extraits ont été festés a une
concentrationde 5 g/l.
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Matériel biologique

Les adultes de S. granarius onf ete eleves au CRA-W en
ufilisant des lots de grains de ble infestes. Les adulfes ont
ete recoltés et placés dans des bocaux en verre remplis
de grains de blé et d'orge non fraités, consfituant
environ la moitfié du contenu du bocal. L'élevage est
maintenu a tempeérafure ambiante.

L'élevage de T. urticae a été maintenu au CRA-W
en placant de nouveaux plants de haricots foutes
les semaines/deux semaines au contact des plants
de haricots infestes. L'élevage a été realisé a une
tempeérature ambiante de 20-25°C, avec une
photopeériode jour/nuit de 16/8 et un éclairage LED.

Description des unités expérimentales
et des conditions

S. granarius

Les tests ont efe effectués sur des adultes préeleves
au hasard dans les bocaux. Les unités d'essai ont éte
installées dans une salle avec un environnement
contrélé: tempeérature maintenue a 20 £ 2°C et une
humidité relafive moyenne allant de 60% a 90% HR.

Les coléopteres ont été traites soit individuellement a
I'aide d'un microapplicateur. Dans ce cas une gouttelette
de 2 uL de produit a éte appliquée sur le thorax de
chaque coléoptere. Dans l'autre cas, le produit a éte
applique a l'intérieur d'une bofte de Petri pour distribuer
200 1/ha. Une fois les residus secs, 10 coléopteres ont
efé places dans la boite de Petri traitee.

T. urticae

La veille de l'application des produits, des disques
de feuilles de haricots (@ 30 mm) ont éte découpes
sur des plants de haricofs. Vingt-quatre heures avant
l'application des produits, les acariens femelles ont
efe preleves dans la masse d'élevage ef places sur
la feuille a I'aide d'un pinceau fin. Chaque disque de
feuille a été infeste par 10 acariens femelles. Le jour de
I'applicafion, avant la pulveérisafion, fous les ceufs ont
ete enleves sous binoculaire a l'aide d'une brosse fine.

Les produits ont ete appliqués dilués dans I'eau du
robinet. L'appareil a été calibré pour délivrer 2mg/cm?
+10%, ce qui correspond a une application au champ
de 200 1/ha £10%.

Pour les deux insectes, les produits ont éte appliqués
dans l'ordre suivant: contréle, produits testes et enfin
la norme toxique (TS).

Résultats

S. granarius

Les resultats de I'exposition par microgroutte n‘onf pas
donne de résultats significafifs. En effet, au cours des
168 heures, un effet toxique significatif sur S. granarius
n'a ete observe qu'avec le Tracer, servant de controle
positif. Aucun effet lefal significatif n'a eté détecté avec
les neuf extraits appliqués a l'aide d'un microapplicateur.

L'exposition par boite de Petri fraitée n'a pas donne de
meilleurs résultats. Au cours des 48 premieres heures
d'exposition dans la boite de Petri fraitée, aucune
mortalité de S. granarius n'a été observée. A partir de
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120 heures, une mortalité significafive a éfé observee
uniquement avec le Tracer.

T. urticae
Apres une période d'exposition de 48 heures, la mortalité
de T. urticae dans fous les extraits testés n'était pas

significativement différente par rapport au groupe témoin.

En termes de fertilité par contre, nous avons observe

significativement moins d'ceufs (fableau 4.4) par rapport
au groupe temoin (9,0+5,1 ceufs) lors de ['utilisation du
«chéne extraction hydro-alcoolique» (2,7+1,1 ceufs).
Lefficacité en termes de reduction de la fertilité a efe
estimee a 69,7% pour le «chéne exfraction hydro-
alcoolique» eta 86,9% pour l'insecticide/acaricide Mavrik.
Pour les autres extraits, de plus faibles reductions de ferfilite
ont éfe observes: «douglas extraction aqueuse » (47,5 %),
« chéne extraction A-leen» (36.%), « epicea extraction
aqueuse» (34,5%) et « douglas extraction A-leen» (25,3 %).

Mortalité Mortalité Fertilité Réduction
(%) corrigée (nombre de la fertilité
(%) d'ceufs par (%)

Substance femelle)

w
*

Control: water 133+58

EFW?23-01: douglas extraction aqueuse 30£115

EFW23-02: douglas extraction hydro-alcoolique 15129

EFW?23-03: douglas extraction A-leen 25+238

EFW23-04: épicéa extraction aqueuse 75£15

EFW23-05: épicéa extraction hydro-alcoolique 1754126

EFW23-06: épicéa extraction A-leen 20£82
EFW?23-07: chéne extraction aqueuse 175%5

32596

EFW?23-08: chéne extraction hydro-alcoolique

EFW?23-09: chéne extraction A-leen 125+126

TS: Mavrik 2F

N N = T - -~~~ S~ - S

90+8.2

Tableau 4.4 : Moyenne de la mortalité (%) et de la fertilité (ceufs par femelle) = écart-type ef réduction de la fertilité (%), mortalité
corrigée (%), apres 48h d'exposition. La mortalité ou la fertilité avec la méme lettre n'est pas significativement différente (test de Tukey 1).
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Conclusion

Aprées une semaine d'essais en conditions confrolées,
aucune mortalité significative de S. granarius n'a ete
observée avec les neuf extraits testes par une exposition
a une microgouttelette de 2ul ou a une boite de Péfri
en verre fraitée.

Nous n'avons pas non plus observe d'effets letaux
significatifs sur T. urticae apres une péeriode d'exposition
de 48 heures .

En revanche, nous avons détecté une réduction
significafive de la fertilité de T. urticae lors de I'utilisation

du «chéne extraction hydro-alcoolique» par rapport
au confréle (69.7% de réduction de la ferfilité). Cette
reduction de la fertilite n'éfait pas significativement
differente de l'efficacite de l'insecticide/acaricide Mavrik
2F (86.9%). De plus, d'aufres extraits ont également
montré des effets sur la ferfilité, comme le «douglas
extraction aqueuse» (reduction de 47.5%) et le «chéne
extraction A-leen» (36 %).

En conclusion, parmi les neuf extraits testés en conditions
confrolees, l'extrait hydro-alcoolique de chéne (CHEQ36)
a demontre I'effet acaricide le plus prometteur, avec
un effet comparable a celui d'un insecticide/acaricide
synthétique en fermes de réduction de la fertilité.

= . .\_ =
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Conclusions générales et perspectives

Conclusions générales
et perspectives

La premiere partie de ce rapport nous a renseignée
sur le gisement potentiel d'écorces en Wallonie. |l
y'aurait 634.538 m?® d'écorces d'épicéa, de douglas et
de chéne au fotal. Leur utilisation actuelle en tant que
combustible et dans les parcs et jardins n'est certes
pas fort valorisee, mais empéche néanmoins la tofalite
du gisement d'éfre disponible pour I'extraction. La
disponibilite de ce gisement depend donc du prix
de vente de ces écorces.

En amont de I'extraction, deux étapes de prétraitement
sont necessaires. Le broyage, afin d'augmenter la
surface de contact entre le solvant d'extraction et la
matiere premiere, et le sechage de celle-ci, afin de
faciliter le broyage.

L'extraction des molécules d'interéts a l'echelle
laboratoire peut se faire au moyen de différents solvants
(eau, éthanol, A-LEEN). Chaque solvant possede ses
avantages et ses inconvenients, et le choix du solvant
dépendra donc principalement des molécules que
I'on souhaite extraire.

« Extraction des acides phénoliques dans les écorces
de chéne ®» maceération a l'eau.

- Extraction de la taxifoline dans les écorces de douglas
®» maceration hydroalcoolique.

- Extraction d'un mélange de taxifoline et stilbénes dans
les écorces d'épicéa ®» macération hydroalcoolique.

En effet, chaque essence d'ecorce semble contenir un
certfain type de polyphénols dans des concentrations
interessants:

« L'extrait de chéne contient 48,605 mg/g (4,861 %)
d'acide ellagique alors que dans la littérature on trouve
une teneur de seulement 0,9782 mg/g.

- Les écorces de douglas présentent un fort intérét
pour la presence tres importante en faxifoline dans
I'extrait (14,6 %).

- Les écorces d'épicéa presentent un interét pour la
richesse de I'extrait en stiloenes tels que l'astringine
(40,06 g/kg (4,006 %) d'astringine compares aux
11,57 g/kg dosés dans les écorces d'epicéa dans la
littérature).

Lors du passage de l'echelle laboratoire a I'echelle
semi-pilote, il est apparu que certains procedes
doivent encore étfre optimises afin d'obtenir les mémes
rendements d'extraction qu'a I'échelle laboratoire.
Neanmoins les premiers resultats sont encourageants.

Dans la partie 4 de ce rapport, le potentiel des extraifs
d'écorces a efé analyse, sous plusieurs aspects. Tout
d'abord, le potentiel antioxydant des trois lots d'extraits
d'écorces a été mis en évidence, en parficulier le lot
d'écorces de douglas. En effet, ces extraits presentent
des proprietes antioxydantes plus importantes que
celles d'huile d'olive vierge (> 200 mg EAG/L).

Concernant l'activité inhibitrice de I'enzyme élastase, on
remarque un potentiel intéressant des extraits aqueux
d'écorces de chéne et douglas ainsi que des extraifs
hydroalcooliques de douglas et d'épicea.
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Les ecorces de chéne et de douglas semblent
egalement avoir le meilleur potentiel en termes
d'activites de controle. Le pathogene P. infestans,
responsable du mildiou, semble étre le plus sensible
aux extraits d'ecorces.

Le potentiel acaricide semble |ui aussi bien présent, en
particulier sur la fertilité des acariens rouges.

Finalement, seul le potentiel herbicide des extraits
semble totalement absent.

Ces résultats entrouvrent donc de belles perspectives
pour des applications qui sont a la recherche
d'alternatives biosourcees. De plus amples études
devront éfre réalisees pour confirmer ces potentiels.

Pour le futur, ajoutons les pistes suivantes a explorer:

- faire des tests d'activite sur des mélanges d'essences
(mélange de resineux ou de feuillus) pour éventuellement
augmenter le gisement disponible.

« Faire des tests d'extraction a I'échelle industrielle

« Etablir le lien entre les molécules actives et les activités
des extraits

« Approfondir les premiers résultats prometteurs sur les
activités cosmetiques, alimenfaire et de biocontrole

« Analyser les contraintes de ces secteurs en fermes
de reglementation afin de selectionner la meilleure
alternative de valorisafion en termes de cout-benéfices

Gisement mobilisable
Prix
Extraction optimale

Polyphénols principaux

Autres molécules

Activité antiradicalaire et
antioxydante

Activité anti-elastase
Activité anti-tyrosinase

Activité fongicide
Activité herbicide

Activité insecticide

Perspectives

EPICEA
+++
+

Hydroalcoolique 70%
Stilbéne (astringine)
B-pinéne

Faible

Forte avec extraction EtOH
70%

Faible

Forte sur P. infestans

/

Moyenne avec extraction
eausur T. urticae

Bio-contrdle, cosmétique

Tableau 4.5.

DOUGLAS CHENE
++ +

+++ ++
Hydroalcoolique 70% Eau

Flavonoides (taxifoline)

Acides phénoliques (ac.
ellagique)

/ /
Forte avec extraction H20 Forte avec extraction EtOH
ou EtOH 70% 70% et eau (ORAC)

Forte avec extraction EtOH
70%

Moyenne avec extraction
EtOH 70%

Forte sur A. solani, B. cinarea,
P. infestans

/

Moyenne avec extraction
eausur T. urticae

Bio-contréle, cosmétique,
alimentaire

Forte avec extraction eau

Faible

Forte sur F. solani
et P. infestans
/

Forte avec extraction EtOH
70% sur T. urticae

Bio-controle, cosmétique,
alimentaire
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Annexes

Annexe 1:Tableau récapitulatif de la caractérisation des extraits PARTIE 1
Sortie:% DOUG_001 EPI.001 CHE 001 DOUG_ 004 EPI_004 CHE 004 DOUG_005 EPI005 CHE005 D015 E.015 CO015 D016 E016 CO16 D019 E019 CO019 D020 E 020 C020

Myricétine 0000 LQ LQ 0000 000 LQ L@ L@ L Q@ g LQ
Acide Coumarique LQ 0020 0000 LQ 0017 0000 LQ 0016 0000 LQ 0030 0000
Acide Galligue 0,001 LQ 0009 008 0027 0140 0050 0018 0491 0010 0015 0073 0009 0015 00% 002 0037 0222 0012 0024 0131
Acide Ferrulique 0001 0001 LQ 007 1Q LQ LlQ 0016 LQ 0045 0013 LQ 0018 0011 LQ 0015 0013 LQ 0010 0014 LQ
Resveratrol 0000 0001  LQ lQ 0021 1Q lQ 0023 LQ LQ 0027 LQ 0000 0023 LQ 0000 0007 0000 LQ 0020 LQ
Piceatannol 0000 0001 0,000 LQ 0018 0000 0000 000 LQ LQ 0160 LQ LQ 0131 0000 LQ 008 0000 LQ Q114 0000
Chrysine 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Lutéoline 0004 0000 0000 0085 0000 0000 0043 0000 0000 028 LQ LQ 0100 LQ LQ 0046 0000 0000 0234 LQ LQ
Epicatechine 0003 0000  LQ 026 1Q 0015 0370 1Q 0016 0116 LQ LQ 015 0007 LQ 037 LQ LQ 0187 LQ 0008
Catechine 0003 0001 0025 0351 0020 0658 0422 0040 0423 0l64 0178 028 0150 0235 0499 0325 009 0353 0305 0192 0577
AcdeEllagique 0000  LQ 0033 LlQ 0021 072 0008 LQ 1077 LQ 0000 0529 0109 0000 1276 LQ 0000 LQ 0000 0000 3688
Quercetine 0002 0001  LQ 0115 0010  LQ 015 0108 0007 0116 0044 0010 0131 0043 0013 01% 0034 LQ 01% 009 0016
Taxifoline 0413 0029 0010  5%6 0419 0133 7008 0433 00% 12757 0351 0205 14627 0413 0175 10594 0240 0126 15268 0486 0174
Epigallocatechine 0000 0000  LQ 0000 0000 LQ 0000 0000 LQ 0000 0000 LQ 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 LQ
Gallocatechine 0000  LQ 0001 0000  LQ 0031 LQ LQ 002 0000 LQ 0019 0000 LQ 002 LQ LQ 005 LQ LQ 0030
Dihydromyricétine lQ 10 I @ W 1 W LW L 1 007 LQ
Polydatn 0000 0004  LQ 0000 0067 LQ 0000 0000 LQ 0000 018 L1Q LQ 0238 LQ 0000 0102 0000 0000 0201 LQ
Astringine 0000 0002 0,000 LQ 0083 0000 0000 LQ LQ  LQ 283 0007 0034 4006 0000 LQ 2120 0000 0026 3805 0000
CatechineGallate ~ LQ 0000  LQ 0000 0000 LQ LQ 0000 LQ 0000 0000 0020 0000 0000 0025 0000 0000 LQ 0000 0000 0023
Epicatechine gallate 0000 0000  LQ 0000 0000 LQ 0000 0000 0000 0000 0000 0004 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,005
EGCG 0000 0000  LQ 0000 0000 LQ 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 LQ 0000 0000 0000 0000 0000 LQ 0,000
Gallocatechinegallate L 0000  LQ 0000 0000 LQ 0000 0000 0000 0000 0000 LQ 0000 0000 LQ 0000 0000 0000 0000 0000 LQ

Isoquercitrine LQ 0008 0006 LQ 0008 0007 LQ 0006 LQ LQ 0008 0009
Rutine 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Isorhapontigenine
Isorhapontin
Rhapontin
Po‘yp'}fn”gfqt%tgfgx) 385 4407 453 31580 21581 35056 39476 28115 37346 50072 27276 36991
Polyphénals tOtan“f\(% 586351 444390 457673 4751,07 322232 341741 734934 525807 694485 811330 738274 394042
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Annexe 1: Tableau récapitulatif de la caractérisation des extraits PARTIE 2

Sortie:% D021 E021 (CO021 D022 C022 E02 D030 EO030 C030 DOUGO034 CHE 034 EPI.034 DOUG_035 CHE_035 EPI_035 DOUG_036 CHE_036 EPI_036

Myricétine  LQ LQ LQ LQ LQ LQ LQ LQ LQ
Acide Coumarique ~ LQ 0016 0000 LQ 0000 0013 LQ 0012 0000
Acide Gallique 0010 0020 0202 0010 0151 0015 0020 0031 0217

AcideFerrulique 0008 0009 LQ 0010 LQ 0008 0015 0016 LQ 0018 0006 0016 0020 LQ 0013
Resveratrol  LQ 0019 LQ LQ lQ 0013 LQ 0009 LQ 0000 0000 0010 LQ 0000 0,000
Piceatannol ~ LQ 0100 0000 LQ LQ 00 LQ 0097 LQ 0000 0000 008 0000 0000 0129
Chrysine 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000
Lutéoline 0089  LQ LQ 015 LQ LQ 0046 0000 0000 0003 0000 0000 0072 0000 0000
Epicatechine 0308 0012 0036 0568 0020 0041 0360 LQ 0010 0339 0008 0006 0121 0019 0000
Catechine 0360 0209 1337 0749 0812 0202 0360 0141 0448 0379 0279 0071 0168 1336 002
AcideEllagique  LQ 0000 4041 LQ 3721 0000 0000 0000 4861 0000 0449 0043 0000 3419 0017
Quercetine 0218 0213 0026 059 0025 0062 0216 0044 LQ 0044 0002 0017 005 0006 0031
Taxifoline 11,285 0358 0191 9877 0208 0231 11293 0344 0142 9688 0080 0376 24140 0242 0383
Epigallocatechine 0000 0000 LQ 0000 LQ LQ 0000 0000 0000 0000 0002 0000 0000 0002 0000
Gallocatechine  LQ LQ 0069 0000 0043 LQ 0000 LQ 0027 0000 0024 0003 0000 0087 0003
Dihydromyricétine ~ LQ LQ LQ LQ LQ LQ 0008 LQ LQ
Polydatin 0000 0149 LQ 0000 LQ 0119 0000 0130 LQ 0000 0000 0000 0000 0003 0097
Astringine 0008 3062 0000 0000 0000 2703 0019 2686 0000 0002 0002 0326 0000 0000 1028
CatechineGallate 0000 0000 0022 0000 0022 0000 0000 0000 LQ 0000 0000 0000 0000 0004 0000
Epicatechinegallate 0000 0000 0006 0000 0006 0000 0000 0000 0,000 0002 0002 0000 0000 0000 0000

EGCG 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000
Gallocatechinegallate 0000 0000 LQ 0000 LQ 0000 0000 0000 LQ

lsoguercitrine  LQ 0006 0007 LQ 0008 LQ LQ 0008 LQ 0000 0000 0000 0000 0002 0002
Rutine 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Isorhapontigenine 0000 0000 0020 0000 0000 0045
lsorhapontin 0000 0000 0104 0000 0000 0229
Rhapontin 0000 0000 0000 0000 0000 0002
POWPQ?’Q;'EJ%G&}%X) 45689 30331 37052 44601 36350 29916 40764 33775 26788

PO‘thé”O‘StOtan“f\éTg 1300549 756538 532389 1126211 5132,95 1106287 500850 327008 433723 448244 259906 332539
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Annexes

Code extrait

CHEO15
CHEO16
CHEO19
CHEO21
CHEO022
CHEO30
DOUGO015
DOUGO016
DOUGO019
DOUGO021
DOUG022
DOUGO030
EPIO15
EPIO16
EPIO19
EPI021
EP1022

EPI0O30

EXTRAFORWAL Extraction et valorisation des molécules d'intérét dans les écorces d'arbres

Matiere premiere

Chéne
Chéne
Chéne
Chéne
Chéne
Chéne
Douglas
Douglas
Douglas
Douglas
Douglas
Douglas
Epicéa
Epicéa
Epicéa
Epicéa
Epicéa

Epicéa

Extraction

Macération

Macération

Macération

ASE

ASE

Macération

Macération

Macération

Macération

ASE

ASE

Macération

Macération

Macération

Macération

ASE

ASE

Macération

Solvant

EtOH 50 %
EtOH 70 %
H20

EtOH 70 %
EtOH 70 %
H20

EtOH 50 %
EtOH 70 %
H20

EtOH 70 %
EtOH 70 %
H20

EtOH 50 %
EtOH 70 %
H20

EtOH 70%
EtOH 70 %

H2O

Rapport de bain

1/10
1/10
1/5

1/10
1/10
1/10
1/10
1/10
1/5

1/10
1/10
1/10
1/10
1/10
1/5

1/10
1/10

1/10

/6






Valbiom vous accompagne
pour concrétiser des solutions durables
en économie biosourcée.
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