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Un jour, dit la légende, il y eut un immense incendie de forét.
Tous les animaux terrifiés, atterrés, observaient impuissants le
désastre. Seul le petit colibri s’activait, allant chercher quelques

gouttes avec son bec pour les jeter sur le feu.

Apres un moment, le tatou, agacé par cette agitation dérisoire, lui
dit : « Colibri ! Tu n’es pas fou ? Ce n’est pas avec ces gouttes

d’eau que tu vas éteindre le feu ! »

Et le colibri lui répondit : « Je le sais, mais je fais ma part. »

Légende amérindienne racontée par Pierre Rabhi
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Listes des acronymes, des abréviations et lexique

LISTES DES ACRONYMES, DES ABREVIATIONS ET

LEXIQUE

ACRONYMES ET ABREVIATIONS

AASQA : Association Agréée de Surveillance de
la Qualité de I'Air

ACDV : Association Chimie Du Végétal
ACYV : Analyse de Cycle de Vie

ADEME : Agence de la Transition Ecologique
(anciennement : Agence de I’Environnement et
de Maitrise de I'’Energie)

AMS : spectromeétre de masse d’aérosol
(Aerosol Mass Spectrometer)

ANOVA : analyse de la variance (ANalysis Of
VAriance)

APEX : APres EXtraction

ASE : extraction accélérée sous pression
(Accelerated Solvent Extraction)

AURA : Auvergne-Rhone-Alpes
AVEX : AVant EXtraction

BC : carbone suie (Black Carbon)
BrC : carbone brun (Brown Carbon)

BTEX : Benzéne, Toluéne, Ethylbenzéne,
Xylénes

CD : Colonne de Dilution

CMR : Cancérogeéne Mutagene et Reprotoxique
COSV : Composé Organique Semi-Volatil

COV : Composé Organique Volatil

COVNM : Composé Organique Volatil Non
Méthanique

CPI : indice de préférence carbone (Carbon
Index Preference)

DAD : détecteur a barrettes de diodes (Diode
Array Detector)

EB : extrait brut
EC : carbone élémentaire (Elemental Carbon)

EDYTEM : laboratoire Environnements,
DYnamiques et TErritoires de la Montagne

EEA : Agence européenne de I’environnement
(European Environment Agency)

EMEP : programme européen de suivi et
d'évaluation (European Monitoring and
Evaluation Programme)

ES : Extraction Silencieuse
ETPV : Ecarts de Tri de Pépinieres Viticoles

EUSAAR : European Supersites for Atmospheric
Aerosol Research

FE : Facteur d’Emissions

FFPV : Fédération Francaise de la Pépiniéere
Viticole

FREDON : Fédération Régionale de Défense
contre les Organismes Nuisibles

GC : chromatographie gazeuse (Gas
Chromatography)

GES : Gaz a Effet de Serre

GIEC : Groupe d’experts Intergouvernemental
sur ’Evolution du Climat

Gt : gigatonne (10" kg)

HAP : Hydrocarbures Aromatiques
Polycycliques

HPLC : chromatographie en phase liquide a
haute performance (High Performance Liquid
Chromatography)

HVS : préleveur haut débit (High Volume
Sampler)

ICH : conseil International d’harmonisation
(International Council for Harmonisation)

IFV : Institut Francais de la Vigne et du Vin
IGE : Institut de Géosciences Environnement

INERIS : Institut National de ’Environnement
industriel et des RISques

LC : chromatographie liquide (Liquid
Chromatography)

LD : Limite de Détection
LQ : Limite de Quantification
LT : Ligne de Transfert

MCE : efficacité de combustion modifiée
(Modified Combustion Efficiency)

MethHAP : HAP méthylé



MIC : concentration minimale d’inhibition
(Minimal Inhibitory Concentration)

MM : Masse Moléculaire

MS : spectrométrie de masse (Mass
Spectrometry)

Mt : mégatonne (10° kg)

NOx : oxydes d’azote

OC : carbone organique (Organic Carbon)
OM : matiéere organique (Organic Matter)
OMS : Organisation Mondiale de la Santé
ONU : Organisation des Nations Unies
PCAET : Plan Climat-Air-Energie Territorial

PDA : gélose de culture a base de pomme de
terre et de dextrose (Potato Dextrose Agar)

PDB : milieu de culture liquide a base de
pomme de terre et de dextrose (Potato Dextrose
Broth)

PpH : Potentiel Hydrogene
PLQA : Plan Local d’amélioration de la Qualité
de I'Air

PM,;/PM,,/PM,/PM.,;/ PM,/PM,, : particules
fines (Particulate Matter) ayant un diametre
aérodynamique inférieur a 15 pm, 10 pm,

4 um, 2,5 um, 1 pm et 0,1 pm respectivement

ABREVIATIONS DES MOLECULES CHIMIQUES

1+3MethFla : 1+3-Méthylfluoranthénes
(MethHAP)

1MethFlu : 1-Méthylfluorene (MethHAP)
1MethPhe : 1-Méthylphénanthréne (MethHAP)
1MethPyr : 1-Méthylpyrene (MethHAP)
2MethAnt : 2-Méthylanthracéne (MethHAP)
2-MethFla : 2-Méthylfluoranthéne (MethHAP)
2MethNa : 2-Méthylnaphtaléne (MethHAP)
2MethPhe : 2-Méthylphénanthréne (MethHAP)
3MethChr : 3-Méthylchryséne (MethHAP)
3MethPhe : 3-Méthylphénanthrene (MethHAP)

4/9MethPhe : 4/9-Méthylphénanthréne
(MethHAP)

4MethPyr : 4-Méthylpyrene (MethHAP)

7+8MethFla : 7+8-Méthylfluoranthénes
(MethHAP)

Listes des acronymes, des abréviations et lexique

PPA : Plan de Protection de I’Atmosphere
PTFE : PolyTétraFluoroEthyléne
rpm : Rotation Par Minute

RSM : méthodologie de surface de réponse
(Response Surface Methodology)

SAU : Surface Agricole Utilisée

SPBPV : Syndicat des Producteurs des Bois et
des Plants de Vigne

ta : température ambiante

TPC : polyphénols totaux (Total Polyphenols
Content)

TSP : particules totales en suspension (Total
Suspended Particles)

UAE : extraction sonochimique (Ultrasound
Assisted Extraction)

US : ultrasons

US-EPA : Agence de Protection
Environnementale des Etats-Unis (United States
Environmental Protection Agency)

UV : ultraviolet
ZP : Zone Primaire

ZS : Zone Secondaire

Ace : Acénaphténe (HAP)

AcSyr : Acide Syringique (méthoxyphénol)
Acy : Acénaphtyléne (HAP)

Ant : Anthracene (HAP)

BaA : Benzola]anthracéne (HAP)

BaP : Benzola]pyreéne (HAP)

BbF : Benzo|b]fluoranthéne (HAP)

BeP : Benzo[e]pyréne (HAP)

BghiP : Benzo[ghi]péryléne (HAP)

BKF : Benzo[k|fluoranthéne (HAP)

BSTFA : N,0-Bis(trimethylsilyl)-
trifluoroacetimide

C,1-Cy : alcanes linéaires de 11 a 40 atomes de
carbone

Chr : Chrysene (HAP)
Cor : Coronéne (HAP)



DbahA : Dibenzo[a,h]anthracéne (HAP)

Fla : Fluoranthéne (HAP)

Fle : Fluoréne (HAP)

G : Galactosan (monosaccharide anhydre)
IP : Indéno[1,2,3-cd]pyreéne (HAP)

L : Lévoglucosan (monosaccharide anhydre)
M : Mannosan (monosaccharide anhydre)

MethChr/MethBaA :
Méthylchryséne/Méthylbenzo[alanthracéne
(MethHAP)

SYMBOLES ET UNITES

a;; : coefficient quadratique du facteur i

a;; : coefficient d’interaction entre le facteur i
et le facteur

a, : terme constant

C, : alcane a n atomes de carbone
C, : capacité calorifique massique
D, : coefficient de diffusion du composé A
d: durée

F : facteur de dilution

Fom,oc : ratio entre 'OM et 'OC
Fpeep, - facteur de prélévement
fanatyseurs : d€bit des analyseurs
fcp : débit dans la CD

fhvs : débit du HVS

fir : débit dans la LT

fzp : débit dans la ZP

LEXIQUE

Listes des acronymes, des abréviations et lexique

Na : Naphtalene (HAP)
Phe : Phénanthréne (HAP)
Pyr : Pyrene (HAP)

Ret : Rétene (MethHAP)
Rsv : (E)resvératrol

Tri : Triphényléne (HAP)

Vf : (E)-e-viniférine

J 4 : diffusion du composé A

K, : constant d’équilibre d’extraction ou
coefficient de partage du composé A

m : masse
N : nombre de réplicats
P, : puissance acoustique
p: valeur-p

T4 : rayon du composé A
T : température

t : temps

Vv : volume

X; : niveau du facteur ia; : coefficient du
facteur i

X : nombre de points expérimentaux
+ « : points axiaux
£ : constante diélectrique

n : viscosité

Amendement : incorporation de substance dans un sol pour en améliorer la constitution physico-

chimique

Angiospermes : plantes a ovules enclos et a graines enfermées dans des fruits (dont la vigne)

Ascomycete : division d’organismes caractérisés par la formation de spores et représentant une grande

partie du regne des champignons (Fungi)

Biotrophe : se dit d’'un organisme qui colonise les tissus vivants de son hote dont il dépend pour se

nourrir



Listes des acronymes, des abréviations et lexique

Chicotage : opération (manuelle ou mécanisée) de nettoyage des vignes-meres de porte-greffes pour

éliminer vrilles et entre-coeurs indésirables

Ecarts de tri de pépinieéres viticoles : jeunes plants de vigne non viables et donc écartés des plants

commercialisés par les pépiniéres viticoles

Greffon : fragment végétal portant un ou plusieurs bourgeons, qui sera soudé, par la greffe, au porte-
greffe. Le greffon donnera la partie aérienne du plant et appartient a une variété sélectionnée pour la

qualité de ses fruits
Gymnospermes : plantes a ovule nu, porté par une feuille fertile (principalement des coniféres)

Nécrotrophe : se dit d'un organisme qui colonise les tissus vivants de son hote mais se nourrit des tissus

morts, tués par son ses sécrétions

Oomyceéte : classe d’organismes eucaryotes filamenteux, faussement qualifiés de champignons en raison

de similitudes morphologiques
Phytoalexine : composé chimique synthétisé de novo par les végétaux en réponse a un stress
Phytoanticipine : composé chimique faisant partie du systéme de défense constitutif des végétaux

Porte-greffe : partie majoritairement souterraine d'un pied de vigne présentant en particulier une bonne

adaptation au sol de culture et la résistante a un parasite : le phylloxéra
Sporulation : reproduction par des spores

Vignes-meéres : vignes certifiées dont sont issus les sarments a greffons (vignes-meéres de greffons) ou

les sarments a porte-greffes (vignes-meres de porte-greffes)

Vitiviniculture : ensemble des activités issues de la viticulture (culture de la vigne) et des activités issues

de la vinification (transformation des raisins en vin)

Zoospores : types de spores caractérisées par la présence de flagelles et produites par certains

organismes pour se reproduire



Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE : DU « DECHET » A LA
RESSOURCE

D’ici une trentaine d’années, la Terre devrait compter pres de 9,7 milliards d’étres
humains et, a I’horizon 2100, la population mondiale est estimée a 11,2 milliards d’individus
(ONU, 2020). Afin d’assurer suffisamment de ressources alimentaires pour nourrir I’ensemble
de la population mondiale, une augmentation de la production agricole est indispensable
(World Resources Institute, 2018).

La France est le premier producteur au niveau européen de cheptels, de production et
de surface agricoles. La surface agricole utilisée (SAU) regroupe les terres arables (grandes
cultures, cultures maraicheres, prairies artificielles...), les cultures pérennes (vignes,
vergers...), les surfaces toujours en herbe (prairies permanentes, alpages) et inclue les surfaces
en jachére. Avec ses 29 millions d’hectares, la SAU francaise représente a elle seule prés de
52 % du territoire national (Dronne, 2018). Au niveau mondial, prés de 50 % de la surface des
terres végétalisées seraient utilisés comme surfaces agricoles (World Resources Institute,
2018). Dans la majorité des cas, I'exploitation de ces surfaces agricoles génere des coproduits
agricoles et/ou agro-alimentaires. Les coproduits agricoles résultent des résidus directs de
culture : pailles de céréales, cannes de mais, pailles d’oléagineux, coproduits issus de
I'entretien de la vigne et des vergers, etc. ; tandis que les coproduits agro-alimentaires sont
issus de la transformation de la production végétale et fruitiere : pulpes de betteraves, marcs
de raisins, marcs de pommes, dréches, etc. A elle seule, I'agriculture francaise produit
annuellement pres de 150 Mt de biomasse lignocellulosique résiduelle, hors coproduits agro-
alimentaires, et non utilisables comme produits alimentaires (FranceAgriMer, 2016). Au niveau
mondial, pres de 4 Gt de résidus seraient générées par le secteur agricole (Lal, 2005; Bentsen
et al., 2014). Du fait de I'’évolution démographique, la production de cette biomasse devrait
continuer a croitre les prochaines années.

Hormis leur utilisation traditionnelle comme fourrage pour le bétail ou comme
amendement pour les terres cultivées, la solution la plus simple et la plus économique pour
éliminer les coproduits agricoles est leur briilage en plein air apres récolte (Ahmed et al., 2015).
Il est difficile d’estimer la proportion réellement brilée, tant les pratiques différent d'un pays
ou d’une région a l'autre et entre les types de cultures. Selon certaines données, ce seraient
prés de 240 Mt annuelles de résidus agricoles qui seraient briilées a l’air libre au niveau
planétaire, soient environ 6 % de la production mondiale de résidus agricoles (Lal, 2005;
Bentsen et al., 2014; Andreae, 2019). Mais selon d’autres travaux, cette proportion pourrait
atteindre les 50 % (Mohammed et al., 2018). D’apres une récente étude, les coproduits agricoles
représenteraient 23 % de ’ensemble de la biomasse briilée sur Terre (Yadav et Devi, 2019).

Pourtant, d'un point de vue sanitaire et environnemental, la combustion de biomasse
n’est pas un acte anodin. Tous types de combustions confondus, elle serait responsable d’au

moins 5 % des déceés mondiaux, principalement du fait de I'inhalation de particules fines (PM
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pour Particulate Matter) causant des troubles respiratoires, cardiovasculaires et
inflammatoires (Huttunen et al., 2012; Adams et al., 2015; Lelieveld et al., 2015; Sigsgaard et
al., 2015). Des gaz a effet de serre, tels que du dioxyde de carbone (CO,) ou du méthane (CH.,),
et d’autres composés néfastes pour I'environnement sont également émis (Levine et al., 1995).
6 % a 9% des émissions mondiales de PM et 18 % des émissions mondiales de CO, seraient
attribuables a la combustion de biomasse (Sigsgaard et al., 2015; Yadav et Devi, 2019). Aussi,
cette pratique est de plus en plus réglementée. En France, par exemple, les circulaires du 18
Novembre 2011 et du 11 Février 2014, mises en place dans le cadre de I'application de la loi
du 3 Aolit 2009 de programmation relative a la mise en ceuvre du Grenelle de 'Environnement,
interdisent le briilage a l'air libre des déchets verts par les particuliers. L’interdiction de la
combustion des résidus agricoles fait I'objet d'une réglementation plus locale, qui dépend de
la qualité de I'air du territoire considéré et des politiques qui y sont engagées. Toutefois, étant
donné I'évolution des mesures environnementales, une interdiction totale de la pratique du
briilage a I'air libre des coproduits agricoles est envisageable. Que faire, alors, de toute cette
biomasse résiduelle ? La Directive Européenne 2009/28/CE invite, notamment, les politiques
a mettre en place des mesures permettant la valorisation de la biomasse en général, y compris
des coproduits agricoles. Ainsi, il convient d’envisager dorénavant comme une ressource, ce

qui était jusqu’alors considéré comme un déchet.

900
F 800
F 700
- 600
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- 400
F 300
F 200
+ 100

Nombre de publications

Figure 1. Nombres annuels de publications scientifiques portant sur la thématique de la
valorisation chimique de la biomasse (vésultats au 09 Décembre 2020 de la vecherche
conceptualisée par mots clés « biomass, valorization » sur SciFinder)

L'utilisation de la biomasse, hors usage alimentaire, n’est pas une idée nouvelle : son
emploi comme combustible ou comme base de fabrication du papier depuis des millénaires
en sont quelques exemples. Cependant, le début du XXI*™ siécle a vu apparaitre un intérét
croissant de la communauté scientifique, et en particulier des chimistes, pour ce gisement
(Figure 1). Cet engouement peut s’expliquer par la mise en place du Protocole de Kyoto, de
nouvelles problématiques environnementales et une demande grandissante des populations

pour des composés plus naturels (Ajala, 2009). En particulier, les coproduits agricoles peuvent
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étre convertis en biocarburants et leurs fibres étre incorporées dans la composition de
matériaux dits bio-sourcés (Ntalos et Grigoriou, 2002; Lal, 2005). C’est également une source
naturelle de composés plus ou moins complexes tels que des sucres, des phénols, des
furfurals, des protéines, des huiles, etc., ou de solvants utilisés industriellement (Clark et
Deswarte, 2014). D’autres travaux ont montré que cette biomasse pouvait étre convertie en
bio-adsorbants pour dépolluer des effluents de rejets industriels (Sancey, 2011). Cette liste,
non exhaustive, laisse entrevoir le potentiel qu’offrent les coproduits agricoles, en termes de

valorisation chimique.

Ces travaux de thése se positionnent sur les deux thématiques scientifiques aborbées
dans les paragraphes précédents, a savoir : 'impact de la combustion d'une biomasse agricole
sur la qualité de I'air et la valorisation chimique de cette biomasse. Plus précisément, ces
travaux s’inscrivent dans le cadre du projet VITIVALO, projet de recherche crée en 2017 au
sein de I'Université Savoie Mont Blanc suite a l'interdiction du briilage a I'air libre des
coproduits agricoles, dont viticoles, sur le territoire des Pays de Savoie en France. Cette
interdiction a fait émerger une forte demande de la part des professionnels viticoles pour
davantage de clarté concernant 'impact du briilage a I'air libre de leurs coproduits sur la
qualité de I’air. D’autre part, I’absence d’alternatives a cette pratique a conduit a une réflexion
sur les différentes voies de valorisation possibles de la biomasse résiduelle.

Le CHAPITRE I de ce manuscrit présente les connaissances actuelles concernant les
émissions gazeuses et particulaires issues de la combustion a I'air libre de la biomasse. Plus
particulierement, il précise les impacts sanitaires et environnementaux de cette pratique et
souligne le manque de données concernant les émissions issues du briilage a I'air libre des
coproduits viticoles en particulier. Dans un second temps, les perspectives de valorisation de
ces résidus, notamment comme source de deux composés a haute valeur ajoutée, le (E)
resvératrol (Rsv) et la (E)e-viniférine (Vf), sont présentées. Cette partie met également en
évidence différents parametres a prendre en considération pour déterminer précisément les
teneurs de ces deux composés dans les coproduits viticoles.

Le CHAPITRE II montre une premiere estimation des émissions issues du briilage a I'air
libre des coproduits viticoles en Pays de Savoie réalisée dans le cadre de ces travaux de thése.
Dans un premier temps, un inventaire des gisements de la biomasse viticole concernée par
cette pratique sur le territoire est présenté. Dans un second temps, les différents polluants
atmosphériques émis ont été quantifiés et les émissions particulaires caractérisées
chimiquement grace a des échantillonnages des fumées émises par la combustion a I'air libre
de sarments, de souches de vigne et d’écarts de tri de pépiniéres viticoles.

Le CHAPITRE III est consacré a I'étude de I'extraction du Rsv et de la Vf a partir de
différents coproduits viticoles des Pays de Savoie. Plusieurs facteurs, impactant les teneurs et
les masses de ces deux composés extraites a partir de sarments et de souches de vigne de

cépages savoyards, ont été investigués. Entre autres, les effets d'une méthode d’activation
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non-conventionnelle, a savoir les ultrasons, sur I'’extraction du Rsv et de la Vf ont été étudiés.
Une estimation du gisement des deux composés mobilisable sur le territoire des Pays de Savoie
est également présentée. Enfin, une perspective de valorisation des extraits bruts des
coproduits viticoles, en tant que produits antifongiques, a été explorée.

Une conclusion générale récapitule les résultats marquants de ces travaux et dresse les

perspectives de développement ou de complément qu’ouvrent cette these.
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CHAPITRE I - ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
PARTIE 1 - LA VIGNE ET SES COPRODUITS

A. Histoire de la vigne en France

« Un bon manuscrit c’est comme un bon vin, on se régale de cépages »

Anonyme

La France est mondialement reconnue pour son vin et ses vignes de raisins a cuve. Des
collines sous-vosgiennes d’Alsace, aux cOtes maritimes du Languedoc-Roussillon et de la
Provence, en passant par les vastes étendues de la Vallée de La Loire et de la Champagne,
I'espéce Vitis vinifera L. a laquelle appartient la majorité des 788 000 ha de vignes francaises
a su s’adapter a un territoire aux paysages et aux climats variés. Pourtant, I'histoire de la
domestication de la vigne sauvage (Vitis sylvestris) et de la maitrise du processus de vinification
débuta tardivement en France par rapport aux restes des bassins de production. Alors que
I'Egypte et la Grece cultivaient leurs propres vignes et vinifiaient le raisin depuis 3000 et
2500 ans avant J.-C. respectivement, il faut attendre 600 ans avant J.-C. pour que les
enseignements en la matiere des Phocéens (fondateurs de la future Marseille) arrivent sur la
cOte méditerranéenne francaise (Ribéreau-Gayon, 1989). La viticulture resta d’abord cantonnée
a la bordure maritime et c’est la venue de Rome qui entraina sa propagation dans la Gaule
intérieure durant le premier siecle avant notre ere. Les Gaulois furent alors séduits par ce
nouveau breuvage qu’est le vin et lui préterent des vertus de communication aussi bien avec
les autres Hommes qu’avec le divin. Cette propagation s’accéléra avec le développement de
cépages résistants aux conditions climatiques plus rudes du Nord de la Gaule. Entre autres,
les Allobroges (peuple gaulois dont le territoire était situé entre 1'Isére, le Rhone et les Alpes
du Nord) “inventerent” l’allobrogica, une variété de vigne résistante au froid. Jusqu’alors
transporté en amphore, le vin se conservait mal et I'invention du tonneau vint pallier ce
probléme et permit méme au liquide de se bonifier avec 'age. D’abord limitées aux religieux
et paysans, la viticulture et la vinification se répandirent rapidement au sein de la classe des
nobles durant le Moyen-Age ou la vigne devint signe de richesse. A partir du XVII*™ siécle,
I'intérét de la Science pour la vitiviniculture grandit considérablement car elle était alors
considérée comme « le plus beau fleuron de I’agriculture francaise » (Ribéreau-Gayon, 1989).
Ce soutien scientifique explique le développement constant de cépages et de méthodes
culturales s’adaptant a la diversité pédologique et climatique du territoire francais.
L’apparition du chemin de fer et la politique de libre-échange de Napoléon III au XIX** siecle
permirent aux vins francais de s’exporter et de rayonner a travers le monde. Il aura fallu prés
de 2000 ans pour que la vigne et les vins francais trouvent et affirment leur identité.

Actuellement, la France compte plus de 200 cépages et sa production de vin annuelle s’élevait
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en 2019 a 4,5 milliards de litres, correspondant a 17 % de la production mondiale (CNIV, 2019).
Le pays est le premier exportateur mondial de vin en valeur de chiffre d’affaires, avec
13 milliards d’euros a I'export. En France, la viticulture représente 15 % de la production
viticole en valeur de chiffre d’affaires. Pour assurer sa qualité, le vignoble francais doit étre
régulierement entretenu. En effet, la vigne est une liane a croissance rapide, qui est taillée pour
améliorer sa productivité fructifére et comme toute plante, elle est aussi sujette aux maladies.
Sa culture génere ainsi en permanence des coproduits ligneux. En été, un léger entretien
permet d’éclaircir le vignoble et d’assurer la maturation du raisin tandis qu’en hiver, une taille

drastique est effectuée pour améliorer la productivité des plants.

B. Coproduits générés par la culture et la production de la
vigne

B.1. Coproduits issus de la viticulture

B.1.1. Sarments

Recouvrant presque 3 % de la SAU francaise, la culture de la vigne génére ainsi des
quantités conséquentes de biomasse (CNIV, 2019). La production de grappes de raisin en
viticulture nécessite I’élimination de la plupart des rameaux de bois d'un an, appelés sarments,
(Figure 2) sur lesquels poussent ces grappes de raisin. Leur taille est effectuée en hiver,
lorsque la seéve est redescendue dans le plant qui est alors en repos végétatif. Cette taille a
pour but de donner de la vigueur aux quelques sarments restant sur le plant pour améliorer

leur productivité et la qualité de leurs futurs fruits.

Figure 2. Sarments fraichement taillés par les viticulteurs des Pays de Savoie (photographie de
Marion Zwingelstein).

B.1.2. Souches

La vigne est sujette aux maladies telles que le mildiou, 1'oidium, la pourriture grise ou la
flavescence dorée, pour les plus connues (Winkler et al., 1974). Il arrive alors que certains
plants dépérissent et les souches de vigne (également appelées ceps, Figure 3) portant les

sarments doivent étre arrachées et remplacées. Un renouvellement de la vigne (de 'ordre de
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2,5 % a 4 % de la surface viticole) peut également étre opéré pour améliorer le rendement de
production, en remplacant les « vieilles » souches de vigne, d'une trentaine d’années, par des
plus jeunes ayant un meilleur rendement (Plan National Dépérissement du Vignoble, 2020).
Les souches de vigne arrachées par les viticulteurs sont donc généralement des bois de

plusieurs années.

Figure 3. Souches de vigne fraichement arrachées parv les viticulteurs des Pays de Savoie
(photographie de Marion Zwingelstein).

B.2. Coproduits issus de la production des plants de vigne

Méconnue, la filiere de la pépiniére viticole francaise représente pourtant 200 millions
d’euros de chiffre d’affaires annuel dont 19 millions d’euros d’exportations (FFPV, 2019). Pour
comprendre le processus de production des plants de vigne, il faut remonter I’histoire de la
viticulture francaise jusqu’au XIX*™™ siecle. A cette époque, un puceron importé des Etats-Unis,
appelé phylloxera, détruit la quasi-totalité du vignoble francais en s’attaquant aux racines des
plants de vigne. Il fallut une quinzaine d’années pour trouver un moyen de lutte contre ce
pathogene : le greffage des vignes francaises sur des vignes américaines, résistantes au
phylloxera. De nos jours, le processus de production d’un plant de vigne repose toujours sur
ce principe : I'assemblage d’un greffon (le futur cépage) et d'un porte-greffe avec la possibilité
d’adapter le porte-greffe en fonction des contraintes climatiques, de la pédologie de la zone
de plantation et de la pression parasitaire. En effet, il existe en France pres de 30 variétés de
porte-greffes issues de croisement entre vignes américaines et européennes combinant ainsi
résistance aux maladies, en particulier au phylloxera, et adaptabilité au conditions de culture
(Plantgrape, 2019).

Les différentes étapes de production des plants de vigne sont décrites ci-apres, de facon
simplifiée (Figure 4) :

- Etape 1 (hiver). Les greffons et les porte-greffes sont préalablement taillés dans les
ateliers des pépiniéres viticoles a partir de vignes-meéres de greffons et vignes-meres de
porte-greffes respectivement. La taille des porte-greffes et leur chicotage engendrent

une quantité importante de déchets. Le chicotage est le passage des rameaux de porte-
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greffes dans une machine qui enléve les vrilles, les yeux et les petites branches afin
d’obtenir un rameau « propre » ;

- Etape 2 (printemps). Les greffons et les porte-greffes sont ensuite assemblés dans les
ateliers des pépinieres viticoles par greffage et la téte du futur plant est paraffinée par
trempage pour protéger la greffe des intempéries et des maladies ;

- Etape 3 (début d’été). La mise en culture en pépinieres de plein air de ces nouveaux
plants leur permet de se développer. Durant cette phase, les deux parties greffées
fusionnent, les bourgeons du greffon et le systeme racinaire du porte-greffe se
développent ;

- Etape 4 (automne). L’ensemble des plants est prélevé des pépinieres lors de la période
d’arrachage. Ils sont alors apportés aux ateliers ou ils sont triés pour écarter les plants
défectueux, appelés écarts de tri (Figure 5). Les plants homologués sont ensuite vendus
aux viticulteurs, qui les utilisent pour remplacer les souches de vigne arrachées ou pour

démarrer la culture d'une nouvelle parcelle viticole.
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Figure 4. Représentation schématique des étapes de production d'un plant de vigne en pépiniere
viticole. Entourés en vert, les coproduits majoritaires, en trait plein ceux qui constituent les
quantités les plus importantes, en pointillés les plus faibles quantités.

D’aprées une étude menée par le Syndicat des Producteurs de Bois et de Plants de Vigne
(SPBPV) du Vaucluse, les coproduits majoritaires sont constitués des résidus de la coupe des
porte-greffes et des écarts de tri (SPBPV du Vaucluse, 2001). Tout comme les sarments, ce sont

des bois d'un an. Pour les écarts de tri, de la terre apportée des pépiniéres lors de I'arrachage
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des plants et de la paraffine, une cire composée d’alcanes et d’hormones pour protéger et
stimuler la greffe, s’ajoutent a la biomasse lignocellulosique.

Figure 5. Coprodiuits de pépiniéres viticoles des Pays de Savoie : écarts de tri avec des restes de
paraffine (photographie de Marion Zwingelstein).

B.3. Nomenclature utilisée dans ces travaux

Dans la littérature portant sur les thématiques scientifiques abordées dans ce manuscrit,
les termes employés pour définir les différentes parties d'un plant de vigne ne sont pas
systématiquement bien définis. Selon le domaine de recherche, les auteurs n'utilisent pas tous
la méme terminologie pour définir un sarment, employant en anglais aussi bien vine shoots ou
grapevine shoots que grape canes et vine canes (Lulakis et Petsas, 1995; Delgado de la Torre
et al.,, 2012; Lambert et al., 2013; Farhadi et al., 2016). Des travaux définissent également les
sarments comme « branches from dormant pruning of vines » ou tout simplement vine
branches (Alves et al., 2019).

Greffon
(cépage)

Porte-greffe <

Figure 6. Différentes parties d’un plant de vigne 1) sarment, 2) bras ou charpente, 3) tronc
supérieur, 4) zone de greffage, 5) tronc inférieur, 6) racines, 7) rvadicelles. De 3) a 6), ce qui est
considéré comme étant la « souche de vigne » ou « cep » (schéma d'apres Gabaston et al. (2019) et
photographie de I’Université Savoie Mont Blanc - Service Communication).
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La nomenclature employée par Gabaston et al. (2019) sert de référence pour les
terminologies employées dans ce manuscrit. Le terme « sarment » désigne bien la partie 1 de
la Figure 6 et le terme « souche de vigne » fait ici référence aux parties 3, voire 2, a 6. La Figure
6 met également en évidence que les souches de vigne arrachées par les viticulteurs consistent
en une association de vigne a greffon (le cépage) et de vigne a porte-greffe. La zone de greffage
(partie 4 de la Figure 6) des deux vignes est généralement visible grace a un bourrelet de

recouvrement caractéristique de la cicatrisation du nouveau plant.

C. Devenir des coproduits issus de la culture et de la
production de la vigne

D’apres I'Institut Francais de la Vigne et du Vin (IFV), la viticulture en France génére des
quantités importantes de résidus lignocellulosiques : en moyenne pres de 1,4 Mt de sarments
taillés et 8 Mt de souches de vigne arrachées par an (IFV, 2017). Le SPBPV du Vaucluse a évalué
a 43000 m’ le volume de coproduits générés par les pépiniéres viticoles en région Provence-
Alpes-Cote d’Azur, soient 3400 t (SPBPV du Vaucluse, 2001). Pour ces résidus, il n’y a
cependant pas d’étude similaire ayant été menée sur I'’ensemble du territoire francais ou sur
d’autres bassins de production des plants de vigne.

Pour évacuer la biomasse viticole, différentes filieres sont mises en place a I’échelle
locale. La Chambre d’Agriculture de Gironde préconise un retour au sol des sarments pour
entretenir la fertilité des parcelles (Chambre d’Agriculture de Gironde, 2008). En Bourgogne,
la société Vitis Valorem collecte une partie des sarments pour les transformer en matériel
viticole tandis qu’en Champagne, c’est la société Ecocep qui utilise des souches de vigne
générées sur le territoire a des fins similaires (Ecocep, 2020; Vitis Valorem, 2020). Concernant
le devenir des résidus de pépiniéres viticoles, les filieres de valorisation desdits coproduits
sont encore plus sporadiques. Il n'y a, a notre connaissance, qu’'une seule étude qui a été
menée sur cette thématique. En effet, en partenariat avec la Chambre d’Agriculture du
Vaucluse, le SPBPV du Vaucluse a étudié la faisabilité de la valorisation thermique des
coproduits de pépiniéres viticoles (Chambre d’Agriculture du Vaucluse et SPBPV Vaucluse,
2015). Cette étude a cependant mis en évidence le manque de rentabilité de la filiere en raison
des frais liés au broyage et au transport des résidus jusqu’a leur plateforme de stockage.

Une autre alternative est celle du briilage a l’air libre. Tolérée mais pas explicitement
autorisée, cette pratique fait encore partie intégrante des traditions viticoles en France. Il est
difficile de connaitre exactement son étendue. Une étude d’Atmo Auvergne-Rhone-Alpes
(AURA) a estimé que 30% a 50% de la production de sarments dans le Rhone seraient
valorisables car initialement briilés a I’air libre (Atmo AURA, 2011). Dans les pays voisins, tels
que le Portugal, il semblerait que cette pratique soit également répandue (Alves et al., 2019).
Concernant la filiere de la pépiniére viticole, les travaux de la Chambre d’Agriculture et du
SPBPV du Vaucluse cités précédemment ont été menés en raison de « la problématique du

briilage a lair libre des déchets des pépinieres viticoles [...] de plus en plus prégnante compte
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tenu de l'urbanisation et de I'évolution réglementaire », traduisant la nécessité de mettre un
terme a cette pratique (Chambre d’Agriculture du Vaucluse et SPBPV du Vaucluse, 2015).

De plus en plus de départements francais mettent effectivement fin au briilage a l'air
libre des coproduits agricoles, dont viticoles, notamment pour préserver la qualité de I'air de

leur territoire.

PARTIE 2 - BRULAGE A L’AIR LIBRE DES COPRODUITS DE LA
VIGNE : UNE PRATIQUE EMETTRICE DE POLLUTION
ATMOSPHERIQUE GAZEUSE ET PARTICULAIRE ?

Le briilage a I'air libre des coproduits agricoles, et de la biomasse en général, est une
pratique courante qui s’avere bien souvent étre la solution la plus économique et la plus simple
pour éliminer ces résidus (Ahmed et al., 2015; Beuchelt et al., 2015). Pourtant, la combustion
de biomasse n’est pas un acte anodin. Ce chapitre détaille d’abord les différents polluants
émis par cette pratique et leurs conséquences aux niveaux sanitaire et environnemental. Les
méthodologies de quantification des émissions issues de combustion des coproduits viticoles,

ainsi que les données disponibles concernant cette pratique, sont ensuite discutées.

A. Combustion de biomasse

A.1. Principe

Le processus de combustion est une réaction d’oxydo-réduction, c’est-a-dire qu’il
requiert un combustible qui, sous l'action d'une énergie d’activation, est oxydé par un
comburant. L’absence d’un de ces trois éléments entraine la fin de la réaction. La combustion
est une réaction exothermique puisque la mise en contact de ces trois éléments, nommeée
« triangle du feu », entraine, en plus de la formation de produits d’oxydo-réduction, un
dégagement de chaleur. La combustion de la biomasse végétale n’échappe pas a la regle : la
matiere lignocellulosique, le dioxygene de ’air et une flamme ou une source de chaleur font
office de combustible, de comburant et d’énergie d’activation respectivement. Toute réaction
de combustion est divisée en trois grandes étapes : la phase d’allumage ou de séchage du
combustible, la phase de combustion vive ou homogéne et la phase de combustion lente ou
hétérogéne (Lobert et Warnatz, 1993; Brandelet, 2016). Dans le cas de la combustion de
biomasse, ces différentes phases se déroulent de la maniére suivante :

- Phase d’allumage et de séchage du combustible. La matiére lignocellulosique étant un
combustible relativement humide (jusqu’a 60 % d’eau), la présence de chaleur lors de
I'allumage provoque d’abord un changement d’état de I'eau qu’elle contient.
L’évaporation de I’eau étant une réaction endothermique, elle nécessite de I’énergie et
absorbe ainsi une partie de la chaleur produite, diminuant la température au sein du
foyer. Le matériau ne se dégrade donc pas durant cette étape mais les composés volatils

de la biomasse commencent a étre libérés ;
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- Phase de combustion vive ou homogene. Apres évaporation totale de ’eau contenue
dans le combustible, la dégradation thermique de celui-ci commence a s’effectuer par
fragmentation de ses composants (hémicellulose, cellulose et lignine). Ces composés se
transforment en gaz qui réagissent ensuite avec le dioxygene de I'air formant ainsi les
flammes. Ce phénoméne donne son nom a cette étape : la phase de flammes ou
flamboyante (flamming fire). A ce stade, si la température et I'apport de dioxygene sont
suffisants, la réaction devient exothermique et le feu s’autoalimente ;

- Phase de combustion lente ou hétérogene. Lorsque ’ensemble des composés volatils a
été libéré et a réagi avec le dioxygene de I'air, ce dernier peut enfin atteindre directement
la structure du matériau pour oxyder le carbone fixe. C'est également I'étape de
combustion du charbon avec I'apparition de braises rougeoyantes donnant le nom de
« feu couvant » (smoldering fire) a cette étape.

Les étapes décrites précédemment se déroulent simultanément au sein d'un foyer.
Tandis que la surface du matériau a fini de sécher, son cceur (ou 'amas de matériaux) est
encore humide. La suite de la combustion de la surface génére de la chaleur qui permet au
coeeur de sécher et de poursuivre également sa combustion (Rabot-Querci, 2006). Dans le cas
idéal d’'une combustion de biomasse, les réactifs sont présents en quantités steechiométriques
et ’énergie d’activation (une flamme ou de la chaleur) est suffisante tout au long de la réaction
pour permettre a la matiére organique composant la biomasse d’étre totalement oxydée par
le dioxygene. Le briilage de biomasse émet alors majoritairement du dioxyde de carbone CO,,
de T'eau H.O sous forme de vapeur et du diazote N, et cette combustion neutre peut étre

représentée selon I’équation chimique suivante :

CH1440065 + 1,03(0, + 3,78N,) - CO, + 0,72H,0 + 3,89N, (1)

Avec CH, 4,04, représentant la formule moyenne simplifiée de la composition globale
de la biomasse et 0, + 3,78N,la formule moyenne simplifiée de la composition de I’'air
(Nussbaumer, 2003; Rogaume, 2009 ; ADEME, 2013).

D’apres plusieurs études ayant évalué la composition élémentaire moyenne d’une
cinquantaine de résidus différents, la biomasse lignocellulosique est en effet composée
majoritairement de carbone (50 %), d’oxygeéne (42 %) et d’hydrogeéne (6 %), constituant a eux
trois 98 % de sa masse totale (Werther et al., 2000; Vassilev et al., 2010). Ces proportions sont
toutefois tres variables d'un résidu a un autre (Rosa et al., 2018). La biomasse contient
également en tres faibles proportions des composés azotés, soufrés et chlorés ainsi que des
minéraux, des métaux et des sels (Rabot-Querci, 2006; Lackner et al., 2013). Dans la réalité,
une combustion compléte (dite « de qualité » ou encore « efficace »), générant uniquement du
dioxyde de carbone, de la vapeur d’eau et du diazote, est impossible du fait de la composition
réelle du combustible (qui ne se résume pas uniquement a du carbone, de I'oxygene et de

I'hydrogene) et de nombreux facteurs qui viennent altérer la réaction de combustion. Ainsi, en
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plus des produits principaux, d’autres composés sont formés, tels que du monoxyde de
carbone (CO), des oxydes d’azote (NOx), des composés organiques volatils, des liquides
condensables, etc. (Van Loo et Koppenjan, 2012). Au regard des différentes étapes du
processus de combustion décrites précédemment, la qualité de combustion dépend du taux
d’humidité de la biomasse, de la teneur en dioxygeéne présent dans I’environnement du foyer,
du vent et de la turbulence qu’il génere, de la température et de '’humidité relative de I'air
ambiant (Lobert et Warnatz, 1993; Van Loo et Koppejan, 2012). Toutes ces conditions sont
relativement maitrisables dans un foyer fermé mais difficilement controlables a l'air libre,
faisant des combustions a l'air libre des pratiques émettrices d'une grande variété de
composés gazeux et particulaires (Lemieux et al., 2004; Akagi et al., 2011; Williams et al., 2012).
D’autre part, la biomasse est également composée d’'une part minérale (non représentée par

I’équation (1)), qui entraine la formation des cendres lors de sa combustion.

A.2. Emissions gazeuses

A.2.1. Formation des gaz majoritaires (CO,, CO, NOx)

Produit majoritaire d'une combustion compléte, le CO, a un profil d’émission similaire
a I’évolution de la température du foyer : plus la combustion est de qualité, avec un apport de
chaleur suffisant tout au long du briilage pour que le feu s’autoalimente, plus le CO, est le gaz
majoritairement émis (Delmas et al., 1995). A I'inverse, une température trop basse dans le
foyer induit une oxydation incompléete du combustible. C’est la raison pour laquelle le
monoxyde de carbone CO, résultant de cette oxydation incompléte, est majoritairement émit
au cours de la phase de combustion lente, la ou I'apport de chaleur est critique (Shah et al.,
2018). L’humidité du combustible joue également un role important dans la qualité de la
combustion car I’évaporation de l’eau, réaction endothermique, absorbe une partie de la
chaleur générée et entraine la formation de produits de combustion incompléte, dont le CO
(Guerrero et al., 2019). Le CO, et le CO représentent plus de 95 % du carbone émis lors de la
combustion de biomasse et servent donc de base pour estimer I'efficacité d’'une combustion
(MCE pour Modified Combustion Efficiency) (Ward, 1990; Ward et Radke, 1993; Christian et al.,
2003). La MCE représente le ratio molaire entre I'’émission de CO, et la somme des émissions

de CO, et CO et se calcule selon I’équation suivante (Ward et Radke, 1993) :

ACO,

MCE= ——2%
ACO, + ACO

(2)

Avec ACO, et ACO représentant les concentrations molaires de CO, et CO respectivement
mesurées dans le panache de fumée et corrigées par les concentrations ambiantes. Une MCE
inférieure a 0,8 correspond généralement a une combustion lente alors qu'une MCE proche de

1 correspond a une combustion vive (Yokelson et al., 1997; Reid et al., 2005).
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Compte tenu de la présence d’azote dans la composition élémentaire de la matiere
lignocellulosique (0,1-3,4 %) et dans I'air, la combustion de biomasse est une source d’émissoin
d’oxydes d’azote, nommés NOx, incluant le monoxyde (NO) et le dioxyde d’azote (NO.)
(Nussbaumer, 2010; Vassilev et al., 2010; Van Loo et Koppejan, 2012). Les NOx peuvent étre
produits selon trois modes de formation au cours de la combustion de biomasse : les NOx
thermiques et précoces (thermal NOx et prompt NOX) apparaissent a hautes températures
apres réaction de I'azote présent dans I'air avec des radicaux oxygénés ou des hydrocarbures,
tandis que les NOx issus du combustible (fuel NOx) résultent d’'une succession de réactions
chimiques qui transforment l'azote présent initialement dans la biomasse. Du fait des
relativement basses températures atteintes lors de la combustion de biomasse, les NOx
thermiques et précoces représentent une minorité des NOx émis par cette pratique. Au cours
de la combustion de biomasse, un pic d’émission de ces composés azotés est rapidement
observé lors de la phase de flammes (Dennis et al., 2002; Piednoir, 2018). Leur émission se
poursuit durant la phase de formation du charbon et, si cette phase dure longtemps, des
quantités importantes de NOx peuvent encore étre émises (Shah et al., 2018).

La Figure 7 illustre les différents profils d’émission de ces gaz lors de combustions en

foyer fermé de résidus agricoles et de granulés de pin.
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Figure 7. Profils tempovels d’émission de différents gaz obtenus en réacteurs de laboratoire pour A)
la combustion de résidus agricoles broyés (d’aprés Shah et al. (2018)) et pour B) la combustion de
granulés de pin (d’apreés Piednoir (2018)). En B), la barre verticale noire représente la limite entre
les phases de flammes et de charbon. Les concentrations en gaz (ppm) en ordonnée ne sont pas d

Iéchelle et ne sont donc pas affichées.

A.2.2. Autres composeés gazeux

Les émissions gazeuses issues de la combustion de biomasse ne se limitent pas
uniquement au CO,, CO et NOx. Par exemple, les faibles quantités de soufre (0,01-0,60 %)
présentes dans la matiére lignocellulosique peuvent entrainer la formation d’oxydes de soufre
(SOx, principalement du SO,) au cours du briilage (Vassilev et al., 2010; Van Loo et Koppejan,

2012). La combustion de biomasse émet aussi du méthane (CH.,) et du protoxyde d’azote (N,O)
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et contribue pour environ 5 % des émissions mondiales de ces gaz (Tian et al., 2016). Des
composés organiques volatils (COV) et semi-volatils (COSV), dont certains hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP), sont également émis en phase gazeuse, en particulier lors
d’'une combustion partielle de la matiére organique (Rogaume et al., 2009; Andreae, 2019).
Comme le suggeére leur dénomination, les COV et les COSV sont des molécules se caractérisant
par leur volatilité plus ou moins importante. La combustion de biomasse émet une grande
variété de ces composés tels que les BTEX (benzéne, toluéne, éthylbenzéne et xylenes),
I'acétone, le chloroforme, des alcanes etc., (Wang et al.,, 2014) qui se retrouvent en phase
gazeuse. Les HAP quant a eux, sont émis a la fois sous forme gazeuse et sous forme
particulaire. IlIs feront ainsi 'objet de davantage de description ultérieurement (CHAPITRE I,
PARTIE 2, paragraphe A.3.3.2).

A.3. Emissions particulaires

A.3.1. Terminologies

Hormis les especes gazeuses, la combustion de biomasse, et en particulier sa
combustion incompléte, génére de la matiere particulaire ou PM d’apres la terminologie
anglaise Particulate Matter. La notion de PM est directement liée a celle d’aérosol faisant
référence a une suspension dans l'air de fines particules solides ou liquides. Contrairement
aux hydromeétéores (neige, pluie, etc.), les aérosols peuvent étre transportés sur des millliers
de kilometres en raison de leur taux de chute tres faible. Les aérosols primaires, émis a partir
de sources naturelles ou anthropiques se distinguent des aérosols secondaires qui se forment
par réactions physico-chimiques dans I'atmosphere a partir de précurseurs gazeux et d'un
noyau de condensation. La combustion de biomasse fait partie des nombreuses sources
d’émissions d’aérosols primaires et secondaires et est aussi bien d’origine anthropique
(chauffage au bois, feux de jardins, etc.) que naturelle (feux tropicaux, de savannes, etc.).

Les particules sont composées d'un mélange complexe de molécules organiques et
inorganiques et sont définies selon la limite supérieure de leur diametre aérodynamique. Elles
peuvent ainsi étre classées en quatre catégories (Seinfeld et Pandis, 2016) :

- Particules grossieres : PM,,.s. Ces particules incluent celles ayant un diametre compris
entre 10 pnm (PM,) et 2,5 nm (PM,;) ;

- Particules fines : PM,;. Elles prennent en compte toutes les particules ayant un diametre
inférieur a 2,5 pm (dont les PM, et les PM,,) ;

- Particules ultrafines : PM,. Elles prennent en compte toutes les particules ayant un
diametre inférieur a 1 ym (dont les PM,,) ;

- Nanoparticules : PM,,. Elles prennent en compte toutes les particules ayant un diametre
inférieur a 0,1 pm.

Selon les auteurs, il arrive que les PM, soient considérées comme des particules fines et
les PM,, comme des particules ultrafines (Nussbaumer, 2010; Polac¢ik et al., 2018). D’apres

I’Agence Européenne pour I'’Environnement (EEA), 'ensemble des PM est appelé TSP pour Total
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Suspended Particles. L’EEA et ’Agence de Protection Environnemental des Etats-Unis (US-EPA)
définissent les suies et les fumées émises par la combustion de biomasse comme des
agglomérats de particules microscopiques, combinées avec des gaz dans le cas des fumées.

Ces agglomérats sont suffisamment importants pour étre visibles a 1'ceil nu.

A.3.2. Formation des particules fines

L’apparition des PM lors de la combustion est un phénomeéne complexe, dont la Figure
8A donne uniquement une représentation simplifiée. Bien qu’il demeure des incertitudes,
certains auteurs expliquent de maniére détaillée les différents mécanismes conduisant a la
formation de la matiére particulaire, en particulier lors du processus de combustion de
biomasse (Bidleman, 1988; Seinfeld et Pandis, 1998; Nussbaumer, 2010, 2016).

Trois modes différents, représentés sur la jeu Figure 8B, conduisent a la formation des
PM:

- Mode nucléation (@ < 0,08 pym). Les particules émises primairement résultent de la
conversion gaz-particule d’especes gazeuses dont la pression de vapeur saturante
devient suffisamment élevée pour permettre leur condensation. Ces composés volatils
comprennent aussi bien des minéraux et des métaux que des molécules organiques
(COV). Le temps de vie des particules primaires est treés court et elles vont rapidement
former des particules de taille plus importante (mode accumulation). Le mode
nucléation peut se diviser en deux sous-modes, le mode ultrafin pour les particules dont
le diametre aérodynamique est compris entre 3 nm et 10 nm et le mode aitken pour
celles dont le diametre aérodynamique est compris entre 10nm et 100 nm
(Wiedensohler et Covert, 1996) ;

- Mode accumulation (0,08 nm < @ < 1 um). La formation de particules de taille plus
importante résulte de la coagulation des particules du mode nucléation et de la
nucléation hétérogene de composés gazeux (Rosendahl, 2013). Le mode accumulation
est particulierement exacerbé dans le cas d'une combustion incomplete ou la

température et les échanges air/biomasse sont insuffisants.

L’ensemble de ces particules subit des transformations tout au long de leur transfert
dans le panache et de leur refroidissement lors de la dilution des fumées avec I’air ambiant.
La distribution de la taille des PM émises lors de la combustion de biiches de bois en foyer
fermé et ouvert montre que la majorité massique est constituée de PM, tandis que la majorité
numérique est composée de PM,, (Rogaume et al., 2009). Bien que certains travaux suggerent
la formation de particules grossieres durant le briilage de résidus agricoles en chambre de
combustion (Keshtkar et Ashbaugh, 2007), la plupart des études portant sur la combustion de
biomasse, notamment a l'air libre, s’accordent sur le fait que cette pratique émet
majoritairement des particules de petites tailles, souvent inférieures a 1 nm (Reid et al., 2005;
Rissler et al., 2006; H. Zhang et al., 2011; Polacik et al., 2018; Chen et al., 2019).
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Figure 8. Mécanismes de formation des particules issues de la combustion A) d’aprés Obernberger
et al. (2007) et B) d’apreés Poldcik et al. (2018).

A.3.3. Composition chimique des particules fines

A.3.3.1. Composition chimique globale

La taille et la composition des PM issues de combustion de biomasse varient en fonction
de nombreux facteurs inhérents aux résidus brilés, notamment d’apres leur constitution et
leur humidité (Christian et al., 2003; Guerrero et al., 2019). Les conditions dans lesquelles sont
réalisées le briilage, telles que les conditions météorologiques dans le cas du briilage a I'air
libre ou le type d’appareil utilisé dans le cas d'une combustion en foyer, peuvent aussi altérer
considérablement l'efficacité de combustion (Urbanski et al.,, 2009; Ozgen et al., 2014). De
maniére générale, les PM émises lors du briilage de biomasse se composent d’une large

fraction carbonée comprenant le carbone élémentaire (EC pour Elemental Carbon) et la matiére
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organique (OM pour Organic Matter) (Figure 9). L’OM compte pour environ 80 % de la masse
des PM émises lors de la combustion de biomasse mais cette proportion peut atteindre 90 %,
notamment dans le cas de feux tropicaux (Andreae et Crutzen, 1997; Reid et al., 2005b).
L’estimation de I'OM peut se faire soit par mesure directe au moyen d'un spectromeétre de
masse d’aérosol (AMS pour Aerosol Mass Spectrometer), soit par mesure thermo-optique du
carbone organique (OC pour Organic Carbon) des PM collectées sur filtre et auquel est

appliqué un facteur de conversion Fy oc-

EC~5%

Fraction inorganique
~10%

Figure 9. Composition chimique globale moyenne des PM (pourcentages massiques) issues de
combustions de diverses biomasses, d’aprés les résultats répertoriés dans la revue de Reid et al.
(2005).

Ce facteur correspond au ratio entre 'OM et I’'0OC et permet de rendre compte du degré
de fonctionnalisation en hétéroatomes de I’'OM (Pang et al., 2006). La littérature rapporte de
nombreux facteurs de conversion Fyy,oc qui varient en fonction des sources d’émissions et
des méthodes de détermination utilisées. Pour la combustion de biomasse, un facteur de
conversion de 1,6-1,7 (Tableau 1), calculé a partir de mesures AMS, est classiquement utilisé
(Aiken et al., 2008). Une autre méthode, permettant d’estimer la proportion massique de ’'OM
au sein des PM, consiste a soustraire de la masse des PM la part d’EC et de composés
inorganiques, ou de ne soustraire que I'EC et de considérer que la fraction inorganique ne
représente généralement pas plus de 10 % de la masse des PM (Reid et al., 2005; Bhattarai et
al., 2018; Jayarathne et al., 2018).

Tableau 1. Facteurs de conversion F oy ,oc pour la combustion de biomasse.

Type de combustion Fom/oc Référence

Combustion a l'air libre de différentes biomasses (revue) | 1,4-1,8 Reid et al. (2005)
Combustion a I’air libre de bois de pin de d’herbacées 1,6-1,7 Aiken et al. (2008)
Combustion a I’air libre de bois de pin et d’herbacées 1,2-1,5 | Bhattarai et al. (2018)

Combustion a I'air libre de tourbiéres 1,3 Jayarathne et al. (2018)
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Des études, ayant utilisé cette méthode, proposent des valeurs de I’ordre de 1,2-1,8 pour
la combustion de diverses biomasses (Tableau 1). L’EC représente généralement 5 % a 9 % de
la masse totale des PM issues de combustion de biomasse (Reid et al., 2005; Akagi et al., 2011;
Andreae, 2019).Sa composition, proche de celle du graphite lui donne sa couleur noire et lui
vaut d’étre également appelé black carbon (BC) ou carbone suie (Seinfeld et Pandis, 1998).
Contrairement a I'OC, sa composition évolue treés peu apres émission. Les proportions
respectives d’OC et d’EC dépendent de la source d’émission des PM. Pour la combustion de
biomasse, le ratio OC/EC est typiquement de I'ordre de 10-20 tandis que pour les émissions
directes véhiculaires il est inférieur a 1 (McDow et al., 1996).

Le reste de la masse des PM est essentiellement constituée d’especes ioniques
inorganiques et de métaux. La fraction ionique représente entre 5 % et 25 % de la masse des
PM issues de combustion de biomasse et les espéces majoritaires sont le potassium, le sulfate,
le chlore et 'ammonium (Zhang et al., 2017; Alves et al., 2019; Chen et al., 2019). La part élevée
de potassium, exprimée par les ratios K*/OC ou K'/EC, des PM issues de combustion de
biomasse est parfois exploitée pour les distinguer des PM émises lors de combustion
d’énergies fossiles (Echalar et al., 1995; Zhang et al., 2017). Bien qu’a I'état de traces, des
métaux comme le fer, le zinc et le cuivre sont couramment identifiés au sein des PM issues de

combustion de biomasse (Turn et al., 1997; Jayarathne et al., 2018).

A.3.3.2. Spéciation de la matiére organique

L’OM des PM issues de combustion de biomasse est constituée d’'une grande variété de
composés et certaines familles de molécules se distinguent par leur occurrence et leur
prépondérance pour cette source d’émission. Entre autres, les monosaccharides anhydres, les
méthoxyphénols, les alcanes et les HAP sont particuliéerement étudiés (Oros et Simoneit,
2001a, 2001b; Oros et al., 2006; Jimenez et al., 2007; Goncalves et al., 2011; Zhang et al., 2017;
Andreae, 2019). En effet, I’état actuel des connaissances montre qu’un certain nombre de ces
composés permettent de distinguer la combustion de biomasse des autres sources d’émission
de PM au sein d'un aérosol ambiant, voire méme de différencier les types de combustions de
biomasse, grace a des méthodologies de déconvolution des sources (Oros et Simoneit, 2001a,
2001b; Simoneit, 2002; Oros et al., 2006). Certains de ces indicateurs ont été évoqués
précédemment (OC/EC, K*/OC, K*/EC). D’autres sont présentés de maniére non exhaustive

dans les paragraphes suivants, d’apres des exemples de la littérature.

- Monosaccharides anhydres

La biomasse étant composée pour plus de moitié de cellulose et d’hémicellulose, la
dégradation thermique de ces polymeres génere des sous-produits caractéristiques, appelés
monosaccharides anhydres (Figure 10). Historiquement, trois composés sont étudiés: le
lévoglucosan (1,6-anhydro-B-D-glucopyranose), le mannosan (1,6-anhydro-B-D-

mannopyranose) et le galactosan (1,6-anhydro-B-D-galactopyranose). Ces composés se
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retrouvent exclusivement en phase particulaire du fait de leur faible pression de vapeur
saturante (Simoneit et al., 1999).

Les émissions particulaires de monosaccharides anhydres étant propres aux
combustions de biomasse, ces composés peuvent servir de traceurs de ce type de source
d’émission de PM au sein d’un aérosol ambiant. Le l1évoglucosan (L) est particuliérement étudié
en raison de sa prédominance par rapport aux deux autres monosaccharides anhydres.
D’apres la littérature, sa contribution peut effectivement atteindre 30 % de la masse des PM
issues de combustion de biomasse (Schauer, 1998; Hedberg et al., 2006). Le ratio L/OC
(mg.g'oc) est ainsi couramment utilisé comme traceur des émissions particulaires issues de
combustion de biomasse (Puxbaum et al., 2007). Ce ratio peut varier entre 36 mg.g'oc et
273 mg.g"'oc pour de la combustion de bois en foyer ouvert (Fine et al., 2001, 2002; Schmidl et
al., 2008b). Dans le cas de briilages a I'air libre, la littérature rapporte des ratios L/OC moyens
de 36 mg.g"'oc pour la combustion de feuilles, 46 mg.g"oc pour la combustion de branches de
feuillus et 113 mg.g"oc pour la combustion de paille de riz et de blé (Hays et al., 2005; Schmidl
et al., 2008a; Alves et al., 2019).

OH
OH o o
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“OH
HO oH  \cH
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Cellulose,n = 7-12x 103 monomeéres de D-glucose
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Figure 10. Produits majoritaires généreés lors de la dégradation thermique de la cellulose (d’aprés
Simoneit (2002)).

Des études ont mis en évidence la possibilité de différencier les émissions particulaires

provenant de combustions en foyer ouvert de bois dur' de celles de bois tendres® a partir du

' Bois durs : généralement issus d’arbres feuillus (division botanique des Angiospermes).
? Bois tendres : généralement issus de coniféres (division botanique des Gymnospermes) et de bouleau (division
botanique des Angiospermes).
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ratio lévoglucosan/mannosan (L/M), avec effectivement des différences notables : 15-31 pour
les premiers et 3,6-4,7 pour les seconds (Fine et al., 2001, 2002; Schmidl et al., 2008b). Pour
de la combustion a I’air libre, ce méme ratio est de I’ordre de 4,3-8,8 pour des branches et des
feuilles de feuillus et de I'ordre de 26,6-41,6 pour des résidus agricoles (Sheesley et al., 2003;
Schmidl et al., 2008a; Engling et al., 2009; Alves et al., 2019).

- Méthoxyphénols

De maniere analogue a la cellulose, la dégradation thermique de la lignine entraine la
formation de méthoxyphénols (Figure 11). En raison de la faible masse moléculaire de ces
composés, et de leur semi-volatilité, ils sont a la fois présents dans la phase particulaire et
dans la phase gazeuse des émissions (Rogge et al., 1998; Simpson et al., 2005). La famille des
méthoxyphénols regroupe de tres nombreuses molécules et sa contribution a la masse des PM
dépend des composés analysés. En effet, certains motifs sont plus ou moins spécifiques a
I’origine botanique du résidu briilé (Sarkanen, 1971; Bailleres et al., 1995). Par exemple, 'acide
syringique, dérivé de l'alcool sinapylique (Figure 11), est systématiquement absent des
émissions particulaires de combustion de coniféres (gymnospermes) alors qu’il est présent

dans les émissions de combustion de la plupart des angiospermes (Simoneit, 2002).

Alcools aromatiques précurseurs de la lignine

H on CH:,OH c“:ou

Alcool p-coumarylique Alcool coniferylique Alcool sinapylicue
(Graminees) (Gymmnospermes) (Angiospermes)

Traceurs de la combustion de lignine

R, 0" Motif aliphatique :
' aldéhyde, acide
HO ' carboxvlique, etc.

GraminéesR,=R,=H
GymnospermesR, = OCH;, R, =H
AngiospermesR,; = R> = OCH;

Figure 11. Produits majoritaires générés lors de la dégradation thermique de la lignine (d’aprés
Simoneit (2002)).

De méme, selon plusieurs études, la part de syringaldéhyde (également dérivé de 1’alcool
sinapylique) varie de 1,6 % de la masse des PM issues de la combustion en foyer ouvert de bois
dur a moins de 0,3 % pour de la combustion en foyer ouvert de bois tendre ou de la combustion
a l'air libre de résidus agricoles (Fine et al., 2001, 2002; Hays et al., 2005; Jimenez et al., 2007,
Alves et al, 2019). Certains de ces travaux ont d’ailleurs proposé le ratio

Lévoglucosan/syringaldéhyde pour permettre de différencier la biomasse briilée.
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- Hydrocarbures aromatiques polycycliques

Des composés apolaires sont également présents dans les PM émises lors de la
combustion de biomasse, en proportions moindres par rapport aux monosaccharides
anhydres et aux méthoxyphénols. Les PM se composent d’hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP) dont la structure est caractérisée par un ensemble d’atomes de carbone
et d’hydrogéne organisés en cycles aromatiques condensés (Figure 12), leur conférant ainsi
des pressions de vapeur saturante variables en fonction de leur masse moléculaire.
Globalement les plus « légers » (deux cycles) se retrouvent en phase gazeuse tandis que les
plus «lourds » (cing cycles) sont exclusivement présents en phase particulaire (Ravindra et
al., 2008). Les intermédiaires sont semi-volatils et leur partition gaz-particules dépend de
nombreux parametres tels que la température, I'humidité, la composition de la matiére
organique de ces dernieres, etc. (Offenberg et Baker, 2002; El Haddad et al., 2011). Les HAP
sont également les précurseurs de la formation du carbone graphitique de la suie (Obaidullah
etal, 2012).

8
'S

Naphtaléne (Na) Acénaphtyléne (Acy) Acénaphténce (Ace) Fluoréne (Fle)
MM = 128,17 MM = 151,19 MM = 154,21 MM = 166,22

Anthracéne (Ant) Phénanthréne (Phe) Fluoranthéne (Fla) Pyréne (Pyr)
MM = 178,23 MM = 178,23 MM = 202,25 MM = 202,25

Benzolalanthracéne (BaA) Chryséne (Chr) Triphényléne (Tri) Rétene (Ret)
MM = 228,29 MM = 228,29 MM = 228,29 MM = 234,34

Benzolalpyréne (BaP) Benzolblfluoranthéne (BbF) Benzo[k|fluoranthéne (BKF) Benzole|pyréne (BeP)
MM = 252,31 MM = 252,31 MM = 252,31 MM = 252,31

CO Sy
L OOOO OQOQ

Benzo|ghilpéryléne (BghiP)  Indéno[l,2,3-cd]pyréne (IP)  Dibenzolahlanthracéne (DbahA) Coroneéne (Cor)
MM = 276,33 MM = 276,33 MM = 278,35 MM = 300,35

Figure 12. Structures chimiques et abréviations de divers HAP classés selon leurs masses
moléculaires (MM), en rouge les seize HAP classés prioritaires par I'US-EPA.
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Parmi le millier de HAP susceptibles d’exister et la centaine de congénéres identifiés,
I'US-EPA recommande d’en surveiller seize (Figure 12) en raison d’effets cancérogénes avérés
de certains, tels que le benzo[a]pyréne (Baek et al., 1991; Grimmer et al., 1991). Parmi ces seize
composés, quatre font l'objet de dispositions en matiere de limitation d’émissions
atmosphériques au niveau européen : le benzol[a]pyréne, le benzo[b]fluoranthéne, le
benzolk]fluoranthéne et I'indéno[1,2,3-cd|pyréne. La contribution des HAP a la masse des PM
dépend du nombre de composés analysés. En ne considérant que les congénéres en commun
(BaA, Chr, Ret, BeP, BbF, BKF, BaP, BghiP, DbahA et IP) entre différents travaux, la famille des
HAP représente 0,01-0,03 % de la masse des PM émises lors de combustions a l’air libre de
résidus agricoles et cette contribution s’éléeve a 0,1-0,4 % pour des combustions de bois en
foyer ouvert (Fine et al., 2001, 2002, 2004; Hays et al., 2005; Alves et al., 2019). Le profil
d’émission, représentant la part relative de chaque congénere, est caractéristique du
combustible brGilé. Le réténe (Figure 12), par exemple, représente 30 % a 60 % de la masse des
HAP émis dans le cas de combustion en foyer ouvert de bois tendre et de combustion a I'air
libre de déchets verts ou de paille de riz (Fine et al., 2001, 2002, 2004; Hays et al., 2005; Piot,
2011; Alves et al., 2019). Sa contribution peut ne pas excéder 5 % pour la combustion en foyer
ouvert de bois dur et la combustion a I'air libre de paille de blé ou de branches de feuillus. Les
ratios entre les différents congénéeres permettent également d’identifier les sources d’émission
des HAP particulaires. Entre autres, le ratio BghiP/BaP est de I’ordre de 0,2 pour la combustion
a l'air libre de biomasse et de 1,2-2,2 pour les émissions de véhicules (Hays et al., 2002;
Gongalves et al., 2011; Alves et al., 2019).

- Alcanes linéaires
La combustion de biomasse émet d’autres hydrocarbures que les HAP et, notamment,
des alcanes linéaires (n-alcanes) constitués de 10 a 40 atomes de carbones (C,,-C,) résultant
de I'altération thermique des cires végétales. De méme que pour les HAP, leur contribution a
la masse des PM varie en fonction du nombre de composés analysés. D’apres la littérature, les
alcanes C,-Cy; représentent 0,03-0,07 % de la masse des PM émises lors de diverses
combustions de biomasse (Fine et al., 2001, 2002, 2004; Hays et al., 2005). Néanmoins, certains
travaux montrent que le Cy est particulierement présent pour la combustion a 'air libre de
déchets verts (Oros et al., 2006; Piot, 2011). L’étude de cette famille de composés a permis de
mettre en évidence des profils d’émission propres au type de combustible. Par exemple, le
profil d’émission des alcanes présente une distribution centrée autour des C,-C,, pour les PM
émises lors des combustions a I'air libre et en foyer ouvert de diverses essences de bois (Fine
et al,, 2001; Oros et Simoneit, 2001a, 2001b; Fine et al., 2002, 2004). Une distribution centrée
autour du C,;0ou du Cy est plutot caractéristique de la combustion a I'air libre de déchets verts

(Oros et al., 2006; Piot, 2011).
Deux outils permettent de distinguer les sources d’émissions d’alcanes linéaires au sein

d’un aérosol ambiant : I'indice de préférence carbone (CPI pour Carbon Preference Index) et
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I'indice WAX dont les formules sont présentés ci-apres (Standley et Simoneit, 1987; Simoneit
et al, 1990) :

X[€C13—C35]

CPl = =————=
X[€C12—C34] 3)
WAX C,, = [C,] — Cx=tl o) @)

2

Avec [C, ] représentant la concentration en alcane a n atomes de carbone. Le CPI traduit
la prédominance des alcanes impairs par rapport aux alcanes pairs. Pour la combustion de
biomasse, le CPI est généralement compris entre 2 et 4, tandis que pour la combustion
d’énergie fossile, il est inférieur a 1 (Standley et Simoneit, 1987; Oros et Simoneit, 2001a;
Fernandes et Brooks, 2003; Viana et al., 2008). Analogiquement, l'indice WAX traduit la
prédominance des alcanes impairs, issus essentiellement de sources d’émission biogéniques

(résidus de cires végétales).

A.4. Combustion de biomasse : une pratique polluante ?

A.4.1. Impacts globaux des composés émis par la combustion de
biomasse

A4.1.1. Effets sanitaires

Les effets sanitaires de la combustion de biomasse sont souvent associés aux émissions
de PM qu’elle occasionne. L'importance des effets de I'’exposition aux PM sur la santé a été mis
en évidence a la fin des années 1940 (Schrecnk et Mountin, 1949). L’accumulation de PM dans
lair peut entrainer une baisse de la visibilité dans 'atmosphére (phénomeéne de smog) et
intervient également dans la production d’ozone troposphérique (Naik et al., 2007; Green et
al., 2012). Lorsqu’elles sont inhalées, les PM pénetrent plus ou moins profondément dans le
systéme respiratoire selon leur taille (Figure 13). Les PM,, sont arrétées par les voies
respiratoires supérieures alors que le PM,; peuvent atteindre les poumons et les PM, les
bronchioles. Dans les voies respiratoires profondes, les nombreuses substances composant
les particules sont susceptibles de diffuser vers les capillaires sanguins et d’étre distribuées
dans l'organisme, via la circulation sanguine. Bien qu’encore mal compris, ces échanges
menent a des troubles respiratoires, notamment de Il’asthme, cardiovasculaires et
inflammatoires (Huttunen et al., 2012; Adams et al., 2015). Les PM sont composées de HAP,
connus pour étre mutagenes, génotoxiques et cancérigenes (Oanh et al.,, 2002; Yu, 2002;
Pedersen et al., 2004). Les effets de ces molécules sont d’autant plus marqués qu’elles sont
majoritairement présentes dans les PM,;, atteignant le systéme respiratoire profond (Cecinato
et al., 1999). Les résultats de certains travaux suggerent que les PM issues de la combustion
de biomasse sont plus toxiques et cancérigénes que les PM émises par un moteur diesel en
raison de fortes teneurs en HAP (Klippel et Nussbaumer, 2007). D’autre part, les émissions

d’EC participent a la formation de nuages bruns comme en Asie ou ces amas de polluants
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impactent la santé des populations (Ramanathan et Carmichael, 2008). Bien qu’a I'état de
traces, des métaux sont aussi contenus dans les PM de combustion de biomasse, tels que du
zinc, du cuivre, du manganese ou du fer (Turn et al., 1997; Adams et al., 2015). L’exposition a
certains de ces métaux est un facteur favorisant le développement de maladies
neurodégénératives (Charlet et al., 2012; Kozlowski et al., 2012). Les combustions de biomasse
mal ventilées peuvent également occasionner des intoxications au monoxyde de carbone (CO).
En effet, 'inhalation de fortes concentrations de CO peut rapidement entrainer le coma, voire
la mort, par manque d’oxygénation de I'organisme provoquée par la fixation du composé sur
I’hémoglobine du sang (Bascom et al., 1996). D’autres composés gazeux, tels que des COV et
des NOx, sont également émis lors du briilage de biomasse. Une exposition prolongée a des
concentrations ambiantes de NO,, peut augmenter le risque d’infections respiratoires (Chen et
al., 2007). Les NOx et les COV sont aussi les principaux précurseurs de la formation de ’ozone
(0;) troposphérique. Dans la tropospheéere (couche atmosphérique située entre 0 km et 15 km
d’altitude) I'ozone est a l'origine de la formation de smog photochimique, provoquant
notamment des troubles respiratoires (Chen et al., 2007; Seinfeld et Pandis, 2016).

Au niveau mondial, 5 % a 10 % des déces liés a la pollution de I'air extérieur seraient
attribuables aux émissions de combustion de biomasse (Lelieveld et al., 2015; Sigsgaard et al.,
2015).
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Figure 13. Niveaux de déposition des PM dans le systeme respiratoire humain en fonction de leur
taille (d’aprés Bliefert et Perraud (1997)).

A4.1.2. Effets environnementaux
L Le dioxyde de carbone (CO.) est 'espece majoritairement formée lors de la combustion
de biomasse. Le CO, est le gaz a effet de serre (GES) le plus émis dans I'atmosphere par
I'Homme (Figure 14). La problématique des GES repose sur leur capacité a absorber et
renvoyer vers le sol les infrarouges qui sont émis par la crofite terrestre, entrainant ainsi le
réchauffement de I'atmospheére. En 1'absence totale d’effet de serre, la température sur Terre

n’excederait pas -21 °C au lieu des 14 °C moyens actuels (Lacis et al., 2010). Cependant, et bien
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que naturellement émis, entre autres par la dégradation de la matiére organique, la
concentration atmosphérique de CO, ne cesse d’augmenter depuis la révolution industrielle
des années 1750 avec l'accroissement des activités anthropiques telles que le transport, le
briilage d’énergie fossile et de biomasse pour le chauffage, la déforestation, etc. (Forster et al.,
2007). Le CO, participe aussi a l'acidification des océans entrainant la détérioration de ses
écosystémes (Doney et al.,, 2009; Anderson et al., 2016). D’autres émissions gazeuses de
combustion de biomasse, telles que le CO, les COV et les NOx, participent au phénomeéne des
pluies acides en réagissant avec les radicaux hydroxyles présents dans I'atmosphere pour
former des composés acides qui dégradent les foréts, les cultures et la vie aquatique par
acidification de I’eau et des sols (Calvert et Stockwell, 1983; Elsom, 1987; Cooper et Alley,
1994; Seinfeld et Pandis, 2016). La formation d’ozone troposphérique, favorisée par de fortes
concentrations en COV, en NOx et en PM, peut également étre nuisible a la végétation en
réduisant ses capacités photosynthétiques et sa croissance (Felzer et al., 2007). Les PM jouent
un réle important dans la dynamique de I'atmosphére puisque ’'OM la refroidit par dispersion
du rayonnement solaire alors que I'EC entraine le phénomeéne inverse (Liousse et al., 1996;
Turn et al.,, 1997; Menon et al., 2002). La fraction ionique des PM favorise quant a elle la
diminution du rayonnement solaire atteignant la Terre (Rau, 1989; Penner et al., 1992). Ainsi,

les effets des PM sont variables en fonction de leur concentration et de leur composition.

« Tout est poison et rien n'est sans poison ; la dose seule fait que quelque chose n'est pas
un poison »

Paracelse (XVIF™ siecle)

Etymologiquement, le verbe polluer vient du latin : polluere signifiant "salir, souiller"
avec au départ une connotation environnementale. L'article L220-2 du Code de
I'Environnement donne une définition juridique de ce qu’est une pollution atmosphérique :
« l'introduction par I' Homme, directement ou indirectement, dans I'atmosphére et les espaces
clos, de substances ayant des conséquences préjudiciables de nature a mettre en danger la santé
humaine, a nuire aux ressources biologiques et aux écosystéemes, a influer sur les changements
climatiques, a détériorer les biens matériels, a provoquer des nuisances olfactives excessives ».
Les effets décrits dans les paragraphes précédents ont montré le caractere délétere des
composés (CO,, CO, NOx, COV, PM) émis par la combustion de biomasse qui, selon la définition
juridique, peuvent ainsi étre qualifiés de « polluants ». Ces composés sont présents
naturellement dans l'atmosphére mais c’est leur accumulation, notamment du fait des
activités humaines, qui mene aux préjudices décrits précédemment. La Figure 14, issue du
rapport 2013 du GIEC (Groupe d’experts Intergouvernemental sur I'Evolution du Climat),
permet d’illustrer I'effet des émissions atmosphériques, toutes sources confondues, sur le
réchauffement climatique grace au bilan du forcage radiatif (IPCC, 2013). Le forcage radiatif

peut étre défini comme la différence entre 1'énergie radiative recue et 1'énergie radiative émise
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par la Terre. Un bilan positif signifie donc que I’atmospheére se réchauffe. La Figure 14 montre
ainsi que depuis les années 1750, le forcage radiatif ne cesse d’augmenter positivement en
raison de la croissance des activités anthropiques.

La combustion de biomasse n’est assurément pas la seule pratique responsable de
I’émission de polluants dans 'atmospheére. Cependant, il a été estimé qu’au niveau mondial,
elle contribuerait a hauteur de 12 % des émissions de PM, dont 6-9 % de PM,;, a 18 % des
émissions de CO., a 9 % des émissions de CO et a 4 % des émissions de NOx (Sigsgaard et al.,
2015; Yadav et Devi, 2019). La combustion de biomasse, et notamment le chauffage résidentiel,
serait également I'une des sources principales d’émissions de HAP avec des contributions
variant entre 10 % et 50 % selon le pays et la période considérés (Mandalakis et al., 2005).
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Figure 14. Bilan du forcage radiatif exprimé en W.m? de 2011 par vapport a 1750 de différents
constituants de Patmospheére (d’aprés IPCC (201 3)).

Pour dresser des bilans tels que ceux présentés par le GIEC ou pour déterminer la
contribution des diverses sources aux émissions totales, la communauté scientifique s’appuie
sur des données non seulement qualitatives, mais aussi quantitatives pour connaitre la part
réelle des composés émis par une pratique. Ces données, comprenant entre autres les facteurs

d’émissions, jouent ainsi un role majeur dans la prise de décisions concernant la mise en place
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de mesures de protection environnementales, et notamment, la limitation de pratiques dites
« polluantes ».

Les paragraphes suivants sont consacrés a la quantification des émissions de
combustion a l'air libre de biomasse et, en particulier, a la combustion de résidus agricoles.
En effet, 23 % de I'ensemble de la biomasse brilée au niveau mondial seraient constitués de
résidus agricoles, briilés intentionnellement (Yadav et Devi, 2019).

B. Quantification des polluants émis par la combustion a I’air
libre des coproduits viticoles

B.1. Méthodologies d’estimation des eémissions de
combustion a l’air libre de biomasse

B.1.1. Détermination des facteurs d’émissions

Dans le cas de la combustion, le facteur d’émissions (FE) représente le ratio entre la
masse de polluant émis et la masse seche de combustible briilé et s’exprime généralement en
gkg'. Les FE sont déterminés expérimentalement grace aux prélevements des émissions

gazeuses et/ou particulaires.

B.1.1.1. Conditions environnementales

Toute perturbation de la réaction de combustion, telle que décrite par I’équation (1), la
rend incomplete. De surcroit, I'efficacité de combustion (0 < MCE < 1, équation (2)) diminue et
la formation de produits de combustion incompléte, tels que le CO, augmente. Les conditions
climatiques (température et humidité ambiantes, présence de vent, etc.) et les caractéristiques
du combustible (composition, humidité, etc.) sont donc des facteurs déterminants de la qualité
d'une combustion et de ses émissions (Ward, 1990; Urbanski, 2013). Le CO, et les NOx sont
produits majoritairement durant la phase de flamme (MCE proche de 1) tandis que les
émissions de CO et de PM augmentent lorsque la MCE diminue (McMeeking et al., 2009; Burling
et al., 2010; Urbanski, 2013). Pour caractériser les émissions d'une pratique, il est donc
essentiel que les conditions d’expérimentations soient représentatives des conditions réelles
de briilage. Dans le cas de combustions a I'air libre, les conditions de briilage sont rarement
controlées. Les mesures en laboratoire simulant la combustion a I’air libre sont faciles a mettre
en ceuvre et offrent la possibilité d’analyser un nombre plus important de composés.
Cependant, des travaux mettent en évidence des disparités importantes entre les résultats
obtenus en laboratoire et ceux issus des mesures de terrain (Yokelson et al., 2013; Aurell et
al., 2015). Pour exemple, le Tableau 2 montre que les FE des PM,; émises lors de la combustion
a l'air libre de paille de blé ou de cannes de mais peuvent varier de 2,5 g.kg"' a 7,6 g.kg' et de
2,7 gkg'all,7 g.kg' respectivement (Li et al., 2007; Rosa et al., 2018).
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Tableau 2. Facteurs d’émissions (FE) exprimés en g.kg' de polluants émis lors de la combustion de
differents résidus agricoles briilés a I'air libre.

FE (g.kg"
Conditions expérimentales Référence

‘ PM CO, Cco

Paille de blé

Terrain a 5-10 m (distance) )

7,6 +4,1¢ 1470 + 46 60+23 3,3+1,7 Li et al. (2007)
et 2,5 m (hauteur) du feu
Laboratoire dans une
chambre de combustion

2,5+04% 1813+103 29+2 - . ) o Rosa et al. (2018)
simulant le briilage a I'air
libre

Cannes de mais

Terrain a 5-10 m (distance)

11,7 + 1,04 1350 + 16 53+4 4,3+1,8 Li et al. (2007)
et 2,5 m (hauteur) du feu
Laboratoire : chambre de

2,7 0,37 1748 + 81 35+2 - combustion simulant le Rosa et al. (2018)

briilage a I'air libre

Sarments de vigne

b Terrain a 5 m (distance)
8,8 +5,1 1653 =18 51 +7 - Alves et al. (2019)
et 1,2 m (hauteur) du feu

@ PMy5, Y PMo.

Les valeurs les plus faibles sont systématiquement issues des expérimentations menées
en laboratoire qui sous-estimeraient les émissions de bralage a I'air libre par rapport a des

mesures réalisées sur le terrain.

B.1.1.2. Effet de la dilution et du refroidissement

Certaines études ont recours a des systemes de dilution des émissions issues de
combustion et qui ont pour objectif de simuler la dilution des panaches de fumées dans
Iatmosphere (Hildemann et al., 1989; Hays et al., 2005; Ozgen et al., 2014; Vicente et Alves,
2018). La Figure 15, tirée du rapport de Nussbaumer (2010), schématise I'impact de la dilution
et du refroidissement sur les émissions de PM,, d'un feu de cheminée. Une nette augmentation
des émissions particulaires mesurées apres refroidissement et dilution est observable par
rapport a celles prélevées en sortie de foyer dans des conditions de températures encore
élevées. Cette variation résulte de plusieurs phénomenes qui modifient les propriétés physico-
chimiques des particules. Pour des émissions riches en composés organiques telles que les
émissions de biomasse, les phénomenes de condensation et d’adsorption, résultant du
refroidissement des fumées, sont d’autant plus importants. En effet, plusieurs travaux ont
montré que, par rapport a des prélévements a 1’émission, les FE des PM de combustion de
biomasse en foyer peuvent étre quatre fois plus élevés lorsque les fumées sont diluées dix fois

avec de I'air ambiant (Nussbaumer, 2010; Ozgen et al., 2014). Des réactions d’oxydation, des

37



CHAPITRE I - Etude bibliographique

phénomenes d’évaporation et de désorption interviennent également dans la transformation
des particules pour des taux de dilution élevés (typiquement > 100) (Nussbaumer et al., 2008;
Nussbaumer, 2010). Ainsi, ’échantillonnage des fumées a I'’émission et a températures élevées,
occasionné par exemple par certaines méthodologies de prélevement de feu de cheminée
(Nussbaumer (2010)), n’est pas représentatif des émissions réelles d’'une combustion de
biomasse a I'air libre et des prélévements sur le terrain sont plus pertinents pour caractériser
cette pratique. D’autre part, l'utilisation d'un systéme de refroidissement et de dilution
permet, notamment, de connaitre précidément le taux de dilution et ainsi de comparer les
résultats obtenus avec d’autres études ayant eu recours a une méthodologie similaire (England
et al, 2000; Yang et al, 2016). En effet, de nombreux travaux réalisés a partir
d’échantillonnages sur le terrain ne spécifient pas le taux de dilution des fumées prélevées,
rendant la comparaison avec d’autres résultats délicate (Li et al., 2007; Alves et al., 2011, 2019).
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Figure 15. Evolution des émissions de PM, d’un feu de cheminée (d’aprés Nussbaumer (2010)).

B.1.2. Estimation des gisements de biomasse brilée

Grace aux FE, il est possible d’estimer les émissions issues de la combustion a I’air libre
d'un gisement de biomasse, a conditions de connaitre la masse de résidus briilée. Deux
démarches peuvent étre utilisées pour estimer cette masse. La démarche dite « descendante »
est basée sur des observations aériennes (satellites ou aéroportées), faisant généralement

intervenir de la télédétection, et permet d’estimer la surface de biomasse briilée (Seiler et
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Crutzen, 1980; Korontzi et al., 2006; Roy et al., 2008). La démarche dite « ascendante » repose
sur des estimations directes des gisements de biomasse brilée, notamment via des enquétes
de terrain (Jenkins et al., 1992). La premiére méthode est particuliéerement adaptée aux feux
naturels qui surviennent sur de grandes étendues (feux de savanes, feux tropicaux) mais se
préte peu aux petits feux comme les brilages sporadiques de certains coproduits agricoles ou
les feux de jardins en raison d'un manque de précision des méthodologies actuelles.

De nombreux travaux donnent des estimations des émissions gazeuses et particulaires
issues de combustion de coproduits agricoles a diverses échelles (Akagi et al., 2011; Atmo
AURA, 2011; Andreae, 2019). La plupart du temps, les FE utilisés pour ces inventaires sont des
valeurs moyennes des données disponibles dans la littérature mais ces valeurs peuvent parfois

s’avérer erronées comme le montrent les paragraphes suivants.

B.2. Emissions de combustion a I'air libre des coproduits
viticoles

B.2.1. De I’absence de données...

Il a été précédemment évoqué que le brilage a I'air libre semble étre une pratique
courante dans le milieu viticole francais (CHAPITRE I, PARTIE 1, paragraphe B.3). Pourtant,
les travaux d’Alves et al. (2019), publiés pendant cette thése, sont les seuls a avoir estimé les
FE associés a ce type de combustion (Tableau 2) alors que les émissions de combustion
d’autres coproduits agricoles, tels que les cannes de mais, la paille de riz ou la paille de blé
sont couramment étudiées (Hays et al., 2005; Li et al., 2007; Cao et al., 2008; Hayashi et al.,
2014; Li et al,, 2017; Zhang et al.,, 2017; Rosa et al., 2018). Une hypothése a cette hétérogénéité
du nombre de données disponibles pourrait étre que les différentes pratiques de briilage n’ont
pas la méme « ampleur ». Le mais, le riz et le blé sont des cultures annuelles, ce qui signifie
qu’apres la récolte des céréales, les agriculteurs peuvent briler les résidus de culture a méme
la parcelle et sur l'intégralité de sa surface. Cela génere des feux tres étendus, d’autant plus
qu’il s’agit des trois céréales les plus cultivées dans le monde, représentant une surface totale
de 576 millions d’hectares cultivés (Ritchie et Roser, 2013). En comparaison, la vigne ne
représente que 7,4 millions d’hectares cultivés. D’autre part, c’est une culture pérenne, ce qui
signifie que le briilage de ses résidus, les sarments en 1’'occurrence, ne peut pas s’opérer sur
Iintégralité de la surface de la parcelle, conduisant a des feux plus localisés.

Bien que I'étude d’Alves et al. (2019) soit la premiéere a donner des valeurs de FE pour le
briilage a l’air libre de sarments, plusieurs projets antérieurs a ces travaux ont tout de méme
recensé ou estimé les émissions de combusion a l'air libre de ces coproduits (Atmo AURA,
2011; ADEME, 2016a). Les FE « cultures de vigne » utilisés pour ces études sont issus du guide
d’inventaire des émissions de polluants atmosphériques 2009 du programme EMEP/EEA et se
sont avérés mal interprétés (EMEP/EEA, 2009). Le terme vine crops employé dans ce guide ne
correspond vraisemblablement pas a « culture de vigne » mais plutét a un terme anglophone

générique qualifiant les résidus de type rameaux ou issus de plante grimpante. L'une des
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publications utilisées par 'EMEP/EEA pour inventorier ces FE, consiste elle-méme en une revue
bibliographique de FE disponibles dans la littérature et ne mentionne pas de « coproduits
viticoles » (Lemieux et al., 2004).

D’autre part, il n’y a, a notre connaissance, aucune donnée de disponible concernant les
émissions de combustion a l'air libre des souches de vigne et des coproduits de pépiniéres

viticoles.

B.2.2. ... aux premieres estimations ...

Les travaux d’Alves et al. (2019) ont déterminé les FE de combustion a I'air libre de
sarments et caractérisé chimiquement les PM,, émises par ce briilage. Les sarments ont été
laissés a sécher un a deux mois en plein air avant d’étre brilés en Mars 2017 sur une parcelle
de vigne au Portugal. Les fumées ont été échantillonnées sans systéme de contréle du taux de
dilution, en placant les préleveurs a une distance de 5 m du feu. Entre autres, les FE des PM,,,
du CO, et du CO ont été estimés a 9 g.kg', 1653 g.kg' et 51 g.kg' respectivement. Ces valeurs
sont du méme ordre de grandeur que les FE de combustion a I'air libre de paille de blé (Li et
al., 2007). Le FE PM,, des travaux d’Alves et al. (2019) est quatre fois supérieur a celui issu du
guide d’inventaire des émissions de polluants atmosphériques 2009 du programme EMEP/EEA
et faussement utilisé jusqu’a présent pour estimer les émissions de combustion a I'air libre de
sarments (EMEP/EEA, 2009).

Les travaux d’Alves et al. (2019) précisent également que ce briilage se caractérise par
une MCE supérieure a 0,95. Au regard des données disponibles dans la littérature concernant
les MCE de différents types de combustion a I'air libre de biomasse (0,89-0,92), cette valeur
est élevée (Urbanski, 2013; Andreae, 2019). Les auteurs ont également caractérisé la
composition chimique des PM,, émises par le briilage a I’air libre de sarments. Entre autres, la
part de I'EC a été estimée a 4 % de la masse des PM,, et le ratio OC/EC a 8. Ces résultats sont
du méme ordre de grandeur que les valeurs moyennes de combustion de résidus agricoles
référencées par la revue d’Andreae (2019). De méme, les ratios L/OC (39 mg.g*) et L/M (8,8)
déterminées par Alves et al. (2019) sont du méme ordre de grandeur que les valeurs de cette

revue.

B.2.3. ... nécessitant d’étre complétées

Les travaux d’Alves et al. (2019) ont permis de donner une premiere estimation des FE
de combustion a I'air libre de sarments. Les valeurs sont globalement cohérentes avec les FE
de briilage a l'air libre de résidus agricoles (Andreae, 2019). Toutefois, la littérature met en
évidence une variabilité importante des FE en fonction des méthodologies de préléevement,
nécessitant 'apport de données supplémentaires. D’autre part, le GIEC a définit trois niveaux
de complexité méthodologique, appelés « Tiers » afin de comptabiliser les émissions
polluantes (IPCC, 2013). Le Tier 1 est la méthode d’estimation la plus simple et se base sur des
FE internationaux. Les Tiers 2 et 3 sont plus complexes et plus précises car elles sont basées,

notamment, sur 'utilisation de FE spéciques au territoire concerné, tenant compte de ses
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spécificités. Des travaux complémentaires a ceux d’Alves et al. (2019) permettraient de
compléter la base de données des FE et ainsi de sélectionner le FE de brilage a I'air libre de
sarments approprié a la région considérée. En effet, les conditions météorologiques du
Portugal, caractéristiques d’'un climat océanique, différent du climat continental, voire
montagnard, de certaines grandes régions viticoles francaises telles que la Champagne,
I’Alsace, la Savoie ou le Beaujolais (Climate-Data, 2020). L’étude d’Alves et al. (2019) n’est donc
représentative que d’'une partie des régions viticoles. De plus, les émissions de combustion
des souches de vigne et des coproduits de pépiniéres viticoles n’ont, a ce jour, pas été étudiées
alors que ces résidus sont aussi concernés par la pratique du briilage a I'air libre.

L'une des premiéres raisons qui conduit les agriculteurs a briler leurs résidus agricoles
est qu’il s’agit du moyen le plus économique de les éliminer (Ahmed et al., 2015; Beuchelt et
al., 2015). Pourtant, les coproduits agricoles sont riches en composés a haute valeur ajoutée,
dont la valorisation pourrait permettre de rentabiliser la collecte de la biomasse (Grade et al.,
2019). Le chapitre suivant est consacré a 1’étude bibliographique de la valorisation des
coproduits de la vigne et, en particulier, dans le domaine de la chimie, comme potentielle

alternative a leur brilage a I'air libre.

PARTIE 3 - SARMENTS ET SOUCHES DE VIGNE : UNE BIOMASSE
D’INTERET POUR LA CHIMIE

Dans le domaine de la valorisation chimique de la biomasse, les sarments ont été
largement étudiés alors que les souches de vigne, telles que définies dans ce manuscrit, n’ont
pas fait I'objet d’investigation (Goufo et al., 2020). En effet, la plupart des travaux ont étudié
de maniere individuelle les différents organes de la vigne et se sont essentiellement concentrés
sur les racines, plutot que sur la souche de vigne dans son intégralité (Nemeth et al., 2017a,
2017b; Gabaston et al., 2018; Aja et al., 2019; Gabaston et al., 2019). D’autre part, aucune
mention n’est faite de la valorisation des coproduits de pépiniéeres viticoles dans le domaine
de la chimie.

Ainsi, le travail bibliographique présenté dans ce chapitre est majoritairement consacré
a la valorisation des sarments. Des compléments d’information sont apportés par les travaux
portant sur la valorisation des coproduits vinicoles résultant de la transformation du raisin
en vin (processus de vinification), lorsque disponibles et nécessaires, pour comparaison. Ces
résidus comportent les tiges des grappes de raisin, le marc de raisin ou les lies de vin. Ce
chapitre présente d’abord les perspectives de valorisation des sarments et, plus
particulierement, pour l'obtention de deux composés d’intérét, le (E)-resvératrol et la (E)-s-
viniférine. Les techniques d’extraction de ces deux molécules a partir des sarments et les
connaissances associées a l'emploi de ces méthodes sont ensuite décrites. Enfin, une
perspective de valorisation des sarments de vigne comme source de composés antifongiques

est abordée.

41



CHAPITRE I - Etude bibliographique

A. Composition des sarments et voies de valorisation
potentielles

A.1. Constitution globale

A.1.1. Polymeres constitutifs

Comme toute biomasse lignocellulosique, la vigne est constituée de trois
macromolécules principales : la cellulose, I'hémicellulose (les deux formant ’holocellulose) et
la lignine (Figure 16). La cellulose est le polymeére le plus abondant sur Terre et est constituée
d’'un enchainement de monosaccharides, de type D-glucose, tandis que I’hémicellulose est
composée d'une succession de monosaccharides de structures variables (D-glucose, D-xylose,
D-galactose, etc.) (Hon, 1994). La lignine est un polymeére composé d’unités aromatiques. Sa

structure est complexe et n’est, a ce jour, pas totalement résolue.
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Figure 16. Structures de la cellulose, de ’hémicellulose et de la lignine (d’aprés Zhang et al. (2011)).

Elle est synthétisée a partir de trois précurseurs principaux, appelés monolignols :
I’alcool sinapylique, I'alcool coniférylique et I’'alcool p-coumarylique qui se différencient par
leur degré de méthoxylation (Figure 16). Au sein de la lignine, ils sont polymérisés et forment
des unités S, G et H respectivement, qui sont reliées entre elles majoritairement par des
liaisons B-O-4. Il a d’ailleurs été mentionné précédemment que les motifs de la lignine sont
plus ou moins variés en fonction de I'origine botanique des plantes (CHAPITRE I, PARTIE 2,
paragraphe A.3.3.2). Par exemple, la lignine des coniféres est trés pauvre en motif S et riche

en motif G (Figure 16) tandis que la répartition des deux motifs dans la lignine des
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angiospermes est plus ou moins équilibrée (Wagner et al., 2015).Les proportions en cellulose,
en hémicellulose et en lignine peuvent ainsi varier selon I'origine botanique de la plante. Les
angiospermes, tels que la vigne, contiennent généralement de 38 % a 51 % de cellulose, de 17 %
a 31 % d’hémicellulose et de 21 % a 31 % de lignine (David, 2019). La composition des sarments
est connue (Tableau 3). D’apres la littérature, leurs proportions moyennes en cellulose, en
hémicellulose et en lignine sont estimées a 33,8 %, 21,7 % et 24,4 % respectivement (Ntalos et
Grigoriou, 2002; Bustos et al., 2004; Jiménez et al., 2006; Max et al., 2010; Davila et al., 2016).
La composition des souches de vigne et des coproduits de pépinieres viticoles n’est, a notre
connaissance, pas été documentée. Cependant, il faut rappeler que les coproduits de
pépiniéres viticoles sont des rameaux de vigne agés d'un an, de méme que les sarments
(CHAPITRE I, PARTIE 1, paragraphe B.2). Certains de ces coproduits, a savoir les écarts de tri,
sont toutefois recouverts de paraffine et possédent des racines. Les souches de vigne sont,
quant a elles, des sarments ayant vieilli plusieurs années. Le vieillissement d’une plante
entraine la lignification de ses tissus, supposant ainsi que le bois des souches de vigne contient

davantage de lignine que le bois des sarments (Meinzer et al., 2011).

Tableau 3. Constitutions en cellulose, en hémicellulose, en lignine et en extractibles des sarments,
exprimées en pourcentages massiques.

Holocellulose
Lignine Extractibles

Cellulose Hémicellulose Références
(%) (%)
(%) (%)
- - 21,1 2,87 Ntalos et Grigoriou (2002)

34,1 19 27,1 7,17 Bustos et al. (2004)

4,97
67,1 20,3 Jiménez et al. (2006)

16,1°¢

34,0 19,0 27 - Max et al. (2010)

33,2 27 26,7 3,14 Davila et al. (2016)

@ éthanol/benzene, bsolvant non spécifie, ¢ eau chaude et d éthanol/toluéne.

A.1.2. Voies de valorisation potentielles des polymeres constitutifs

De manieére générale, les trois polymeres constitutifs, et la maniere dont ils sont
organisés, assurent les propriétés mécaniques (élasticité, résistance a la traction et
allongement a la rupture) des fibres végétales (Sauvageon, 2017). Ces propriétés sont
exploitées depuis des millénaires pour la fabrication de papier a partir de bois. Des travaux
ont montré que les sarments pouvaient étre utilisés a cet effet mais également pour
I'élaboration de charbons actifs (Corcho-Corral et al., 2005; Jiménez et al., 2006; Ioannidou et
Zabaniotou, 2007). En raison de la transition actuelle vers davantage de ressources
renouvelables, la biomasse, et notamment les sarments, fait ’objet de nombreuses recherches

concernant son utilisation dans le secteur des matériaux composites. En effet, des travaux ont
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mis en évidence la possibilité d’incorporer des fibres de sarments pour confectionner des
matériaux bio-composites grace a leur propriétés mécaniques (Ntalos et Grigoriou, 2002; El
Achaby et al., 2018; David, 2019; Benito-Gonzalez et al., 2020). D’ailleurs, des entreprises ont
d’ores et déja mis en avant ces propriétés en commercialisant du matériel viticole, tel que des
piquets de vigne ou des agrafes biodégradables, fabriqué a partir de sarments (Elleham, 2004;
Bidault, 2015; Vitis Valorem, 2020). D’autre part, la société Ecocep en Champagne a concu des
comportes et des coffrets en bois a base de souches de vigne montrant que leurs fibres sont
également valorisables (Ecocep, 2020). A I'instar du reste de la biomasse lignocellulosique, les
sarments peuvent étre utilisés de maniére traditionnelle et directe comme nourriture pour le
bétail (Molina-Alcaide et al., 2008) ou comme fertilisant pour le sol (Lulakis et Petsas, 1995;
Ozdemir et al., 2008). Leur comportement au feu en fait également de bons candidats pour
une utilisation comme combustibles (Mendivil et al., 2013).

La plupart des voies de valorisation citées précédemment sont envisageables
essentiellement grace a la composition structurale (cellulose, hémicellulose et lignine) des
sarments, représentant 80 % a 90 % de leur masse. Mais la biomasse en question contient aussi
des composés dits « extractibles » car non-structurels et récupérables par extraction a I'’eau
(chaude ou froide) ou a 'aide d'un solvant organique. Des données sont disponibles dans la
littérature concernant le taux d’extractibles des sarments et le Tableau 3 en référence certains.
Ce taux varie de 2,8 % a 21 % de la masse des sarments en fonction du solvant utilisé (Ntalos
et Grigoriou, 2002; Jiménez et al., 2006). Lorsque les sarments sont utilisés directement
comme combustibles, fertilisants, matériaux ou nourriture pour le bétail, cette part

d’extractibles n’est pas valorisée.

A.2. Polyphénols de la vigne
A.2.1. Origine biologique

La plupart des extractibles participent au métabolisme de la plante, entre autres comme
métabolites secondaires, et avec une diversité de motifs propre a chaque organisme. Parmi
ceux-ci, la famille des polyphénols regroupe plusieurs milliers de structures, rendant ces
composés ubiquitaires dans le regne des plantes et les plus abondants chez la vigne (Larsson
et al., 2005; Halbwirth et al., 2019). D’un point de vue chimique, les polyphénols sont
caractérisés par la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique portant une
ou plusieurs fonctions hydroxyles. Chez les plantes, le terme « polyphénols » fait référence
aux polyphénols synthétisés par la voie du shikimate et du métabolisme des
phénylpropanoides (Robards et Antolovich, 1997). En réponse a un stress biotique ou
abiotique (stress hydrique, UV, attaques microbiennes, etc.), leur biosynthese est alors activée
par ces voies métaboliques et permet a I'organisme de se défendre (Vogt, 2010). En effet, en
raison de l'incapacité des végétaux a se déplacer pour échapper a leurs prédateurs, les

polyphénols jouent généralement le role de barriere défensive grace a leurs propriétés
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antibiotiques, antinutritionnelles et leur golit désagréable pour les herbivores (Daayf et
Lattanzio, 2008).

A.2.1. Classification des polyphénols

De nombreuses classifications des polyphénols sont possibles selon les auteurs et celles-
ci tendent a évoluer au fil des découvertes de nouveaux composés. Cette famille de molécules
peut cependant étre divisée en deux catégories principales : les flavonoides et les non-
flavonoides, auxquelles s’ajoute une catégorie a part, les tanins (Khanbabaee et van Ree, 2001;
Amor et al., 2018).

A.2.1.1. Flavonoides

La structure générale de ces composés se caractérise par deux cycles aromatiques que
relient trois carbones formant un motif C6-C3-C6 (Figure 17). Les flavonoides peuvent étre
subdivisés en diverses sous-classes dont les flavones, flavonols, flavanols, flavanones,
flavanonols et les anthocyanes (Panche et al., 2016). Au sein des plantes, ces métabolites
secondaires ont des réles multiples, le plus connus étant de donner aux fleurs leurs pigments,
du fait de leurs propriétés colorantes, et attirant les pollinisateurs. Cependant, ils sont
présents dans toutes les parties de la plante ou ils servent de molécules de signalisation, de
protection face aux irradiations UV ou face aux attaques microbiennes, etc. (Takahashi et al.,
1991; Dewick, 2009).
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Figure 17. Structures des différentes sous-familles de flavonoides et exemples de composés présents
dans la vigne. En vert le motif caractérisant la sous-famille.
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A.2.1.2. Tanins

Alors que les autres polyphénols sont classés d’apres leur structure chimique, les tanins
forment une catégorie mal définie puisqu’ils sont plutot caractérisés par leur capacité a
complexer les protéines et par leur masse moléculaire élevée (Hassanpour et al., 2011). Cette
propriété de complexation permet a la plante qui le biosynthétise de se défendre face aux
attaques des herbivores, des oiseaux et des insectes. Les tanins lui donnent un gotit astringent
désagréable et diminuent la biodisponibilité des protéines qu’elle contient et qui sont
essentielles a la nutrition des herbivores (Robbins et al., 1987). Il existe deux sous-classes de
tanins : les tanins condensés et les tanins hydrolysables. Les premiers, appelés également
proanthocyanidines, sont parfois rangés dans la famille des flavonoides car ils sont constitués
de plusieurs unités de catéchine, d’épicatéchine et de gallocatéchine (Bravo, 1998). Leur
présence dans la vigne a été observée (Figure 18) (Wallis et Chen, 2012; Trad et al., 2017). Les
tanins hydrolysables, doivent leur nom a leur capacité a libérer de I’acide gallique (gallotanin)
ou acide éllagique (éllagitanin) en milieu acide. Néanmoins, cette sous-classe de tanins n’a pas
été identifiée chez la vigne (Cebrian-Tarancoén et al., 2018). Ces composés ont toutefois été
retrouvés dans certains vins, du fait de leur élevage en fiit de chéne. En effet, le chéne
biosynthétise naturellement des tanins hydrolysables qui se retrouvent alors dans le bois des

flits et sont ensuite dissouts dans le vin durant le processus de vinification.

TANINS CONDENSES

OH

OH

OH

OH OH
Procyanidine B1 Procyanidine B2 3-O-gallate

Figure 18. Structures de deux tanins condensés présents dans la vigne.

A.2.1.3. Non-flavonoides : acides phénoliques et stilbénes

Les acides phénoliques sont composés d’au moins une fonction carboxylique et une
fonction phénol (Figure 19). IIs sont généralement générés lors de la dégradation de la lignine
ou des polymeres constitutifs des membranes cellulaires (Rowe, 1989). Les stilbénes se
caractérisent quant a eux par un motif 1,2-diphényléthyléne avec pour la plupart d’entre eux
plusieurs groupements hydroxyles (Figure 19) (Gorham, 1995). Ces composés se retrouvent
uniquement chez certaines plantes comme la vigne, la cacahuete, le sorgo ou la renouée du
Japon (Yu et al., 2005; Sobolev et al., 2006; Jeandet et al., 2010; Kovarova et al., 2010). Ces

plantes ont la particularité d’exprimer la stilbéne synthase, I’enzyme impliquée dans la
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synthese du bloc constitutif des stilbénes, le (E)-resvératrol, qui est ensuite métabolisé en une
multitude de composés stilbénoides (Roubelakis-Angelakis, 2009). Les stilbenes joueraient a
la fois le role de phytoalexines et de phytoanticipines chez la vigne (Langcake et Pryce, 1976,
1977a; Langcake, 1981; Sotheeswaran et Vinayagar, 1993). Les phytoalexines sont des
composés synthétisés de novo par la plante pour la protéger, en réponse directe a un stress
biotique ou abiotique (Riviére et al., 2012). Ces métabolites viennent ainsi renforcer les
défenses de la plante déja en place, constituées de phytoanticipines. Ces dernieres sont des
molécules de défense dites « constitutives », c’est-a-dire faisant partie du systéme de
résistance passif de la plante (Benhamou et Rey, 2012).
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Figure 19. Structures des deux sous-familles des non-flavonoides et exemples de composés présents
dans la vigne.

A.2.2. Voies de valorisation potentielles des polyphénols

De plus en plus d’intérét est porté aux composés phénoliques bio-sourcés en raison de
leurs propriétés cardio-protectrice, anti-cancéreuse et antidiabétique mais également en
raison d'une demande croissante des sociétés pour davantage de produits naturels (Bravo,
1998; Abbas et al, 2017). Concernant plus spécifiquement la vigne, les propriétés
organoleptique, nutritionnelle et antioxydante des polyphénols qu’elle contient sont depuis
longtemps reconnues via la consommation de raisin et de vin. Les tanins qu’elle sécrete
donnent au vin son astringence et ses stilbénes sont a I'origine du French Paradox, théorie
selon laquelle le régime alimentaire francais, riche en matiéres grasses et vins, protégerait des
maladies cardio-vasculaires (Vidavalur et al., 2006). Compte tenu des quantités considérables
de sarments générés sur le territoire francais et inutilisés (voire détruits), cette biomasse est
une piste intéressante pour l'obtention de polyphénols d’intérét. De nombreuses études
montrent effectivement que les sarments de vigne contiennent une grande diversité et des
quantités non négligeables de polyphénols, dont les propriétés antioxydantes ont été
confirmées (Sanchez-Gémez et al., 2014; Ju et al., 2016; Moreira et al., 2018; Escobar-Avello et
al., 2019). D’ailleurs, de récents travaux mentionnent que sur les 183 composés phénoliques
identifiés dans les différents organes de la vigne (racines, bois de charpente, sarments, tiges

de raisin et feuilles), au moins 49 sont présents dans les sarments (Goufo et al., 2020).
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Parmi les polyphénols de la vigne, les stilbenes font I’'objet d'une attention particuliere

en raison de leurs nombreuses propriétés, thérapeutiques notamment.

B. Extraction de deux polyphénols d’intérét a partir des
sarments : le (E)resvératrol et la (E)-¢-viniférine

B.1. (E)resvératrol et (E)-s-viniférine

B.1.1. Découverte

Dans les années 1970 les travaux de Langcake et Pryce (1976) ont montré que des feuilles
de vigne infectées par le pathogéne responsable de la maladie de la pourriture grise, Botrytis
cinerea, présentaient une fluorescence (longueur d’onde d’excitation: 336 nm) accrue au

niveau de la zone encore saine adjacente a la zone infectée.
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Figure 20. Structures chimiques de divers stilbénes présents dans la vigne (d’aprés Chastang
(2014)).
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Le composé majoritairement responsable de cette fluoresence a été identifié comme
étant le (E)resvératrol (Rsv), le monomeére constitutif des stilbénes. L’année suivante, les
mémes auteurs mirent en évidence une nouvelle classe de phytoalexines chez la vigne, qu’ils
nommeérent viniférines (Langcake et Pryce, 1977b). La (E)-s-vinférine (Vf), un dimeére du Rsv,
est a son tour identifiée. Comme évoqué précédemment, les stilbénes font partie du systéme
de défense de la vigne et leurs biosyntheéses sont initiées suite a de nombreux stress
(CHAPITRE I, PARTIE 3, paragraphe A.2.1.3). Cette famille regroupe de nombreux composés,
structurés a partir du squelette moléculaire du Rsv (Figure 20).

Le Rsv et la Vf purs se présentent sous la forme de solides en conditions ambiantes mais
dans la matrice cellulaire, ils sont complexés a d’autres composés modifiant leurs propriétés
physico-chimiques. Leur distribution et leur localisation au sein des différentes parties de la
vigne ne sont pas totalement élucidées. De récents travaux montrent néanmoins que le Rsv
est davantage présent dans les parties aériennes tandis qu'une oligomérisation croissante des
stilbénes est observée en descendant vers les organes souterrains (Nemeth et al., 2017a;
Gabaston et al., 2019). Dans les sarments, le Rsv se localise essentiellement dans le phloéme,
le tissu conducteur qui transporte la seve élaborée et qui se trouve plus ou moins a mi-chemin
entre la moelle et I’écorce du bois de vigne (Wang et al., 2010; Houillé et al., 2015a). La Vf serait

quant a elle davantage présente dans ces deux derniéres parties de la plante.

B.1.2. Variabilité biologique

En tant que matériel biologique, les sarments sont soumis a de nombreux parametres
influencant leur état physiologique et donc la production de leurs métabolites. Les teneurs en
Rsv et en Vf sont donc variables d’'une biomasse a une autre. Par exemple, certains cépages de
vigne, tels que le Pinot Noir et le Gewurztraminer sont connus pour étre riches en stilbénes,
contrairement a d’autres, tels que le Grenache (Lambert et al., 2013; Rajha et al., 2014; Pifieiro
et al., 2017). Les teneurs en Rsv de sarments d’'un méme cépage peuvent également varier du
simple au double entre deux exploitations viticoles (Vergara et al.,, 2012). En effet, la
biosynthese des stilbénes est affectée par les conditions environnementales de culture, telles
que l'exposition aux UV, la pluviométrie, la composition du sol, les pratiques viticoles, la
pression fongique, etc. (Keller et al., 2000; Cavaliere et al., 2010; Guerrero et al., 2010; Acufa-
Avila et al., 2016; Houillé et al., 2015a; Del-Castillo-Alonso et al., 2016).

B.1.3. Voies de valorisation du (E)resvératrol et de la (E)-«-
viniférine et sources d’obtention

Le Rsv et la Vf posseédent de nombreuses propriétés ayant un intérét pour une démarche

de valorisation. II a notamment été démontré qu’ils peuvent agir comme antioxydants,

anticancéreux, anti-inflammatoires, cardio- et hépato-protecteurs, antifongiques,

conservateurs dans le vin, etc. (Billard et al., 2002; Privat et al., 2002; Romain et al., 2012;

Schnee et al., 2013a; Guerrero et al., 2016a; Raposo et al., 2016; Sawda et al., 2017; Shaito et
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al.,, 2020). L'utilisation du Rsv et de la Vf pour I’élaboration de nouveaux traitements
thérapeutiques est encore a I'état de tests précliniques mais certains de leurs effets sont d’ores
et déja exploités. En effet, les deux molécules sont utilisées comme ingrédients d’origine
naturelle ou synthétique, sous forme purifiée ou d’extrait enrichi, pour la formulation de
cosmétiques ou comme compléments alimentaires (Rombi, 1999; Vercauteren et Salmi, 2012).
Au niveau industriel, le Rsv peut étre obtenu par extraction des rhizomes de Renouée du
Japon, de la peau et de la pulpe des raisins ou par synthése chimique tandis que la Vf est, a
notre connaissance, majoritairement synthétisée a partir de Rsv (Farina et al., 2006; Singh et
al., 2015; Chen et al., 2016; Lindgren et al., 2016). Les biotechnologies telles que la culture de
cellules de vigne ou la fermentation enzymatique sont également des procédés de production
de stilbénes prometteurs (Chastang, 2014; Tisserant et al., 2016). Les sociétés Caudalie et
Actichem produisent également des extraits enrichis en stilbénes, obtenus a partir de
sarments, pour l’élaboration de produits cosmétiques et d’ingrédients naturels (Izard et
Fourneron, 2001; Vercauteren et Salmi, 2012).

De nombreuses méthodes pour extraire le Rsv et la Vf a partir des sarments ont été
étudiées compte tenu du potentiel de cette biomasse. Les deux stilbenes peuvent ainsi
représenter a eux seuls jusqu’a 6 % de la masse des sarments, soit un tiers de la masse
d’extractibles (Jiménez et al., 2006; Houillé et al., 2015b; Soum et al., 2015; Pifleiro et al., 2017).
Les méthodes d’extraction pour obtenir le Rsv et la Vf a partir des sarments peuvent étre
scindées en deux catégories : les techniques dites « conventionnelles » et les techniques dites
« non-conventionnelles » ou « émergentes ». Dans les deux cas, I'’extraction du Rsv et de la Vf
s’effectue a partir d’'un broyat plus ou moins grossier de sarments, dont la granulométrie varie
de quelques centiémes de millimetres a quelques centimetres. L’extraction conventionnelle
désigne les extractions ayant recours a une macération du broyat dans un solvant avec ou sans
agitation, sous pression atmosphérique et a une température comprise entre la température
ambiante et la température d’ébullition du solvant. Cette technique sert également de base
pour étudier I'influence des divers parametres d’extraction tels que le solvant, la température,
le ratio solvant/broyat, etc., sur l'efficacité d’extraction des composés d’intérét. L’extraction
non-conventionnelle fait quant a elle référence a I'’emploi de technologies d’activation comme
les ultrasons ou les micro-ondes qui peuvent, dans certains cas, repousser les limites

rencontrées en extraction conventionnelle.

B.2. Extraction

B.2.1. Extraction solide-liquide : aspects théoriques

B.2.1.1. Principe
La méthode classique pour extraire le Rsv et la Vf des sarments est ’extraction solide-
liquide dite « conventionnelle ». Cette méthode repose sur la dissolution dun composé
d’intérét, en 'occurrence le Rsv ou la Vf, dans une phase liquide afin de le séparer d'un solide

ou d'un mélange de solides, en I'occurence le broyat de sarments (Varzakas et Tzia, 2014). Les
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principales étapes de l'extraction solide-liquide d’'un composé, nommé composé A pour
I’exemple, se décomposent de la maniére suivante (Figure 21) :

Diffusion du solvant au travers de la structure poreuse de la matrice solide ;
Dissolution du composé A a extraire dans le solvant : formation du soluté ;

Diffusion du soluté de l'intérieur vers la surface de la matrice solide ;

N e

Migration du soluté de la surface externe du matériau solide vers le solvant environnant :

formation de I’extrait par dilution du soluté.

Particule de
biomasse

Diffusion

- d--d--4-- 4 - 4-- -~ 4-
o—

Diffusion

interne externe

Dissolution

@ Composé d’intérét --p Solvant eo—p Soluté

Figure 21. Schéma des principales étapes du processus d’extraction solide-liquide d’un composé
d’intérét a partir d’'un broyat de biomasse (d’aprés Aguilera (2003)).

Au cours de I'étape 2 de ce processus, le solvant dissout une certaine quantité de
composé A et cette quantité dépend de l'affinité de ce dernier pour les deux milieux
considérés. La capacité du solvant a dissoudre le composé A se traduit par la relation suivante
(Cacace et Mazza, 2003) :

xASO van
K, = —solent (5)

xAsolide

Avec K, représentant la constante d’équilibre, ou coefficient de partage de A, x,_,  la
fraction massique du composé A dissout dans le solvant et x,_, ~la fraction massique de A
dans le solide.

L’équation (5) montre que plus K, est grand et plus le composé A est dissout dans le

solvant. La valeur de K, est ainsi dictée par le choix du solvant et de la température
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d’extraction. L’équation (5) montre quelle quantité du composé A est extraite du solide mais
pas la vitesse avec laquelle s’effectue cette opération.

Pour les extractions de biomasse, c’est I'étape 3 de la Figure 21, décrivant la diffusion
du soluté de I'intérieur du solide vers sa surface, qui est généralement 1'étape limitante pour
atteindre la constante d’équilibre K,. L’étape 3 est détaillée sur la Figure 22. La diffusion du
composé A, également appelée flux molaire, peut étre définie comme la quantité du composé
A qui traverse une surface par unité de temps. Ce phénomeéne est décrit par la premiére loi de
Fick (Fick, 1855).

ac
Ja= _DAa_;l (6)

Avec J , représentant la diffusion du composé A exprimée en mol.m?.s*, D, le coefficient
de diffusion de A exprimé en m?s’ et aﬂ% le gradient de concentration de A entre les deux

milieux variant avec la distance x et exprimé en mol.m™. Le signe négatif donne un flux positif
étant donné que le gradient de concentration s’effectue de la concentration la plus élevée vers

la concentration la plus faible (gradient négatif).

Particule solide Surface a

en suspension travgrser

dans le solvant |

: O : .
\\ PY L] e | o
\ : i
b .
- ® L i . °
Molécule ; 3 ° .
de Adans - o A ~ . ®
le soluté S : o
b . . [ ] P ™ ° [ ]
e ° : .
] i e i 0
® i e ° o
R T S e g SSIULS AUS—
E .
® o . A . .
b °
L [ ] [ ] P ® ® .

(épaisseur de la particule)

Figure 22. Représentation schématique de I'étape de diffusion du soluté de l'intérieur vers
Pextérieur d’une particule solide.

Cette loi est valable pour des états stationnaires, c’est-a-dire lorsque la concentration ne
varie plus avec le temps. Pour un état non-stationnaire, tel qu’a 1’état initial du processus
d’extraction, la variation de la concentration de A en fonction de la distance x varie également
en fonction du temps t. La seconde loi de Fick illustre cette dépendance via I'introduction de

dérivées secondes a I’équation (6) (Fick, 1855) :

ac, 3¢, -
at ~ A gy @
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Le coefficient de diffusion, ou diffusivité, D,, peut étre prédit a partir de 'équation de
Stokes-Einstein (Edward, 1970):

kT
DA =
6mnry

®)

Avec k représentant la constante de Boltzmann exprimée en kg.m’s?’K', T la
température absolue exprimée en K, n la viscosité du solvant exprimée en kg.m'.s* et r, le
rayon du composé A exprimé en m. Les coefficients de diffusion pour I'’extraction de composés
a partir de biomasse sont typiquement de 'ordre de 9,3.10"* a 7,2.10"° m®.s" (Schwartzenberg
et Chao, 1982). La prédiction du coefficient de diffusion D,, grace a 1'équation (8), reste
théorique et ne montre pas sa dépendance aux conditions expérimentales et, notamment, a la
géométrie et a la microstructure du solide extrait (Tzia et Liadakis, 2003). De ce fait, le
coefficient de diffusion est souvent déterminé empiriquement grace aux lois de Fick
(équations (6) et (7)) et est alors qualifié de coefficient de diffusion « apparent » (Karacabey et
Mazza, 2008). Le terme « apparent » fait référence au fait qu’il reflete les conditions
expérimentales dans lesquelles il a été déterminé.

Les équations (5) a (8) mettent en évidence que quatre parametres principaux
influencent la qualité (quantité de matiere et vitesse d’extraction) d’'une extraction solide-
liquide : le solvant, la température, la granulométrie du solide et la ratio solvant/broyat (Shi
et al,, 2016).

B.2.1.2. Parametres influencant 'efficacité d’extraction
B.2.1.2.1. Composition du solvant

La composition du solvant intervient a la fois sur la quantité de composé extrait de la
matrice solide (équation (5)) et sur la vitesse a laquelle s’effectue I'extraction (équations (6) a
(8)). La quantité de composé dissout dépend de sa solubilité dans le solvant d’extraction. Les
parametres de solubilité, établis par Hildebrand et Scott (1951) et Hansen (1967), permettent
de choisir un solvant approprié afin de solubiliser le composé d’intérét. Les propriétés de
solubilité sont liées aux forces de cohésion des molécules, a savoir, les forces de dispersion
de London, les forces de polarité de Keesom et les forces de liaison hydrogene qui forment
ensemble un espace tridimensionnel, appelé volume de solubilité. Si le volume de solubilité
d’'un solvant est compris dans celui du composé a extraire, il est alors capable de le dissoudre.
Le solvant ne doit pas réagir avec le composé a extraire et doit aussi posséder une viscosité n
faible pour assurer une diffusion efficace et rapide du soluté (Shi et al., 2016). Dans I'idéal, le
solvant choisi génére une altération de la composition structurelle du solide afin d’y pénétrer
plus facilement. D'un point de vue opérationnel, le solvant idéal doit étre peu cofliteux et non
dangereux (non explosif et non inflammable). Enfin, il doit étre non toxique pour ’'Homme et
I'environnement et, en accord avec les douze principes de la Chimie Verte, sa réutilisation doit

étre possible pour des extractions successives (Anastas et Warner, 1998).
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B.2.1.2.2. Température du milieu

La température intervient aussi bien sur la constante d’équilibre K, (équation (5)) que
sur le coefficient de diffusion D, (équation (8)). De maniére générale, 1’élévation de la
température entraine une meilleure solubilité du composé dans le solvant car elle modifie les
forces de cohésion moléculaires mentionnées précédemment (Hildebrand et Scott, 1951). Dans
certains cas, elle favorise aussi la déstructuration de la biomasse en permettant la liquéfaction
des composés structuraux, libérant ainsi les composés d’intérét (Poletto, 2017). De plus,
I'augmentation de la température réduit la viscosité du solvant favorisant sa diffusion au sein
de la matrice (Shi et al.,, 2016). La température doit cependant étre adaptée au point

d’ébullition du solvant et, surtout, a la thermostabilité du composé a extraire.

B.2.1.2.1. Granulométrie du solide
La taille des particules du solide a extraire joue aussi un roéle crucial dans la vitesse
d’extraction. Selon les équations de Fick (6) et (7), plus le solide est fin (avec x petit) et plus la
diffusion sera rapide. Etant donné que I'étape limitante est celle de la migration du soluté vers
Pextérieur du solide a travers ses pores, le soluté migre d’autant plus rapidement que le
volume des particules a traverser est petit. Les particules de plus petites tailles possedent
également une surface de contact avec le solvant plus grande mais peuvent s’agglomérer et

ainsi diminuer la pénétration du solvant dans la matrice (Meireles, 2008).

B.2.1.2.2. Ratio solvant/solide

Les équations de Fick (6) et (7) montrent que 1'une des forces motrices de la diffusion

. . . ac s ,
est le gradient de concentration du composé A, B_xA’ entre les deux milieux espacés d'une

distance x. Plus le ratio solvant/solide, et donc le gradient de concentration, est important, et
plus la diffusion est rapide (Shi et al., 2016). Néanmoins, un volume de solvant plus élevé
nécessite davantage de traitement en aval du processus d’extraction. La sélection d'un ratio
solvant/solide approprié, combinant efficacité d’extraction et faibles impacts financier et

environnemental, est donc préférable.
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Tableau 4. Différentes conditions d’extraction conventionnelle du Rsv et de la Vf a partir de sarments et masses extraites associées.

Conditions de préparation des

Masses extraites (mg.kg")

Cépage des sarments Conditions d’extraction IS——————————— Référence
sarments Rsv \%i
Séchés (45 ° C) 48 h Ethanol/eau 70:30 (v/v) 8 mL.g"
1 Pinot Noir ) o 3450 1300 Rayne et al. (2008)
Broyés < 1 mm 30 min, ta“ (3 fois)
Séchés Ethanol/eau 80:20 (v/v) 125 mL.g"
2 Pinot Noir ] } o 8 3850 1250 Karacabey et Mazza (2008)
Broyés ~ 0,26 mm 30 min, 60 °C, agitation
Séchés (40 °C) jusqu’a masse i
Ethanol/eau 60:40 (v/v) 20 mL.g" 0.0394
3 Horoz karasi constante ) o 2 - Cetin et al. (2011)
i 30 min, 80 °C, agitation
Broyés < 1 mm
Coupés en morceaux et séchés .
] ) ] Acétone/eau 60:40 (v/v) 50 mL.g" 1526
4 Pinot Noir (40 °C) 5 jours . 3737 Lambert et al. (2013)
Une nuit, ta
Broyés < 0,75 um
Séchés (ta) 72 h jusqu’a 6,5 %
. e Eau 5 mL.g" 29 . ,
5 Airen d’humidité - Sanchez-Gomez et al. (2014)
) 60 min, 100 °C
Broyés < 0,42 mm
Coupés en sections de 10 cm et Ethanol /eau 60:40 (v/v) 20 mL.g"
6 Cabernet Franc stockés 10 semaines a 20 °C ] b 6384 - Houillé et al. (2015b)
. o 30 min, 83 °C, 1400 rpm
Broyés < 1 mm et lyophilisés
) Séchés (ta) 2.5 mois et lyophilisés Soxhlet, méthanol 67 mL.g" 5170.5
7 Cabernet Moravia ] ) 1822,8 Soural et al. (2015)
Broyés < 1 mm 10 cycles, 2-3 h, reflux
Coupés en petits morceaux et
séchés (40 °C) jusqu’a masse Acétone/eau 60:40 (v/v) 50 mL.g*
8 Gewurztraminer usa . & 317 2810,44 Guerrero et al. (2016)
constante Une nuit, ta
Broyés
Séchés (50 °C) 24 h Ethanol/eau 50:50 (v/v) 40 mL.g?!
9 Tinta Roriz ] & 1330 - Moreira et al. (2018)
Broyés < 1 mm 2 h, 55 °C, 100 rpm
] . Stockés (ta, dans I'obscurité) Soxhlet, éthanol/eau 50:50 (v/v) 20 mL.g" 1875 )
10 Pool of Grenache, Mencia et Albarino ] 1855 Rodriguez-Cabo et al. (2018)
Broyés < 2 mm 45 cycles, 3 h, reflux
Séchés (ta) 4 mois )
) ] Soxhlet, éthanol 46 ml.g* 2310 )
11 Cabernet Moravia Broyés < 0,5 mm 8 h. refl 1560 Zachova et al. (2018)
, reflux
Humidifiés avec de I'eau (11,2 %)
Séchés (ta) Ethanol/eau 60 :40 (v/v) 40 mL.g"
12 Loureiro ] . & 146 - Jesus et al. (2019)
Broyés < 8 mm 60 min, 60 °C
“ta: température ambiante, b rpm : rotation par minute.
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B.2.1. Parametres d’extraction du (E)resvératrol et de la (E)-¢-
viniférine a partir de sarments

L'extraction du Rsv et de la Vf a partir des sarments obéit aux principes de diffusion. De
maniere générale, les travaux portant sur ’extraction des deux stilbenes a partir des sarments
de vigne n’abordent pas ces considérations physiques et mathématiques et étudient
uniquement l'impact direct de chaque parameétre sur les masses extraites. Le Tableau 4
inventorie les masses de Rsv et de Vf extraites a partir des sarments en conditions d’extraction
conventionnelles d’apres les informations disponibles dans la littérature. La masse de Rsv ou

de Vf extraite a partir de sarments (en masse seche) est exprimée en mg®Rsv).kg"' ou mgvs).kg".

B.2.1.1. Solvants

L'une des premieres études ayant proposé I'utilisation des sarments comme source de
Rsv et de Vf date de 2008 (Rayne et al., 2008). Ces travaux montrent I'impact de divers solvants
d’extraction tels que différents alcools, 'acétone, I'éther diéthylique, l'acétonitrile, des
mélanges, etc., sur les quantités de Rsv et de Vf extraites a partir d’'un broyat de sarments de
Pinot Noir. Les solvants ont ensuite été classés selon leur constante diélectrique e,
représentant leur capacité a séparer les charges et donc, dans le cas présent, a séparer les
composés de la matrice cellulaire a laquelle ils sont associés naturellement. Les auteurs
montrent que, pour une extraction de 30 min a température ambiante, le mélange éthanol/eau
80:20 (v/v) est le plus efficace avec des masses atteignant 3450 mgRsv).kg' et 1300 mgv).kg"
(Tableau 4 entrée 1). Cette performance serait due aux capacités conjointes du solvant a
dissocier les polyphénols de leur matrice (36 < £ < 42) et a former avec eux des liaisons
hydrogenes, favorisant ainsi leur extraction. D’autres travaux, plus récents, ont porté sur la
détermination des parametres de solubilité, de Hildebrand et Scott (1951) et de Hansen (1967),
du Rsv et de différents solvants d’extraction (Al balkhi et al., 2016). Les résultats ont montré
que I’éthanol et le méthanol font partie des solvants les plus efficaces pour solubiliser le Rsv
(Al balkhi et al., 2016). Les alcools sont aussi connus pour modifier la perméabilité des
membranes cellulaires, conduisant a leur déstructuration et favorisant ainsi la pénétration du
solvant dans la matrice (Patra et al., 2006; Ingo6lfsson et Andersen, 2011). L’eau est souvent
considérée comme le solvant le plus « vert » qui soit mais les polyphénols sont généralement
peu solubles dans ce solvant du fait de leur structure aromatique. En revanche, un léger ajout
d’eau a I’éthanol favorise leur extraction par rapport a ’alcool pur (Rayne et al., 2008). En effet,
I'eau permettrait d’affaiblir les liaisons hydrogénes qui s’établissent entre les polyphénols et
les protéines de la matrice, augmentant ainsi la basicité du milieu et donc l'ionisation des
composés d’intérét (Conway et Barradas, 1966; Sabir et al., 1974). Bien que, d’apres les travaux
de Rayne et al. (2008), le diméthylformamide et le mélange diméthylsulfoxyde/acétone 54:46
(v/v) donnent des résultats similaires, 'utilisation d’alcool est favorisée dans la plupart des

études portant sur I'extraction du Rsv et de Vf a partir des sarments de vigne (Tableau 4).
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Outre son efficacité, cette prédominance résulte probablement de sa toxicité moindre et de

son prix attractif.

B.2.1.1. Ratio solvant/broyat

En raison de I'impact environnemental et des colits engendrés par le recours a de grands
volumes de solvant, évaluer le volume minimum requis pour une efficacité d’extraction
optimale est nécessaire. Selon les principes de diffusion (CHAPITRE I, PARTIE 3, paragraphe
B.2.1), 'augmentation du ratio solvant/broyat, appelé parfois « hydromodule » et exprimé en
volume de solvant par masse de broyat (mL.g"), améliore la diffusion au sein d'une extraction
solide-liquide (Cacace et Mazza, 2003).Pour une extraction de composés phénoliques a partir
de marc de raisin, il a en effet été démontré que I'augmentation de ce ratio de 1 mL.g" a
5 mL.g' entraine une augmentation des masses de polyphénols totaux (TPC pour Total
Polyphenols Content) extraites de 60 % (Pinelo et al., 2005). Il existe trés peu de travaux ayant
testé ce facteur pour l'extraction du Rsv et de la Vf a partir des sarments. L'un d’entre eux
montre qu’une augmentation du ratio solvant/broyat de 36,8 mL.g' a 103,6 mL.g" n’a aucune

influence mais aucun ratio plus faible n’a été étudié (Karacabey et Mazza, 2008).

B.2.1.2. Température

La température a un role prépondérant dans les procédés d’extraction puisque son
augmentation améliore généralement la diffusion et la solubilité des composés a extraire de
la matrice, a condition que ces derniers ne soient pas thermosensibles. Des analyses
thermogravimétriques sous flux de N, et de O, révelent que le Rsv est stable jusqu’a 240 °C a
I’état solide (Silva et al., 2017). Une des limites évidentes des systémes conventionnels a
pression ambiante est la température d’ébullition du solvant qui fixe la valeur maximale de la
température d’extraction. Pour un mélange éthanol/eau en proportions diverses, le maximum
se situe donc entre 78 ‘C (température d’ébullition de I’éthanol 100 %) et 100 ‘C (température
d’ébullition de I’eau 100 %). Alors qu’augmenter la température d’extraction de 25 °C a 40 °C
entraine une augmentation de la masse de Rsv extraite de 24 %, une élévation de 30 ‘C a 70 °C
permettrait une hausse de 130 % (Romero-Pérez et al., 2001; Karacabey et Mazza, 2008). Les
résultats d’études portant sur l'extraction du Rsv et de la Vf en conditions non
conventionnelles, sous pression notamment, montrent que les deux stilbénes sont stables en
solution jusqu’a 100 °C (voire 140°C pour la Vf) mais pour des durées de I'ordre de quelques
minutes a une heure maximum (Romero-Pérez et al., 2001; Liazid et al., 2007; Karacabey et
Mazza, 2008; Karacabey et al., 2012; Pifieiro et al., 2013; Planini¢ et al., 2015; Pifieiro et al.,
2016; Zachova et al., 2018). D’autres travaux montrent qu’'une exposition prolongée d’une
solution de Rsv pur a 25 °C et 37 °C entraine sa dégradation complete en seulement dix jours
(Zupancit¢ et al., 2015). Tres récemment, il a été démontré que, dans des extraits lyophilisés,
le Rsv et la Vf se dégradent deux fois plus vite lorsqu’ils sont conservés a 40 °C par rapport a

25 °C (Esparza et al., 2020). Ces différentes observations suggérent que les températures
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élevées, jusqu’a 100-140 °C, ont un effet favorable sur 'extraction des deux stilbénes mais
uniquement pour une durée d’extraction courte, de ’ordre de 60 min maximum. Quoiqu’il en
soit, les températures d’extraction présentées dans le Tableau 4 sont limitées par la
température d’ébullition du solvant a pression ambiante et ne dépassent donc jamais 100 °C,
température d’ébullition de I’eau.

B.2.1.3. Granulométrie du broyat

D’apres les principes de diffusion (CHAPITRE I, PARTIE 3, paragraphe B.2.1), diminuer
la taille des particules du solide permet d’améliorer la diffusion, et donc les quantités
extraites. Néanmoins, la littérature est pauvre en travaux ayant porté sur I'impact de ce
parametre sur 'extraction du Rsv et de la Vf a partir de sarments. Le brevet de la société
Valagro montre que, pour une diminution de la taille des particules de 8 mm a 4 mm, les
teneurs en Rsv et Vf augmentent de 6440 mgRrsv).kg' a 8170 mg®rsv).kg" et de 387 mgvn.kg"
a 915 mgvh.kg"' respectivement (Soum et al.,, 2015). Ces résultats sont cohérents avec les
principes de diffusion mais les travaux n’ont pas investigué de granulométrie plus fine que

1 mm.

B.2.1.4. Lumieére et pH

Les polyphénols étant des composés ionisables du fait de leurs fonctions hydroxyles, le
Rsv et la Vf sont sensibles aux variations de pH. Les valeurs des trois pKa du Rsv ne sont pas
clairement définies mais se situeraient toutes au-dela de 8, indiquant qu’une forme anionique
s’établit en conditions alcalines (Lopez-Nicolas et Garcia-Carmona, 2008). La déprotonation de
sa (ses) fonction(s) hydroxyle(s) entraine une auto-oxydation du composé ainsi que sa
polymérisation voire dégradation (Francioso et al., 2014). Ce phénomeéne de dégradation a
pH > 7 a été observé au cours de plusieurs travaux (Robinson et al., 2015; Zupanci¢ et al., 2015)
alors qu'il est stable pendant 28 jours a pH compris entre 1 et 7 (Trela et Waterhouse, 1996).
Ceci expliquerait d’ailleurs les masses de Rsv extraites tres faibles (24 mg®rsv).kg*, Tableau 5,
entrée 3) obtenues par certaines expérimentations conduites sur un broyat de sarments traité
avec une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) (Rajha et al., 2014). Concernant la Vf, le peu
de données existantes suggere que le dimere est moins sujet a la dégradation a pH > 7 que le
Rsv (Willenberg et al., 2012).

Les stilbenes sont également connus pour étre photosensibles (Camont et al., 2009;
Willenberg et al., 2012; Silva et al., 2013). Le Rsv, sous l'effet de la lumiere (UV-Visible et UV)
s'isomérise en I'espace de quelques heures en (Z)resvératrol. La Vf subit également cette
isomérisation ((Z)-e-viniférine) sous I'effet des mémes rayonnements lumineux (Courtois et al.,
2019; Kosovi¢ et al.,, 2020). Sous lumiere fluorescente, la conservation en vials ambrés
d’extraits solides de Rsv et Vf permet de préserver environ 70 % des deux stilbénes pendant
six mois alors qu’en vials transparents il ne reste plus que la moitié du Rsv et un tiers de la Vf

(Esparza et al., 2020). Les isomérisations des deux composés entraineraient une perte de
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certaines de leurs propriétés curatives, d’ou la nécessité d’éviter I'exposition a la lumiere

directe lors du processus d’extraction et du traitement des extraits pour I’optimiser.

B.2.1.5. Durée d’extraction

Au regard des principes de diffusion (CHAPITRE I, PARTIE 3, paragraphe B.2.1), il n’est
pas possible de donner une valeur précise de la durée optimale pour I'’extraction du Rsv et de
la Vf puisqu’elle dépend de la vitesse de diffusion qui, elle-méme, dépend de tous les autres
parametres d’extraction. Néanmoins, il est a noter qu’une exposition trop longue a pH alcalin
ou a la lumiéere est défavorable a la stabilité de ces composés. Entre autres, alors qu'une
macération de quatre jours de broyat de sarments a température ambiante dans de I'acétone
multiplie par cing les masses de Rsv et de Vf extraites par rapport a huit heures de macération,
une dégradation ou une isomérisation des composés est observée apres sept jours (Soural et
al., 2015; Zupanci¢ et al., 2015).

B.2.2. Procédés d’extraction non-conventionnels du (E)resveératrol
et de la (E)-s-viniférine a partir de sarments : 'exemple des
ultrasons

B.2.2.1. Vous avez dit « non-conventionnelle » ?

Dans le domaine de la médecine, I'adjectif « non-conventionnelles » qualifie des
techniques dont I'efficacité n’a pas été suffisamment démontrée et/ou qui ne font pas I'objet
d’usage courant puisque relativement nouvelles. Dans le domaine de I’extraction, les méthodes
d’activation non-conventionnelles regroupent généralement des techniques développées pour
outrepasser les limitations rencontrées par les expérimentateurs lors des extractions
« classiques ». Elles sont souvent liées a la notion d’éco-extraction visant a « concevoir des
procédés d’extraction permettant de rvéduire la consommation énergétique, d’utiliser des
solvants alternatifs [...], tout en garantissant un produit ou un extrait de qualité » (Chemat,
2015). Les méthodes d’activation non-conventionnelles les plus courantes sont les ultrasons,
les micro-ondes ou les techniques d’extraction sous pression ou supercritique mais la plupart
sont déja anciennes (Richards et Loomis, 1927; Young, 1995; Vilarem et al., 1997; Azmir et al.,
2013). Elles ont d’ailleurs été testées pour I'extraction du Rsv et de la Vf a partir de sarments
et des exemples de procédés, issus de la littérature et des brevets, sont présentés dans le
Tableau 5 et le Tableau 6. L’emploi des ultrasons s’avere étre une technologie prometteuse
pour extraire de nombreux composés d’intérét a partir de biomasse (Chatel et al., 2014;
Rombaut et al., 2014; Chemat et al., 2017). Cette technique est décrite plus en détail dans les

paragraphes suivants.
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Tableau 5. Différentes conditions d’extraction non-conventionnelles du Rsv et de la Vf a partir de sarments de vigne et masses extraites associées.

Masses extraites (mg.kg")

Entrée Conditions de préparation des sarments Conditions d’extraction —— Référence
SV
Extractions sous ultrasons (US)
o - _ Ethanol/eau 80:20 (v/v) 8 mL.g"
Stockés (ta“, dans 'obscurité) 2-4 mois . 3275-6533
1 Gewurztraminer 5 min, bain a US 50 kHz, ta 700-824 Vergara et al. (2012)
Broyés < 0,84 mm .
4 fois
) Méthanol 15 mL.g"
» i Lyophilisés . 18.9 i
2 Muscat Vitis amurensis . 25 min, sonde US 60 kHz ) Ji etal. (2014)
Broyés < 0,42 mm
Puis 2 fois avec 10 mL
Coupés en cylindres de 10x5 mm Eau avec 0,1 M de NaOH 20 g.g" 24 i
3 Grenache Blanc o ] Rajha et al. (2014)
Séchés a 91 % 180 min, 50 °C, sonde US 24 kHz, 400 W
Coupés en morceaux et lyophilisés Ethanol/eau 60:40 (v/v) 40 mL.g"
4 Malbec P yop / / 8 664,9 2253,9 Pifieiro et al. (2016)
Broyés 10 min, 75 °C, sonde US 24 kHz, 200 W
Coupés en morceaux (10-20 cm), stockés (ta, dans 1’obscurité) 6 mois  Ethanol/eau 80:20 (v/v) 10 mL.g*
5 Pinot Noir et lyophilisés 5 min, bain a US 20 kHz, 80 W 1908 2790 Ewald et al. (2017)
Broyés < 1,5 mm 4 fois
Coupés en morceaux de 25 cm, stockés (chambre climatisée) 75 jours Ethanol/eau 80:20 (v/v) 8 mL.g"
6 Pinot Noir 60 % d’humidité relative et lyophilisés 5 min, bain a US 50 kHz, ta 5453 - Saez et al. (2018)
Broyés 4 fois
Extractions sous micro-ondes
Séchés (ta) 2,5 mois et lyophilisés Méthanol 33 mlL.g*
7 Cabernet Moravia ] yop i 8 o o 5505,7 1962,5 Soural et al. (2015)
Broyés < 1 mm Rampe de 20 min, 10 min d’irradiation, 150 W
Ethanol/eau 80:20 (v/v) 125 mL.g*
Coupés en morceaux et lyophilisés i . , .
8 Gewurztraminer 8 p yop 5 min (et 2 min de préchauffage), 125 °C, 750 W, 5361 2567 Pifieiro et al. (2017)
royés
Y 3300 rpmb
Séchés (50 °C) 24 h Ethanol/eau 60:40 (v/v) 200 mL.g"
9 Tinta Roriz ] g 1360 Moreira et al. (2018)
Broyés < 1 mm 20 min, 100 °C, 1500 W
Séchés (ta) Ethanol/eau 60:40 (v/v) 40 mL.g?!
10 Loureiro ] & 336 Jesus et al. (2019)
Broyés < 8 mm 10 min, 60 °C, 1450 W
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Tableau 5. (suite et fin).

Extractions sous pression

Lyophilisés Ethanol/eau 25:75 (v/v) 30 mL.g"

11 Pinot Noir YoP 4 4 & 3400 1650 Karacabey et al. (2012)
Broyés ~ 0,26 mm 5,2 MPa, 1 mL.min?, 105 °C
Séchés (ta) 2,5 mois et lyophilisés Méthanol 19 mlL.g*

12 Cabernet Moravia i yop & 6032,3 2059,8 Soural et al. (2015)
Broyés <1 mm 10-10,5 MPa, 100 °C, 15 min

) ) Séchés (50 °C) 24 h Eau 40 mL.g" 93.9 )

13 Tinta Roriz ; 2 - Moreira et al. (2018)

Broyés < 1 mm 5 mL.min", 150 ‘C, 4 MPa, 3 Hz (plateforme vibrante)
, ) . Ethanol/eau 50:50 (v/v) 30 mL.g"
Pool of Grenache, Mencia et Stockés (ta, dans 1'obscurité) 1215 i
14 10,34 MPa, 100 °C 2141 Rodriguez-Cabo et al. (2018)
Albarino Broyés < 2 mm
3 X 5 min
Séchés (ta) 4 mois fthanol/ -
anol/eau .g!
15 Cabernet Moravia Broyés < 0,5 mm 8 2580 1650 Zachova et al. (2018)
) 1 mL.min", 100 °C, 10 MPa, 1 cycle de 10 min
Humidifiés avec de I'eau (11,2 %)
9ta : température ambiante, hrpm : votation par minute.

Tableau 6. Différents procédés industriels d’extraction du Rsv et de la Vf a partir de sarments de vigne et masses extraites associées.

) Conditions de préparation des __ ) Masses extraites (mg.kg™) o
Entrée Conditions d’extraction B ————————— Référence

sarments

Extractions conventionnelles

] Ethanol 7 mL.g" 840

1 Cabernet Broyés < 4 mm o - Izard et Fourneron (2001)
20 h, 30 °C, agitation
Ethanol 8 mL.g*

2 Merlot - Une nuit, agitation 3520 1954 Vercauteren et Salmi (2012)
3 fois
Acétone 10 mL.g*
20 h, 30 °C

Séchés 4 mois Enrichissement par re-solubilisations dans divers solvants

3 Sauvignon ] Extrait enrichi a 68 % d’oligomeéres de Rsv Andre et Renimel (2014)
Broyes <4 mm et mélanges et filtrations successives puis colonne de
silice
Extractions sous ultrasons
Ethanol 8 mL.g"
15 min, ta, agitation sous ultrasons (fréquence non 1207 .
4 Merlot - L 640 Vercauteren et Salmi (2012)
précisée)
3 fois
Extractions par extrusion
o ) Broyat mélangé a de I’éthanol/eau 80:20 (v/v)
Melon de Séchés 3,5 mois ) ) ) . ) i 915
5 i 15 min puis extrusion (bivis corotative) du mélange, 8170 Soum et al. (2015)
Bourgogne Broyés <4 mm

60 °C, 100 rpm, 2 kg.h

. . b . .
a ta : temperature ambiante, ¥pm : rotation par minute.
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B.2.2.1. Extraction ultrasonore
B.2.2.1.1. Principe de la sonochimie

Les premieres mentions dans la littérature de la sonochimie, c’est-a-dire 'utilisation des
ultrasons en chimie, remontent a la fin des années 1920 (Richards et Loomis, 1927). Les
phénomenes mis en évidence a cette époque concernaient la capacité des ultrasons de hautes
fréquences (100-500 kHz) a dégazer des solutions, a abaisser les points d’ébullition de liquides
ou encore a accélérer certaines réactions chimiques. Depuis ces travaux pionniers, la recherche
sur les ultrasons n’a cessé de se développer. IIs sont couramment utilisés en laboratoire,
notamment pour la synthese de polymeres, de molécules organiques, de nanomatériaux, de
composés inorganiques ou pour l'extraction de composés d’intérét (Ameta et al., 2018). Les
propriétés des ultrasons reposent sur le phénomeéne de cavitation. La cavitation est définie
comme la croissance, 'oscillation de la taille et finalement I'implosion des bulles de gaz d'un
milieu liquide soumis a une vague de pression (Figure 23) (Draye et al., 2019a). Ce phénomeéne
dépend essentiellement de deux variables ultrasonores : la fréquence et I'intensité que génére
I'appareil ultrasonore (Mason et Peters, 2002). Les fréquences ultrasonores s’étendent de
20kHz a 200 MHz. Les «basses » fréquences (20 kHz a 80 kHz) favorisent des effets
physiques tels que des ondes de choc ou des micro-jets qui engendrent, par exemple, une
pénétration du solvant au sein de la matrice plus efficace, tandis que les « hautes » fréquences
(au-dela de 200 kHz) entrainent essentiellement des effets chimiques liés a la création de
radicaux (Wang et Weller, 2006; Draye et al., 2019). Pour que le phénomeéne de cavitation se
produise, il faut également que l'intensité de I’onde ultrasonore, corrélée a son amplitude
(Figure 23), dépasse un certain seuil appelé seuil de Blake. De maniere générale, plus la
fréquence augmente et plus l'intensité doit augmenter pour que le phénomeéne de cavitation
soit observable (Luche, 1998; Mason et Peters, 2002).
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Figure 23. Représentation du phénoméne de cavitation acoustique sous ultrasons (d’apres Chatel
(2012) et Cousin (2016)).
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L'énergie nécessaire pour franchir ce seuil dépend de la puissance électrique de
I’appareil, des propriétés physico-chimiques du solvant dans lequel I'onde se propage et des
conditions expérimentales (Draye et al., 2019b). Sous I'action de ’onde ultrasonore, le solvant
subit aussi des modifications propres a ses propriétés physico-chimiques. Les solvants aqueux
peuvent, par exemple, étre plus efficaces pour I'extraction en conditions ultrasonores, limitant
ainsi le recours a des solvants organiques (Chatel, 2017). Lorsque I’onde ultrasonore traverse
le milieu liquide, une partie de I’énergie mécanique qu’elle génére est convertie en énergie
thermique conduisant a 'augmentation de la température du milieu. L’efficacité de conversion
de I'énergie est propre a chaque systeme ultrasonore (générateurs, conditions et milieu de
propagation).

L’équation (9) permet ainsi de normaliser la puissance acoustique, P,., dissipée dans le
milieu (Mason et al., 1994) :

Poe = mXCy X (‘;—Z)to 9)

Avec P, exprimée en W, m la masse de solvant irradiée exprimée en kg, €, la capacité

calorifique massique du solvant exprimée en J.kg'K"' et (g) exprimé en K.s'. (g)
t0 t0

représente la variation de température du solvant pendant et apres irradiation ultrasonore.
Déterminer la puissance acoustique est d’autant plus important qu’il existe une tres

grande variété d’appareils ultrasonores : il est par exemple possible de choisir entre

différentes sources d’émission (bain, céramiques, sondes) et différentes géométries de

réacteurs (Sutkar et Gogate, 2009).

B.2.2.1.1. Exemples issus de la littérature

Les ultrasons sont compatibles avec I'extraction d'une grande diversité de composés
naturels dont les polyphénols car ces composés demeurent stables sous irradiation
ultrasonore (Gogate et Kabadi, 2009; Shirsath et al., 2012; Biesaga et Pyrzynska, 2013). D’apres
la littérature, les basses fréquences (entre 20 kHz et 80 kHz) et ’emploi de bains a ultrasons
ou de sondes ultrasonores sont courants pour l'extraction du Rsv et de la Vf a partir des
sarments (Tableau 5). Bien qu'’ils soient souvent utilisés, les bains a ultrasons libérent peu
d’énergie et de facon inhomogéne contrairement aux sondes a ultrasons (Rombaut et al.,
2014). Ce manque de performance est attribué aux pertes d’énergie liées a la configuration de
I’équipement ultrasonore. Ces pertes sont spécifiques a chaque systéme et entrainent des
différences considérables entre la puissance électrique que libére 1'appareil et la puissance
acoustique qui est réellement transmise dans le milieu. Les résultats de travaux portant sur
I'extraction de quatre stilbénes a partir de tiges de raisin montrent que ce parameétre a peu
d’influence car une augmentation de 60 W a 160 W de la puissance électrique n’a pas d’impact

sur les quantités extraites (Pifleiro et al., 2013). Plusieurs études sur ’extraction du Rsv, de la
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Vf et d’autres polyphénols a partir de sarments évoquent d’ailleurs que l'extraction sous
ultrasons n’améliore pas significativement I'extraction (Delgado de la Torre et al.,, 2012;
Vercauteren et Salmi, 2012; Pawlus et al., 2013; Rajha et al., 2014). Le brevet de la société
Caudalie (Tableau 6 entrées 2 et 4) montre une baisse de 66 % des masses de Rsv et de Vf
extraites lorsque le milieu est irradié par des ultrasons mais la durée d’extraction ultrasonore

est nettement plus courte par rapport a I’extraction silencieuse (Vercauteren et Salmi, 2012).

B.2.2.2. Autres procédés d’extraction non-conventionnels

Outre les ultrasons, d’autres méthodes d’activation ont été testées pour extraire le Rsv
et la Vf des sarments, telles que les micro-ondes et I'’extraction sous pression (Tableau 5 et
Tableau 6). La société Valagro a également expérimenté I’extraction par extrusion (Tableau
6 entrée 5). D’apres les inventeurs, ce procédé a I'avantage de consommer un faible volume
de solvant et peut étre réalisé en continu (Soum et al., 2015). Le groupe LVMH Recherche a
utilisé le CO, subcritique pour obtenir un extrait lipophile a partir de sarments (Pecher et
Andre, 2010). Le brevet ne précise pas la composition de l'extrait final mais décrit ses
propriétés antioxydantes, supposant la présence de stilbénes. Cette technique prometteuse
mais onéreuse nécessite tout de méme de grands volumes de solvant si aucun co-solvant n’est
utilisé (Wang et Weller, 2006; Berk, 2009). Certains travaux montrent méme que 'emploi de
CO, supercritique est moins efficace que le Soxhlet ou I'extraction sous pression pour extraire
le Rsv et la Vf a partir de sarments (Zachova et al., 2018). Une extraction dynamique (par
compressions et décompressions successives dans une chambre d’extraction) a été proposée
mais l'utilisation d’eau comme solvant n’étant pas adaptée pour extraire les stilbenes, les
quantités extraites sont tres faibles (Sanchez-Gémez et al.,, 2014). L'emploi de traitements
électriques comme les champs électriques pulsés et les décharges électriques a haute tension
ont également été testés (Rajha et al., 2014). Ces traitements permettent d’obtenir le Rsv a
partir de sarments coupés en troncons d'un centimetre de long alors que I’analyse des extraits

issus de la méthode conventionnelle associée ne permet pas de détecter le composé.

B.3. Des connaissances a renforcer

B.3.1. Conditions optimales d’extraction

Il existe de nombreux travaux portant sur l'étude des parametres de diffusion,
notamment du coefficient de diffusion, pour I'’extraction de polyphénols a partir de biomasse
(Sineiro et al., 1996; Garcia-Perez et al., 2010; Tao et al., 2014). Quelques travaux portent plus
particulierement sur I’étude et la modélisation de la diffusion du Rsv et de la Vf extraits de
sarments grace un mélange éthanol/eau, dans un systéme pressurisé dans certains cas
(Karacabey et Mazza, 2008; Karacabey et al., 2012, 2013; Turgut et al., 2020). Les résultats de
ces travaux montrent que le coefficient de diffusion apparent et la constante d’équilbre K,
sont considérablement augmentés suite a I’élévation de la température de 16 ‘C a 140 ‘C et a

I'ajout d’éthanol jusqu’a 70 % (v/v). Ces observations sont cohérentes avec les principes de
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diffusion et les résultats présentés dans les paragraphes précédents. L'impact de certains
parametres demeure toutefois mal défini, notamment dans le cas du ratio solvant/broyat ou
de la granulométrie du broyat.

D’apres le Tableau 5 et le Tableau 6, ’extraction ultrasonore est la méthode d’activation
non-conventionnelle la plus répandue pour l'extraction des deux stilbénes a partir des
sarments. Toutefois, il est difficile de connaitre la réelle influence des parameétres ultrasonores
pour 'application en question. Les auteurs comparent systématiquement les résultats obtenus
a partir d’extractions ultrasonore et silencieuse réalisées dans des conditions différentes
(températures, solvants ou ratios solvant/broyat, etc.). La revue de Chemat et al. (2017)
mentionne trés justement que, dans la plupart des publications portant sur 'extraction en
conditions ultrasonores de composés d’intérét a partir de biomasse, les recherches ne sont
pas suffisamment approfondies pour prouver que I'amélioration de I'extraction observée est

due au phénomene de cavitation.

B.3.2. Parametres indépendants du procédé d’extraction

La variabilité inhérente a 1’étude de matériel biologique rend également délicate la
comparaison directe des résultats d’extraction avec la littérature. Certains facteurs culturaux
impactant la biosynthese des stilbenes ont été abordés précédemment (CHAPITRE I, PARTIE
3, paragraphe B.1.2). Les conditions de stockage des sarments, apres leur taille dans les vignes,

peuvent également étre sources de variations des teneurs en Rsv et en Vf.
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Figure 24. Exemple de I'effet du temps de stockage en local intérieur des savments sur les teneurs
(mg.kg') en (E)-resvératrol, en (E)-¢-viniférine et pour 'ensemble des stilbénes analysés (d’apreés
Gorena et al. (2014)).
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Entre autres, des travaux ont mis en évidence que les concentrations en Rsv
augmentaient nettement avec la durée de stockage des sarments dans un local (Vergara et al.,
2012; Gorena et al., 2014; Houillé et al., 2015b; Cebrian et al., 2017; Soural et al., 2019). La
Figure 24, adaptée des travaux de Gorena et al. (2014), illustre ce phénomene. Bien qu’il soit
encore mal compris, une hypothése serait que, face au stress hydrique occasionné par le
séchage progressif des sarments, le Rsv agirait comme phytoalexine pour protéger la plante
encore active biologiquement apres sa taille. Des températures de stockage douces (15-20 °C)
favoriseraient également cette accumulation du Rsv par rapport a des températures basses (-
20 °C et 5 °'C) (Houillé et al., 2015b). A I'inverse, une exposition de deux heures a 65 °C des
sarments préalablement au stockage entraine une absence de la biosynthese du Rsv. D’autres
parametres, tels que l'exposition aux UV ou I'humidité relative de la piece de stockage,
induisent également des variations des teneurs en stilbénes des sarments (Guerrero et al.,
2010; Soural et al., 2015; Saez et al., 2018). Ces différents parametres sont autant de variables

a prendre en compte pour comparer des résultats entre eux.

B.3.3. Informations disponibles concernant les « souches de
vigne »

L’ensemble des paragraphes précédents s’est focalisé sur les travaux portant sur divers
parametres et méthodes d’extraction du Rsv et de la Vf a partir des sarments. Il a été évoqué
au début de ce chapitre que les valorisations des souches de vigne, telles que définies dans ce
manuscrit (CHAPITRE I, PARTIE 1, paragraphe B.3), et des coproduits de pépinieres viticoles
n’ont pas été étudiées (Goufo et al., 2020). Les conditions optimales d’extraction du Rsv et de
la Vf a partir de ces résidus ne sont donc pas connues. Des données sont néanmoins
disponibles dans la littérature concernant les teneurs en stilbénes des « racines » de la vigne
(Reniero et al., 1997; Fujii et al., 2005; Esatbeyoglu et al., 2016; Kim et al., 2014; Wei et al.,
2016; Nemeth et al., 2017a, 2017b; Gabaston et al., 2018; Aja et al., 2019; Gabaston et al.,
2019). 11 est difficile de savoir exactement ce que les auteurs considerent comme étant des
«racines » de vigne (roots en anglais) mais c’est ce qui se rapproche le plus des souches de

vigne arrachées par les viticulteurs.

Tableau 7. Teneurs (mg.kg') en Rsv et Vf dans les sarments et les racines de vigne (d’aprés Goufo et
al. (2020)).

Sarments nd*® 2797 6526 17 21 2449 12612 13 5246

Racines de vigne L 46 503 1095 3 L 125 6476 18000 3 \_ 6979
@ yaleur minimale, b moyenne, < valeur maximale, 4 nombre de données utilisées pour le calcul de la moyenne,

€ non détecté.
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Les travaux ayant étudié cet organe de la plante portent exclusivement sur
I'identification de nouveaux composés et de leurs propriétés, et non sur I'optimisation de leur
extraction. La revue de Goufo et al. (2020) référence les polyphénols identifiés dans les
différents organes de la vigne et leurs concentrations, d’apres les données de la littérature. Le
Tableau 7 est un extrait de ce travail bibliographique, et se focalise sur les teneurs en Rsv et
Vf des sarments et des « racines ». D’apres ce tableau, les sarments sont en moyenne cing fois
plus riches en Rsv que les racines (2797 mg®sv).kg' contre 503 mg®Rsv).kg"') mais ces derniéres
contiennent en moyenne trois fois plus de Vf (6476 mgvf).kg" contre 2449 mgvf).kg"). Cela a
effectivement été mentionné (CHAPITRE I, PARTIE 3, paragraphe B.1.1), les parties
souterraines de la vigne contiennent davantage d’oligomeéres que les parties aériennes
(Nemeth et al., 2017a; Gabaston et al., 2019). Les racines étant en contact direct avec la terre,
elles doivent disposer de défenses robustes face a la pression microbienne du sol (Bavaresco
et al,, 2003). Il a été démontré que les oligomeres du Rsv ont des propriétés antifongiques et

insecticides plus efficaces que le monomere (Gabaston et al., 2017, 2018a).

C. Propriétés antifongiques des stilbenes comme perspective
de valorisation

C.1. Problématiques liées a la valorisation des stilbénes dans
le domaine de la santé

La plupart du temps, les masses de Rsv et de Vf extraites sont exprimés en « masses
brutes », c’est-a-dire que les composés sont quantifiés (généralement par analyse en
chromatographie liquide a détection UV ou en spectrométrie de masse) directement dans
Pextrait brut, sans isolement des molécules. Cela évite le recours a des étapes de purification
supplémentaires, telles que des extractions successives ou des purifications sur colonne qui
s’averent souvent étre énergivores et coliteuses (Rombaut et al.,, 2014). La synthese de
polymeres concus par impression moléculaire (MIP pour Molecular Imprinted Polymers) et
reconnaissant spécifiquement le Rsv a été proposée pour purifier le composé mais implique
la synthese préalable du polymere (Schwarz et al., 2011a, 2011b; Hashim et al., 2013, 2016;
Hearn et al., 2016). L'utilisation de systémes aqueux bi-phasiques (ATPS pour Aqueous Two-
Phases Systems) en présence d’éthanol et de sulfate d’ammonium pour séparer le Rsv des
sucres présents dans les hydrolysats de Renouée du Japon a également été envisagée mais les
sels peuvent étre difficiles a éliminer de l'extrait (Zhou et al., 2019). Certains industriels
proposent d’ailleurs des extraits dits « enrichis » en composés d’intérét comme le groupe
LVMH Recherche qui produit un extrait de sarment enrichi en Rsv et Vf (Tableau 6, entrée 3)
(Andre et Renimel, 2014). L'utilisation de composés purs est plus simple d’'un point de vue
législatif mais occasionne des pertes non négligeables, en termes de masse de composé extrait,
lors des différentes étapes de purification. C’est le cas notamment dans le brevet de la société

Actichem ou l'extrait final ne contient plus que 13 % de la concentration initiale en Rsv de
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Iextrait brut (Izard et Fourneron, 2001). D’apres ces différents points, le recours a des extraits
bruts ou enrichis par purification partielle serait donc idéal. Les extraits bruts enrichis en
stilbénes ont d’ailleurs montré leur efficacité comme cardio-protecteurs et anti-cancéreux en
laboratoire (Billard et al., 2002; Romain et al., 2012). Les stilbénes sont cependant pour certains
trés peu bio-disponibles, rendant leur formulation et leur mise sur le marché thérapeutique
compliquées (El Khawand et al., 2018). D’autre part, de récents travaux évoquent les effets
controversés du Rsv sur la santé, en raison d’'un manque d’essais cliniques sur le long terme
et de I'absence d’études portant sur les possibles interactions du Rsv avec d’autres composés
thérapeutiques (Shaito et al., 2020). D’autres secteurs de valorisation des extraits bruts de
stilbénes sont cependant possibles, notamment dans 1’élaboration de nouveaux produits

phytosanitaires.

C.2. De la vigne pour soigner... la vigne

La viticulture concentre a elle seule 14 % des dépenses en produits phytosanitaires en
France, majoritairement des fongicides, alors que la vigne ne représente que 3 % de la SAU
francaise (Butault et al., 2010). La vigne est effectivement sujette a de nombreuses maladies,
telles que le mildiou (downy mildew), I'oidium (powdery mildew) et la pourriture grise (grey
mold), qui sont les trois maladies de la vigne les plus séveéres dans le monde (Bois et al., 2017).
Ces maladies sont toutes causées par des mycetes, respectivement, Plasmopara viticola
(ascomycete), Erysiphe necator (ascomycete) et Botrytis cinerea (oomycete). D’apres une étude
du Ministeére de I’Agriculture et de ’Alimentation de 2016, le traitement du mildiou et de
I’oidium monopolise les trois quarts des produits phytosanitaires utilisés en viticulture et le
nombre de traitements antifongiques moyen s’éléve a seize traitements annuels avec certains
entrants classés cancérogenes, mutagenes et reprotoxiques (CMR) et toxiques pour
I’environnement. La profession viticole doit faire face a une demande croissante de vins et de
pratiques plus naturels, avec une forte pression pour une réduction des entrants chimiques
dans son systéme cultural. Par exemple, l'utilisation presque universelle du cuivre en
viticulture pour lutter contre les champignons est remise en cause en raison de son
accumulation dans les sols (Directive Européenne 2009/37/CE). Des résidus de pesticides sont
également retrouvés dans les vins et les raisins (Doulia et al., 2016; Rodriguez-Cabo et al.,
2018). Le recours a d’autres alternatives est donc d'un grand intérét afin de faire évoluer le
monde viticole vers un systeme plus durable. Dans cette perspective, de récents travaux ont
étudié les propriétés antifongiques des extraits de sarments contre les agents responsables
de maladies de la vigne. Les auteurs de ces travaux ont en effet testé I'activité d’extraits bruts
solides de stilbénes commerciaux (Vineatrol™ produit par la société Actichem d’apres le
brevet d'Izard et Fourneron (2001)) ou obtenus par extraction conventionnelle de sarments
puis lyophilisation de I'extrait, sur les agents responsables du mildiou, de I'oidium et de la
pourriture grise (Gindro et al., 2013; Schnee et al., 2013a; Richard et al., 2016; Gabaston et al.,

2017; Billet et al., 2018a; De Bona et al., 2019). Les résultats de ces études mettent en évidence
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qu’a concentrations équivalentes, les extraits bruts de sarments sont aussi efficaces que les
produits phytosanitaires commerciaux pour les tests réalisés in vitro ou en serre. Pour les
essais en plein vignoble, le traitement avec les extraits bruts de sarments entraine aussi une
réduction significative du taux d’infection mais moins conséquent qu’avec le traitement usuel
(Richard et al., 2016). Ces résultats s’averent tout de méme encourageants et montrent que
certains stilbénes, tels que I'’hopéaphénol, les vitisines A et B, la (E)-3-viniférine et le
ptérostilbéne ont une activité antifongique accrue (Pezet et al., 2004; Schnee et al., 2013 a;
Gabaston et al., 2017). Parmi ces molécules, les quatre premiéres sont également présentes
dans les racines. D’autre part, les extraits bruts non commerciaux testés par les travaux cités
précédemment ont été majoritairement préparés a partir de sarments de Pinot Noir tandis que
Iextrait commercial est obtenu par extraction de sarments de Cabernet Sauvignon et de
Merlot. Il est envisageable que les extraits obtenus a partir de sarments d’autres cépages soient

également porteurs d’activité.

PARTIE 4 - DE L’INTERDICTION DU BRULAGE A L’AIR LIBRE DES
COPRODUITS VITICOLES EN PAYS DE SAVOIE AUX OBJECTIFS DES
TRAVAUX DE THESE

A. Présentation du cas d’étude

A.1. Vignoble des Pays de Savoie
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Figure 25. Vignoble des Pays de Savoie (d’aprés La Route des Blancs (2019) et photographies de
Jordy Quetard).
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Les travaux présentés dans ce manuscrit sont basés sur un cas d’étude spécifique, qui
est celui du vignoble des Pays de Savoie (Savoie 73 et Haute-Savoie 74) en région Auvergne-
Rhone-Alpes en France (Figure 25). Adossé aux contreforts des massifs de I’Epine, de la
Chartreuse et des Bauges, il s’étend principalement de la Chautagne a la Combe de Savoie,
avec quelques ilots en Haute-Savoie. Une grande partie des vignes de ce territoire est donc
plantée sur des coteaux, les vallées étant privilégiées pour les habitations et les activités
anthropiques. L’inclinaison des parcelles viticoles induit des contraintes supplémentaires
pour les viticulteurs savoyards, notamment en termes de mécanisation de la parcelle. Les
sarments fraichement taillés sont alors soit laissés sur place, soit bralés a I’air libre. Ainsi,
d’épaisses fumées sont réguliéerement observables dans les vignobles de Novembre a Mars
(Figure 26). La pratique du briilage a I'air libre des déchets viticoles n’est pas propre a la Savoie
et est souvent justifiée chez les professionnels viticoles par la peur marquée de la propagation
de maladies que le feu permet de limiter. En revanche, le relief de ce territoire et sa forte
urbanisation en font une zone sensible a la pollution atmosphérique, particuliérement en hiver
suite aux inversions de température favorisant une accumulation des polluants

atmosphériques dans les vallées.

Figure 26. Briilage a 'air libre hivernal de sarments dans le vignoble de Chignin dans la Combe de
Savoie (photographie issue de www.Ici.fr, consulté le 13/02/2017).

A.2. Filiere de la pépiniere viticole

Les Pays de Savoie présentent une forte activité du secteur de la pépiniére viticole
francaise. La région Auvergne-Rhone-Alpes est en effet le troisieme producteur de plants de
vigne en France et la Savoie produit plus de 80 % des plants de la région (FranceAgriMer, 2019).
Les exploitations des Pays de Savoie sont majoritairement situées en Combe de Savoie (Figure
25). Les différents coproduits de la filiere (CHAPITRE I, PARTIE 1, paragraphe B.2) demeurent

actuellement sans voie de valorisation sur le territoire.
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B. Interdiction du briilage a I’air libre en Pays de Savoie

B.1. Réglementation nationale

Les départements de la Savoie et de la Haute-Savoie sont soumis comme le reste de la
France a trois niveaux de réglementations de la qualité de I’air imbriqués entre eux : européen,
national etlocal (les directives du niveau supérieur étant généralement transposées dans celles
du niveau inférieur). Ainsi, la Directive Furopéenne 2008/50/CE (modifiée en partie par la
Directive Européenne 2015/1480/CE) relative a la qualité de I'air ambiant et l'article L221-1
du Code de I’Environnement définissent les polluants atmosphériques a surveiller au niveau
européen et au niveau francais respectivement, ainsi que les exigences liées a cette
surveillance. En I'occurrence, les PM,, et les PM,;font partie des polluants atmosphériques
réglementés au niveau européen tout comme le CO et les NOx notamment. En France, les
concentrations en PM,, sont limitées a 40 ng.m? annuels et 50 pg.m* journaliers (a ne pas
dépasser plus 35 jours par an) tandis que le CO est limité a 10 mg.m?sur huit heures et que
les NOx ne doivent pas dépasser le seuil critique de 30 ng.m?. Le benzo[a]pyréne (BaP) est
quant a lui limité a 1 ng.m®.an". Les émissions rejetées par la pratique de la combustion de
biomasse a l'air libre ne sont pas encadrées directement par la loi. Cependant, dans le cadre
de I'application de la loi du 3 Aoiit 2009 de programmation relative a la mise en ceuvre du
Grenelle de I'Environnement, la France a mis en place les circulaires interministérielles du 18
Novembre 2011 et du 11 Février 2014 interdisant le brilage a I’air libre des déchets verts pour

les particuliers mais pas celui des déchets agricoles qui fait I’'objet d’arrétés préfectoraux.

B.2. Réglementation en Haute-Savoie

En 2012, le département de la Haute-Savoie met en place un Plan de Protection de
PAtmosphére (PPA) de la vallée de I’Arve (Figure 27). En raison de son encaissement qui
entraine le regroupement de ’ensemble des activités anthropiques (urbanisation, tourisme,
agriculture, industrie, commerce, transports) sur une surface réduite et a cause des conditions
météorologiques en hiver de vallée alpine, la vallée de ’Arve est régulierement touchée par
des dépassements des valeurs limites pour les PM,,, les HAP, le dioxyde d’azote (NO.) et '0zone
(0s). Parmi les mesures mises en place, le briilage des déchets verts constitue la deuxieme piste
d’action du PPA apres la réduction des émissions dues au chauffage au bois A ce titre, 'arrété
préfectoral n°2012131-0019 interdit a toute personne d’allumer des feux et notamment de

briler les résidus de récoltes et ce sur I’ensemble du territoire du PPA de la vallée de 1’'Arve.

B.1. Réglementation en Savoie

En 2016, I'agglomération de Chambéry établit un Plan Local d’amélioration de la Qualité
de I’Air (PLQA, remplacé depuis par le Plan Climat-Air-Energie Territorial PCAET) avec une

attention particuliere portée sur les oxydes d’azotes (NOx) et les PM,,.
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Figure 27. Vue aérienne des départements de la Haute-Savoie et de la Savoie (délimités en jaune,
source Google Earth). Colorées en vert, les communes de Haute-Savoie et en rouge, les communes
de Savoie concernées par linterdiction du briilage a air libre.

Dans ce cadre, I'arrété préfectoral DDT/SEEF n°2017-1559, entré en vigueur en Décembre
2017, stipule que le briilage a I'air libre (ou a ’aide d’un incinérateur) des coproduits agricoles
est désormais interdit sur le territoire savoyard. Il s’applique a I’ensemble du département de
la Savoie lors des épisodes de pollution atmosphérique et le reste de I'année aux communes «
sensibles » a la pollution atmosphérique, celles concernées par le PLQA de Grand Chambéry
et la commune de Fréterives située en fonds de vallée ou un risque de regroupement de
brilages est important (Figure 27). Cet arrété préfectoral a occasionné beaucoup
d’incompréhension chez les professionnels viticoles en Savoie (ou se situent majoritairement
le vignoble des Pays de Savoie) qui avaient fréquemment recours au briilage a I'air libre pour
éliminer la biomasse générée. L’interdiction de cette pratique traditionnelle et I’absence de
solutions alternatives pour la gestion de ces déchets ont été les éléments déterminants a la
mise en place d'un projet de recherche (le projet VITIVALO) sous I'impulsion des

professionnels du secteur, des élus locaux et de laboratoires de recherche.

C. Du projet VITIVALO a la theése
C.1. Présentation du projet VITIVALO

Le projet VITIVALO (Figure 28) a ainsi été créé en 2017 suite aux problématiques
rencontrées par les professionnels viticoles face a I'interdiction du briilage a I'air libre de leurs
coproduits. Ce projet scientifique, coordonné collaborativement par deux enseignants-
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chercheurs de I’'Université Savoie Mont Blanc, Grégory Chatel et Christine Piot, a deux lignes
directrices : 1) apporter des données concernant 'impact du briilage a I'air libre des déchets
viticoles (issus de la viticulture et des pépinieres viticoles) sur la qualité de I'air en Pays de
Savoie et 2) développer de nouvelles filiéres de valorisation de ces coproduits a court et moyen
termes avec I'idée d’'une cascade de valorisations pour utiliser la biomasse dans son intégralité.

Le présent travail de thése s’inscrit dans le cadre de ces deux enjeux.

=S

VITI O

Figure 28. Logo du projet VITIVALO.

C.2. Objectifs des travaux de these

La nécessité d’amener davantage de données concernant les émissions issues du briilage
a l'air libre des coproduits viticoles a été mise en évidence au cours de I’étude bibliographique
(CHAPITRE I, PARTIE 2, paragraphe B.2). Le contexte du territoire des Pays de Savoie et la
création du projet VITIVALO ont été une raison supplémentaire de renforcer les connaissances
concernant I'impact de cette pratique sur la qualité de l'air. Les objectifs de ces travaux

étaient :

1) D’estimer I'étendue de la pratique du briilage a I'air libre au sein des traditions viticoles
et de mieux cerner ses caractéristiques (biomasses concernées, raisons justifiant leur
briilage, etc.) avec, comme cas d’étude, le territoire des Pays de Savoie ;

2)  D’établir les facteurs d’émissions des principaux polluants émis par la combustion a I’air
libre des coproduits viticoles ;

3)  De caractériser la composition chimique des particules émises par cette pratique.

La PARTIE 3 de ce chapitre a montré les perspectives de valorisation chimique de la
biomasse viticole et les lacunes associées a cette thématique. L'un des fils conducteurs de ces
travaux a été la mise en place d'une éventuelle filiere de valorisation locale des coproduits

viticoles des Pays de Savoie. A cet effet, les objectifs de ces travaux étaient :

4)  De donner une estimation des teneurs en Rsv et Vf des coproduits les plus représentatifs
du gisement viticole des Pays de Savoie (sarments et souches de Jacquére et de

Mondeuse) ;
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De renforcer les connaissances concernant les parameétres impactant ’extraction du Rsv
et de la Vf a partir de la biomasse en question afin de développer un procédé optimisé ;
De proposer des perspectives de valorisation chimique des extraits de sarments et de
souches de Jacqueére et de Mondeuse.
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CHAPITRE II - POLLUTION ATMOSPHERIQUE EMISE PAR
LE BRULAGE A L’AIR LIBRE DES COPRODUITS VITICOLES

INTRODUCTION

Le CHAPITRE I a montré que la combustion de biomasse et, notamment, le brilage a
lair libre de coproduits agricoles, était une pratique émettrice de divers polluants
atmosphériques. Au niveau mondial, elle est responsable de pres de 5 % des déces liés a la
pollution atmosphérique mais dans certaines régions du globe, telles que I'Afrique ou
I'’Amérique du Sud, elle en est la source principale (Lelieveld et al., 2015). Parmi les polluants
émis par la combustion de biomasse, les PM font 'objet d'une attention particuliére en raison
de leurs effets déléteres sur la santé et avérés sur le climat. Leur taille microscopique leur
permet de pénétrer les voies respiratoires, jusqu’aux bronchioles pour les plus petites.
Véhiculant de nombreuses espéeces chimiques, leur impact est dépendant de leur composition
et donc, de leur source d’émission. Parmi les composés particulaires, la surveillance de quatre
HAP (BbF, BKF, BaP et IP) a été rendue obligatoire au niveau européen par le protocole d’Aarhus,
tandis que la concentration dans I’air ambiant du BaP est réglementée (Directive Européenne
2004/107/CE modifiée en partie par la Directive Européenne 2015/1480/CE). Les HAP sont les
précurseurs de la formation du carbone élémentaire (EC), aussi appelé carbone suie ou black
carbon (BC) et présent en phase particulaire en proportions variées selon sa source d’émission
(Lahaye et Ehrburger-Dolle, 1994). Les effets néfastes de I’EC sur la santé et son implication
évidente dans les processus liés au changement climatique ont conduit I'Union Européenne a
mettre en place sa surveillance viale Comité européen de normalisation (Directive Européenne
2008/50/CE modifiée en partie par la Directive Européenne 2015/1480/CE).

Les impacts des polluants atmosphériques, dont les PM, dépendent de leurs
concentrations dans I’air ambiant et celles-ci sont directement liées a I'importance des sources
émettrices. Par exemple, selon la région du globe considérée, la contribution de la combustion
de biomasse a I’émission de PM peut varier de 9% a 64 % (Vicente et Alves, 2018). Par
conséquent, il est d'un grand intérét de caractériser non seulement la composition chimique
des PM selon leur source mais également de quantifier leurs émissions pour pouvoir mettre
en place des plans d’action visant a limiter, voire interdire, les pratiques polluantes.
Concernant les émissions issues du briilage a I'air libre de biomasse, certaines pratiques, telles
que de la combustion a I'air libre des coproduits de la vigne ont été trés peu considérées (Alves
et al,, 2019). La France est pourtant mondialement reconnue pour son vignoble et des études
locales ont estimé que la viticulture générerait pres de 1,4 tha' de sarments, un des
coproduits majoritaires de la vigne (IFV, 2017). Bien qu’avérée, l'importance de leur

combustion a I'air libre pour les éliminer n’a a ce jour pas été quantifiée.
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Ce second chapitre de manuscrit de these est consacré a I'impact du brilage a I'air libre

des coproduits viticoles en Pays de Savoie. Les trois premiers objectifs, s’inscrivant dans cette
thématique, de ces travaux de thése étaient pour rappel :

1)  D’évaluer I'’étendue de la pratique du briilage a I'air libre au sein des traditions viticoles
et mieux cerner ses caractéristiques (biomasses concernées, raisons justifiant leur
briilage, etc.) avec, comme cas d’étude, le territoire des Pays de Savoie ;

2)  D’établir les facteurs d’émissions des principaux polluants émis par la combustion a I’air
libre des coproduits viticoles ;

3)  De caractériser la composition chimique des particules émises par cette pratique.

Pour répondre au premier objectif, un inventaire des gisements des coproduits viticoles
générés sur le territoire des Pays de Savoie a été réalisé en 2017-2018 afin de définir les
biomasses concernées par la combustion a l'air libre et les masses réellement briilées. Une
campagne d’échantillonnage des fumées émises par la combustion a l'air libre de ces
coproduits a ensuite été mise en place durant I'hiver 2019-2020 en Savoie pour répondre au
second objectif. Le fil conducteur de ces travaux a été la réalisation des combustions dans des
conditions aussi proches que possible de celles de la pratique viticole. Les prélévements
réalisés ont permis de quantifier les émissions en oxydes de carbone (CO, et CO), en oxydes
d’azote (NOx) et en particules totales (TSP), dont les particules fines (PM), issues de la
combustion a l'air libre de sarments, de souches de vigne et d’écarts de tri de pépinieres
viticoles. Pour répondre au dernier objectif, la composition chimique des TSP en fonction de
la biomasse briilée a été déterminée grace a leur prélevement sur filtre au cours de la

campagne d’échantillonnage puis a I'analyse chimique, en laboratoire, de ces filtres.

PARTIE 1 - INVENTAIRE DES GISEMENTS DES COPRODUITS
VITICOLES GENERES EN PAYS DE SAVOIE : ESTIMATION DE
L’ETENDUE DE LA PRATIQUE DU BRULAGE A L’AIR LIBRE

A. Déroulement de I'inventaire des gisements

Pour estimer I'’étendue du briilage a I’air libre des coproduits viticoles en Pays de Savoie,
il est nécessaire de connaitre les quantités de résidus générés annuellement sur le territoire.
Il existe des études portant sur I’estimation des tonnages de sarments générés par hectare de
vigne et sur les masses de souches arrachées, notamment en Savoie et Haute-Savoie (ADEME,
2009; Atmo AURA, 2011; IFV, 2017). La quantification des coproduits de pépinieres viticoles
a aussi fait 'objet d'une étude dans le Vaucluse (SPBPV du Vaucluse, 2001). Néanmoins, les
méthodes d’élimination des coproduits mentionnés ne sont pas abordées dans ces études.

Pour quantifier la part de coproduits viticoles briilés a I'air libre, il a été nécessaire de
réaliser une étude de terrain. L'inventaire des gisements des coproduits viticoles s’est déroulé
en Pays de Savoie, entre Décembre 2017 et Avril 2018, a la suite de I'interdiction du briilage a

I'air libre des coproduits agricoles par l'arrété préfectoral DDT/SEEF n'2017-1559. Dans le
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cadre d'un projet tuteuré, deux étudiants en Licence professionnelle Innovation et
Développement Industriel (IDI) ont participé a I’élaboration de cet inventaire. Deux
questionnaires différents, I'un a destination de la filiére viticole, I'autre pour la filiére des
pépiniéres viticoles, ont été transmis sous format informatique (par email avec réponse via le
logiciel Sphinx, mis a disposition par la société Inddigo) et/ou papier a l'ensemble des
professionnels de la vigne. Des mesures réalisées sur le terrain, notamment pour estimer la
masse moyenne de sarments taillés par pied de vigne ou la masse moyenne d’une souche de
vigne, sont venues compléter les réponses aux questionnaires. Outre une évaluation des
pratiques de briilage des coproduits viticoles, cet inventaire donne également acces a une
meilleure connaissance de la ressource présente sur le territoire savoyard et potentiellement

valorisable.

B. Gisement et briilage des coproduits de la viticulture

Les 500 viticulteurs adhérant au Syndicat Régional des Vins de Savoie sont répartis sur
I’ensemble des départements de la Savoie et Haute-Savoie mais 90 % d’entre eux sont situés
sur la Combe de Savoie (de Chambéry a Fréterives). Environ 70 % des viticulteurs sont
directement concernés par l'interdiction du briilage a I'air libre du fait de la localisation de
leurs parcelles sur une commune ou elle s’applique. Considérant que cette interdiction peut
étre, a terme, généralisée a ’ensemble du territoire, c’est I'intégralité des viticulteurs adhérant
au Syndicat Régional des Vins de Savoie qui a été prise en compte pour établir les résultats
présentés ci-apres. 20 % d’entre eux, soit une centaine d’exploitants, ont répondu a ’enquéte.
Cette proportion de réponse représente pres de 40 % des 2100 ha de vigne déclarés aupres de
la Chambre d’Agriculture Savoie Mont-Blanc. Aprés analyse, les résultats ont été extrapolés
pour tenir compte de l'intégralité des viticulteurs adhérant au Syndicat Régional des Vins de
Savoie et différentes conclusions ont pu étre établies. L’ensemble des masses sont exprimées
en masses seches, le plus souvent en tonnes (t). Une comparaison avec d’autres méthodologies

d’estimation issues de la littérature est présentée dans le Tableau 8 pour les sarments.

B.1. Les sarments

La densité moyenne de plantation de vigne en Pays de Savoie est de 6500 pieds. ha'. Des
mesures de terrain, réalisées dans le cadre de ces travaux, ont permis d’évaluer a 0,2 kg la
masse moyenne de sarments taillés par pied de vigne. Ainsi, pres de 2800 t de sarments
seraient taillés tous les ans en Pays de Savoie sur ses 2100 ha de vigne, ce qui correspond a
une masse surfacique de 1,3 t.ha'.an’ de sarments. Cette moyenne concorde avec la valeur de
1,2 t.ha'.an™ pour la région Rhone-Alpes mentionnée par I'étude de I’Agence de la Transition
Ecologique (ADEME) portant sur le recensement de la biomasse disponible en France a
I'horizon 2020 (ADEME, 2009). L’inventaire de ’ADEME a également servi de base pour I’étude

de 2017 de I'Institut Francais de la Vigne et du Vin (IFV) portant sur le recensement de la
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biomasse vitivinicole en France. Celle-ci a estimé la production de sarments a 1,4 t.ha'.an"' en

Savoie et Haute-Savoie (IFV, 2017). D’apres les résultats de ces travaux de these, les viticulteurs

savoyards auraient recours au broyage et a 'amendement des sarments pour les éliminer dans

la plupart des cas mais environ 840 t, soient 30 % de la masse totale, seraient tout de méme
briilés a I'air libre en Pays de Savoie.

Tableau 8. Masses (tonnes séches) annuelles et voies d’élimination (pourcentages massiques) des
sarments de vigne.

Surface Masse de R
L. . . Brillage Amendement Autre >
Territoire viticole  surfacique Référence
(%) (%) (%)
(ha) (t.ha’.an?)
Savoie et Cette
2100 1,3 2800 30 65 5 ]
Haute-Savoie étude
Savoie et
2100 1,4 3000 - - -
Haute-Savoie IFV (2017)
Champagne 33000 1,8 60500 - - -
Rhone-Alpes® 57200 1,2 68600 - - -
ADEME
Alsace 15400 1,2 18000 - - - (2009)
Champagne 30100 1,2 35000 - - -
A L’Ardéche et la Dréme sont exclues.

Ce pourcentage correspond a la proportion de surface de parcelles non mécanisables,
par un broyeur notamment, car trop pentues. Ce pourcentage est également mentionné par
une étude d’Atmo Auvergne-Rhone-Alpes (AURA) en 2011 sur le gain, en termes d’émissions
polluantes, de la valorisation thermique des sarments en chaudiére par rapport a leur brilage
a I'air libre (Atmo AURA, 2011). Les 30 % font référence a la valeur basse de « production de
sarments valorisables » dans le Rhone et la concordance entre cette valeur et celle déterminée
au cours de ces travaux suggere une certaine homogénéité de la pratique du briilage a I'air
libre sur le territoire Rhone-Alpes. Au cours de I'inventaire, les viticulteurs savoyards ont
précisé que la peur de la propagation des maladies via le bois mort les pousse a briler leurs
sarments et que cette pratique, facile a mettre en ceuvre, s’inscrit dans les habitudes
ancestrales. A 'opposé, les professionnels qui les broient et les laissent dans les rangs de
vigne affirment ne pas avoir de problémes avec la recrudescence de maladies, indiquant méme
que le broyat de sarments a un effet positif sur la structuration et la fertilisation des sols grace

aux apports de matiére organique.

B.2. Les souches de vigne

Pour estimer les masses de souches de vigne briilées, il a d’abord été demandé aux
viticulteurs d’évaluer le nombre de souches qu’ils arrachaient tous les ans. En considérant que

la masse moyenne d'une souche de vigne est de 0,8 kg (d’aprés les mesures de terrain réalisées
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dans le cadre de ces travaux), leurs réponses devaient permettre d’estimer la masse moyenne
arrachée par surface de vigne et par an. Les données recueillies ont conduit a une masse
moyenne de 200 t.an’ sur ’ensemble du territoire, qui est relativement proche des 300 t.an™
données par I'IFV pour les Pays de Savoie (IFV, 2017). La masse de souches arrachées sur le
territoire équivaut alors a 95 kg.ha'.an'. Ces résultats sont cependant tres éloignés des
8,5 t.ha'.an' annoncés par 1'étude de 'ADEME (ADEME, 2009). Celle-ci considere que le
vignoble est totalement renouvelé tous les 40 ans (cycle de vie moyen d’un plant de vigne) et
qu'une souche pése en moyenne 2 kg, soit plus de deux fois plus la masse estimée au cours
des mesures de terrain réalisées en complément de l'inventaire. D’apres les viticulteurs
savoyards, I'arrachage en Pays de Savoie n’a lieu généralement que lorsque le plant est malade
ou meurt, contrairement a d’autres régions qui y ont recours deés que le rendement de
production diminue (cette pratique est controlée par un plan de dépérissement). Quoi qu’il en
soit, 'inventaire des gisements a mis en évidence que la majorité (> 95 %) des souches de vigne
arrachées est briilée en foyer par les viticulteurs savoyards pour se chauffer I'hiver. La masse

restante est bralée a I'air libre.

C. Les coproduits des pépiniéres viticoles
Comme indiqué précédemment (CHAPITRE I, PARTIE 1, paragraphe B.2), la filiere des

pépinieres viticoles génere plusieurs types de coproduits. IIs comprennent notamment les
écarts de tri, C’est-a-dire de jeunes plants de vigne paraffinés et écartés de la production en
raison de leurs défauts. Les autres coproduits, les résidus de coupe de porte-greffes et de
greffons, sont équivalents a des sarments de vigne taillés. Sur les 23 pépiniéristes viticoles
répartis en Savoie (aucun n’exerce en Haute-Savoie), 19 ont répondu a ’enquéte, soit un taux
de réponse de 83 %. La surface totale de pépiniéres viticoles a alors été évaluée a 98 ha et, avec
une densité de plantation moyenne de 250000 plants.ha®, le nombre de plants de vigne
produits a été estimé a 25 millions sur le territoire. Il a été demandé aux pépiniéristes
d’estimer directement les volumes totaux de coproduits ligneux que géneére leur exploitation
car les volumes sont plus faciles a appréhender pour eux que les masses. Selon les réponses
collectées, environ 6200 m* de coproduits de pépiniéres viticoles seraient générés en Pays de
Savoie tous les ans. Pour vérifier la pertinence de ces résultats, un volume théorique a été
calculé a partir des données mentionnées par 1’étude du Syndicat des Producteurs de Bois et
Plants de Vigne (SPBPV) du Vaucluse et de la Chambre d’Agriculture Vaucluse (Chambre
d’Agriculture du Vaucluse et SPBPV Vaucluse, 2015). Cette étude détaille, pour la production
de 100000 plants de vigne, les volumes de déchets générés par la filiere de la pépiniére viticole
dans le Vaucluse en fonction de I’étape de production : tri (15 m?®), coupe des greffons
(1,97 m?), chicotage et taille des porte-greffes (29,47 m?®), débourrage (1,70 m?), greffage et
décaissage des plants avant mise en pépinieres (0,92 m?). Il a été estimé qu’en Pays de Savoie,
I’étape de chicotage ne représente que 20 % des volumes de déchets (contre 60 % d’apres

I’étude du SPBPV), car la profession a majoritairement recours a 'importation de porte-greffes
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déja coupés, limitant la production de déchets au cours de cette étape. Un calcul théorique,
basé sur les données de I'étude du SPBPV, conduit a une estimation de 6400 m® de coproduits
générés en Pays de Savoie, valeur approchant les 6200 m?* annoncés dans l'inventaire par les
pépiniéristes viticoles de Savoie. Les résultats de I’étude du SPBPV incluent des conversions
volume-masse qui ont ensuite été utilisées pour établir la contribution de chaque coproduit
au volume total de déchets générés en Pays de Savoie. Ainsi, environ 59 % du volume de
coproduits, correspondant a 77 % de la masse totale, seraient attribués aux écarts de tri
paraffinés. En Savoie cela équivaut a 500 t d’écarts de tri. Le reste des coproduits, provenant
des autres étapes de production et génerant essentiellement des résidus de porte-greffes et
de greffons représenterait 150 t de biomasse. D’aprées les pépiniéristes viticoles des Pays de
Savoie, une fois générés, les différents coproduits sont mélangés. D’aprés les réponses
collectées au cours de 'enquéte, environ 40 % de I’ensemble seraient briilés a I'air libre et le

reste serait stocké sur une parcelle privée et laissé a I’air libre pour décomposition.

D. Evaluation du gisement global de coproduits viticoles
brulés a I'air libre en Pays de Savoie en 2017

L’enquéte portant sur linventaire des gisements des coproduits viticoles et de
pépinieres viticoles en Pays de Savoie a permis d’estimer les masses de sarments, de souches
de vigne et de résidus de pépinieres viticoles générées annuellement sur le territoire (Tableau
9). Ces travaux permettent également de définir la part de biomasse viticole briilée a I’air libre
sur le territoire : 840 t de sarments et 260 t de coproduits de pépinieres viticoles dont 77 %

d’écarts de tri paraffinés.

Tableau 9. Bilan des masses (tonnes séches) annuelles des coprodiuits viticoles et de pépiniéres
viticoles générés en Pays de Savoie.

Masse totale Masse brilée a I’air
(t.an?) libre (t.an?)
Sarments 2800 840
Souches 200 <10
Ecarts de tri de pépiniéres viticoles 500 200

Autres résidus de pépinieres
viticoles 150 60

(assimilés aux sarments)

Cet inventaire a été mené peu de temps apres 'interdiction du briilage a I’air libre des
déchets agricoles sur le département de la Savoie (arrété préfectoral DDT/EEF n°2017-1559),
l1a ou se trouve la majorité des exploitations viticoles. Depuis la réalisation de 'inventaire, des
discussions avec les professionnels viticoles ainsi que des témoignages laissent penser que
les pratiques évoluent vers un arrét progressif du briilage a I'air libre remplacé par davantage

d’amendement. D’autres données telles que l'accessibilité et la localisation des parcelles et
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ateliers de pépiniere viticole, la possession d'un broyeur, etc.,, ont également pu étre

inventoriées lors de ce sondage. La liste des produits phytosanitaires utilisés par les

professionnels est également disponible. Ces informations pourront étre utilisées dans le

cadre du projet VITIVALO pour la mise en place d'une éventuelle filiere de collecte et/ou de
valorisation.

Apres avoir estimé les masses de coproduits viticoles briilés a I'air libre sur le territoire
des Pays de Savoie, les travaux effectués dans le cadre de cette thése ont porté sur la
quantification des polluants émis par cette pratique. La partie suivante présente la campagne
de prélevement des fumées de combustions de sarments, de souches de vigne et d’écarts de
tri de pépiniéres viticoles et les résultats obtenus.

PARTIE 2 - QUANTIFICATION DES PRINCIPAUX POLLUANTS EMIS
PAR LE BRULAGE A L’AIR LIBRE DES COPRODUITS VITICOLES

A. Présentation de la campagne de prélevement

A.1. Site et période de prélevement

La campagne VITIVALO de prélevement des fumées émises lors de la combustion a I’air
libre des coproduits viticoles s’est déroulée sur la commune de Saint-Pierre-d’Albigny (73250)
dans la Combe de Savoie en France. L’emplacement a été choisi car il répondait aux nécessités
suivantes :

- Proximité des vignes, des montagnes et de la ruralité et donc des conditions
environnementales habituelles de briilage a l'air libre des coproduits viticoles par les
viticulteurs en Pays de Savoie (Figure 29) ;

- Proximité des coproduits a briler, généreusement cédés par Mathieu Goury, viticulteur
a Saint-Pierre-d’Albigny et les pépiniéristes viticoles de Fréterives ;

- Facilité d’acces pour un véhicule équipé d'une remorque sur laquelle se trouve le pilote
d’échantillonnage et acces a un terrain plat pour positionner le pilote ;

- Accés au courant électrique pour brancher les différents appareils de mesures et
d’échantillonnage des fumées grace a la proximité des locaux communaux de la mairie ;

- Peu de voisinage environnant et de passage, limitant les nuisances et les perturbations
des expérimentations.

La campagne de préléevements s’est déroulée en Février 2020, période correspondant a
la période habituelle de briilage a l'air libre desdits coproduits, avec I'aide d'un ingénieur
d’étude du Laboratoire Environnements, Dynamiques et Territoires de la Montagne (EDYTEM,
73370 Le-Bourget-du-Lac, Savoie, France). Les conditions météorologiques de I'hiver 2019-
2020 ont été particulierement douces en journée, permettant de briler a la fois dans des
conditions froides (< 4 °C) et humides le matin (conditions hivernales) et dans des conditions

bien plus douces (> 10 °C) et seéches I'aprés-midi (conditions printaniéres).
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avec les vignes et les montagnes en arriére-plan (photographie de Yaél Bourgeois).

Cette variabilité est d’autant plus proche des conditions dans lesquelles les
professionnels viticoles briilent leur coproduits puisque leur pratique se déroule

généralement entre Novembre (début de I'hiver) et Mars (début du printemps).

A.2. Dispositif d’échantillonnage

Le dispositif d’échantillonnage des fumées émises par le briilage a l'air libre des
coproduits viticoles utilisé lors de cette campagne de préléevement a été concu au Laboratoire
EDYTEM pour répondre aux différentes problématiques développées dans [I'étude
bibliographique (CHAPITRE I, PARTIE 2). La rédaction d'une publication scientifique portant
sur la caractérisation du dispositif est actuellement en cours. Sa représentation sur la Figure
30 a été volontairement simplifiée par rapport a sa représentation schématique (SECTION
EXPERIMENTALE, PARTIE 1, paragraphe A.1.1) pour permettre d’appréhender facilement son
fonctionnement global. Celui-ci repose sur le prélévement par aspiration d'une partie
seulement des fumées émises par la combustion a l'air libre d’'un combustible de masse
connue dans la zone de feu, le reste des fumées étant écarté du préléevement. Cet échantillon
de fumées est alors dans la zone de dilution et dilué avec de I’air ambiant sous un
flux contrélé. La composition en dioxyde de carbone (CO,), en monoxyde de carbone (CO), en
oxydes d’azote (NOx) et en particules fines (PM,;, PM,,, PM,, PM,; et PM,) du mélange obtenu est
déterminée grace a des analyseurs en ligne reliés a la zone de dilution. Un filtre en fibre de
tissu quartz de 150 mm de diametre, placé a I'extrémité de cette zone, permet de prélever les
particules totales (TSP) contenues dans ce mélange. L’ensemble des données collectées
directement (gaz et particules) caractérise ainsi la composition d'une fraction diluée de
I’émission originale. Le facteur de dilution est déterminé a partir du rapport entre la
concentration en CO dans la et celle dans la zone de dilution. Il a été estimé
a 26 en moyenne sur I’ensemble de la campagne VITIVALO et sa détermination, a chaque essai,
permet de calculer la concentration en CO, et en NOx des fumées primaires émises dans la

zone de feu en I’'absence d’analyseurs dédiés dans cette zone pour les deux gaz.
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En rouge, orange et bleu respectivement : la zone de feu, la ligne de transfert des
fumées et la zone de dilution. En italique : 'emplacement des prélevements associés
aux différentes zones du dispositif.

Figure 30. Dispositif de prélevement utilisé pour échantillonner les fumées émises par le briilage a
Lair libre des coproduits viticoles (photographie de Yaél Bourgeois).

L’objectif de cette dilution était de permettre aux especes présentes sous forme gazeuse
dans les fumées primaires de se condenser par refroidissement afin d’obtenir une évaluation
plus réaliste des émissions ambiantes (Hildemann et al.,, 1989; Ozgen et al.,, 2014). La
température dans la zone de dilution atteignait au maximum 3 ‘C de plus que la température
extérieure. Enfin, un facteur de prélevement a permis d’extrapoler les résultats obtenus pour
la fraction diluée des fumées collectées par le dispositif a I’ensemble des fumées émises par
la combustion et ainsi d’estimer les émissions totales générées par la combustio (SECTION
EXPERIMENTALE, PARTIE 1, paragraphe A.1.2).

Le dispositif d’échantillonnage et les appareils de mesures associés ont été calibrés au
début de chaque journée d’essais afin que, notamment, les débits de prélevement soient
adaptés aux conditions météorologiques. Les conduits du dispositif ont également été

nettoyés a chaque changement de combustible et aucun encrassement n’a été constaté.

A.3. Déroulement des essais

A.3.1. Coproduits viticoles étudiés

L’inventaire des gisements des coproduits viticoles réalisé dans le cadre de ces travaux
de thése a permis de mettre en évidence que le briilage a I’air libre concernait majoritairement
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les sarments puisqu’ils représentent plus de 75 % de la biomasse viticole briilée en Pays de
Savoie. Le reste est constitué d’écarts de tri des pépinieres viticoles, de résidus de coupe des
porte-greffes et des greffons, équivalant a des sarments, et de souches de vigne (Tableau 9).
Les combustions a l'air libre de trois coproduits ont ainsi été testées au cours de cette
campagne de prélevement des fumées : les sarments, les souches de vigne et les écarts de tri
de pépinieére viticole (ETPV). Du fait de leur forte contribution massique, les sarments ont fait
I'objet d'un nombre d’essais plus élevé pour quantifier et caractériser leurs émissions plus
précisément. D’autre part, il a été estimé, par mesure gravimeétrique, que les ETPV étaient
composés en moyenne de 6 % massiques de paraffine. Les taux d’humidité des différents
coproduits ont été mesurés grace a un hygrometre chaque jour d’essai. Au cours de la
campagne, le taux d’humidité des sarments a varié entre 40 % et 50 %, essentiellement en
raison des variations climatiques. Les températures ambiantes obtenues par la station Météo
France la plus proche montrent une valeur minimale de 3 °C et une valeur maximale de 13 °C
sur cette période. Une diminution du taux d’humidité des sarments a été constatée lors des
journées les plus chaudes tandis qu’il augmentait a nouveau les lendemains de pluie. Les
souches de vigne et les ETPV ont été peu impactés par ces variations puisque leurs taux
d’humidité respectifs sont restés stables a 20 % et 50 %. Ces différents taux d’humidité sont
cohérents avec les valeurs rapportées par différentes études portant sur cette biomasse
(ADEME, 2009; Atmo AURA, 2011; IFV, 2017). Les conditions environnementales, telles que la
température ou I'’humidité ambiante, peuvent impacter drastiquement la qualité d’une
combustion et donc ses émissions (Ward, 1990; Urbanski et al.,, 2009). L'intention de la
campagne VITIVALO étant de caractériser la pratique du briilage a I'air libre des coproduits
viticoles telle que réalisée par les viticulteurs, les essais ont été effectués plusieurs fois et en

conditions climatiques variées et représentatives de la période réelle de briilage.

A.3.2. Combustions et charges d’allumage

Pour chaque essai, 1 kg (masse fraiche) de biomasse a été bralé. La zone de feu du
dispositif d’échantillonnage est composée d’'un contenant en ferraille de 60 cm de coOté et de
20 cm de haut. Ce contenant a été choisi pour mimer le briilage a I'air libre des sarments dans
des brouettes par les viticulteurs. Les différentes biomasses ont dii étre taillées pour que leurs
dimensions soient compatibles avec celles du contenant. En raison de leurs taux d’humidité
élevés et d’un apport d’air insuffisant dans le contenant, des charges d’allumage et une grille
sur-élévatrice ont été nécessaires pour assurer la prise au feu des biomasses (Figure 31). Ces
charges d’allumage étaient composées de sarments et de souches de vigne de I'année passée,
stockés dans un local fermé et présentant un taux d’humidité de 10 % ainsi que d’allume-feux
et de bioéthanol. D’apres les témoignages de différents professionnels viticoles des Pays de
Savoie, les viticulteurs utilisent souvent du bois sec et un accélérant pour démarrer la

combustion de leurs coproduits.
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Sarments Souches de vigne ETPV

Taux d’humidité : 40-50 % Taux d’humidité : 20 % Taux d’humidité : 50 %
Charge (masse fraiche) : 1 kg Charge (masse fraiche) : 1 kg Charge (masse fraiche) : 1 kg
+ charge d’allumage n’1¢ + charge d’allumage n'2” + charge d’allumage n°1¢
Durée moyenne de la Durée moyenne de la Durée moyenne de la
combustion : 22 min combustion : 85 min combustion : 24 min

9 Charge d’allumage n'l : 4 allume-feux (50 g) + 200 g de sarments secs (10 % d’humidité) + 5 cL de bioéthanol,

b Charge d’allumage n°2 : 4 allume-feux (50 g) + 200 g de sarments secs (10 % d’humidité) + 800 g de souches de
vigne séches (10 % d’humidité) 5 cL de bioéthanol.

Figure 31. Coproduits viticoles testés et caractéristiques associées (photographies de Yaél
Bourgeois).

Ainsi, la prise en compte des charges d’allumages pour estimer les émissions liées a la
pratique du briilage a I'air libre des coproduits viticoles est cohérente. Les charges d’allumage
ont été mélangées avec les charges a tester et la combustion a été initiée sous le foyer a I'aide
d’'un briquet ou d'un chalumeau. Pour les ETPV et les sarments, la charge d’allumage
représentait 20 % de la masse totale briilée alors que pour les souches, 50 % ont été nécessaires
pour assurer la prise au feu. Les différents appareils de mesures (CO,, CO, NOx et PM) installés
en ligne ont permis des enregistrements en continu. Le filtre en fibre de tissu quartz collecteur

de TSP a été changé a chaque essai.

A.4. Méthodologies de traitement des données

A.4.1. Déduction des apports de I’'air ambiant

D’apres la littérature, les simulations de combustion a I’air libre avec systeme de dilution
effectuées en laboratoire ont généralement recours a de l'air purifié par filtration des
particules qu'’il contient (Hildemann et al., 1989; Fine et al., 2001; Hays et al., 2005). Au cours
de la campagne présentée dans ce manuscrit, des prélevements de I'air ambiant ont été
réalisés pour en déterminer la composition gazeuse et particulaire. Les émissions particulaires
de combustions a I'air libre des coproduits viticoles ont été corrigées en déduisant la part de
particules apportée par I'air de dilution, issu de I'air ambiant, au cours de chaque essai. Les
émissions gazeuses ont été corrigées en y soustrayant les concentrations en gaz de l'air
ambiant (SECTION EXPERIMENTALE, PARTIE 1, paragraphe C.2).
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A.4.2. Prélevements des émissions gazeuses et particulaires

A.4.2.1. Emissions gazeuses
Les analyseurs de CO., de CO et de NOx placés dans la zone de dilution sont des
appareils communément dédiés a des mesures en air ambiant. Bien que diluées, les fumées de
combustion demeurent plus concentrées en especes gazeuses que l'air ambiant. Néanmoins,
les concentrations mesurées dans la zone de dilution au cours des différents essais étaient

systématiquement comprises dans la gamme de mesures des différents analyseurs utilisés.

A.4.2.2. Emissions particulaires

Les émissions particulaires ont été estimées par deux méthodes au cours de la campagne
VITIVALO. La quantification des TSP par prélevement sur filtre (Figure 32) peut étre soumise
a des artefacts de mesures. Plusieurs travaux ont mis en évidence I'adsorption de composés
gazeux sur les filtres, tels que des COV, du HCI, HNO;, etc. (McDow et Huntzicker, 1990; Xue
et al.,, 2019). Ce phénomene peut entrainer une surestimation (artefact positif) de la masse de
TSP émises par les briilages et, notamment, du carbone organique (OC) qu’elles contiennent
(Fine et al., 2001, 2002, 2004). A l'inverse, une volatilisation (artefact négatif) de composés
particulaires du filtre est également possible. Des travaux ont proposé l'utilisation d'un second
filtre, situé derriéere le premier, et dont I'analyse permet d’estimer la part de composés gazeux
adsorbés sur le premier (McDow et Huntzicker, 1990; McDow et al., 1996). Toutefois, cette
correction reste limitée car les deux artefacts, positif et négatif, coexistent et 1'origine des
composés adsorbés sur le second filtre demeure incertaine (Turpin et al., 2000; Cheng et al.,
2010; Srivastava et al., 2018). Davantage d’investigation serait nécessaire lors des prochains
essais pour évaluer 'importance de ce phénomeéne au cours de I’échantillonnage des émissions
particulaires de combustion de coproduits viticoles a l'air libre. Pour cette campagne de
prélevement, la mise en place d’'un protocole spécifique (SECTION EXPERIMENTALE, PARTIE
1, paragraphe B.2) a permis d’estimer a 3 % la variabilité moyenne liée a la pesée des filtres

collecteurs de TSP, limitant les biais inhérents a I'étape de mesure gravimétrique.

Figure 32. Filtre en fibre quartz, utilisé pour collecter les TSP, A) avant et B) apyés un essai de
combustion a lair libre.
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Les PM;; et leur distribution en taille (PM,;, PM,,, PM., PM,; et PM,) ont été mesurées lors

des essais de briilage grace a un préleveur de particules de type Dust-Trak™ (TSI EDT-DRX
Environmental) relié a la zone de dilution avec les analyseurs de gaz (Figure 30). Les mesures
fournies par l'appareil sont exprimées en concentrations massiques et ont été ensuite
converties en facteurs d’émissions (SECTION EXPERIMENTALE, PARTIE 1, paragraphe C.2.2).
La quantification des PM réalisée par cet appareil repose sur une analyse photométrique des
PM: au sein d'une chambre optique, les particules traversent un faisceau lumineux ; le
rayonnement est alors diffracté différemment selon leurs tailles et le photo-détecteur attribue
aux taches de diffraction des masses de PM d’aprés une calibration préalablement effectuée
avec des PM de densités connues. Ainsi, la densité mais aussi l'indice de réfraction et la
distribution en taille des particules mesurées sont autant de parametres qui impactent la
qualité de conversion en concentration massique s’ils différent de ceux de la poussiére de
calibration (O’Shaughnessy et Slagley, 2002; Binnig et al.,, 2007). Par exemple, puisqu’elles
absorbent le rayonnement lumineux, les particules de suie formées lors de la combustion
peuvent avoir un indice de réfraction plus faible que celui des particules de méme taille
utilisées pour la calibration de ’appareil. Ces particules de suie paraissent ainsi plus petites
qu’elles ne le sont réellement, faussant la classification et la quantification des PM (Kulkarni
et al., 2011). Le Dust-Trak™ étant plutdt concu pour des mesures en ambiant, son compteur
peut aussi étre rapidement dépassé par la multitude de particules traversant le faisceau
optique lors de prélevements effectués dans un environnement concentré en PM, sous-

estimant les concentrations particulaires (Wang et al., 2009).
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Figure 33. Facteurs d’émissions (FE, g.kg') des PM;; estimés a partir des mesures données par

Pappareil Dust-Trak™, en fonction des facteurs d’émissions des TSP, estimés a partir des mesures
de la masse de TSP échantillonnées sur filtre, pour 'ensemble des essais de briilage a I'air libre.

91



CHAPITRE II - Pollution atmosphérique émise par le briilage a Iair libre des coproduits
viticoles
Toutefois, ce dernier biais a été écarté car les concentrations mesurées pour I’ensemble
de la campagne VITIVALO étaient comprises dans la gamme de mesures de ’appareil (0,001-
150 mg.m?). Du fait des différents artefacts possibles et inhérents a I'utilisation du Dust-
Trak™ et a la collecte des TSP sur filtre dans les conditions de la campagne présentée dans ce
manuscrit, les résultats obtenus par les deux méthodes ont été confrontés pour vérifier leurs
cohérences. Ainsi, les facteurs d’émissions (FE), c’est-a-dire la masse de polluant émis par
masse de coproduit bralé, des PM,; ont été comparés avec ceux des TSP pour 'ensemble des
essais de la campagne d’échantillonnage et leur corrélation est présentée sur la Figure 33. La
droite obtenue (FE PM,; = 1,1FE TSP - 5,0, R? = 0,95) montre une trés bonne corrélation des
données obtenues par les deux méthodes. L’inégalité entre les deux FE (FE PM,s = FE TSP) peut
provenir du fait que les filtres collectent I'ensemble des particules tandis que le Dust-Trak™
exclut toutes les PM dont le diametre aérodynamique qu’il calcule dépasse 15 pm.

B. Facteurs d’émissions

B.1. Aspects généraux

Les émissions de CO,, de CO, des NOx, des TSP et des PM,s, générées par la combustion
a l'air libre des coproduits viticoles ont été quantifiées au cours de la campagne VITIVALO.
Ces coproduits comprennent les sarments, les souches de vigne et les écarts de tri de
pépinieres viticoles (ETPV). Les résultats obtenus, exprimés en facteurs d’émissions (FE), sont
présentés dans le Tableau 10. L’EEA et le Programme Européen de suivi et d'évaluation (EMEP)
ont mis en place un guide d’inventaire des émissions de polluants atmosphériques selon leurs
sources via le programme EMEP/EEA. Les FE des polluants surveillés et réglementés au niveau
européen y sont répertoriés et I'inventaire est mis a jour tous les deux a trois ans grace aux
apports de la littérature scientifique, le dernier inventaire datant de 2019 (EMEP/EEA, 2019).
Parmi les polluants répertoriés, figurent le CO,, le CO, les NOx, les TSP, les PM,, et les PM.;
ainsi que quatre HAP et le carbone suie ou élémentaire (EC), également appelé black carbon
(BC) selon la méthode d’analyse utilisée. Au cours de la campagne de prélévement présentée
dans ce manuscrit, les émissions des HAP particulaires et de I'EC ont pu étre quantifiées grace
a la caractérisation chimique des TSP. Cette spéciation sera davantage développée dans la
partie suivante mais les FE des quatre HAP (BaP, BbF, BKF et IP) ainsi que le FE de I'EC sont
discutés directement dans cette partie (Tableau 10) en raison du statut préoccupant de ces
composés. De nombreuses études ont porté sur I’estimation de facteurs d’émissions de divers
polluants émis lors du briilage a I'air libre de résidus agricoles (Li et al., 2007; Cao et al., 2008;
Goncalves et al,, 2011; Yokelson et al., 2011; Hayashi et al., 2014; Fang et al., 2017; Rosa et al.,
2018; Alves et al., 2019). La combustion a I'air libre des coproduits viticoles a fait 'objet d'une
seule étude, Alves et al. (2019), limitant la comparaison des présents résultats avec la

littérature.
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Tableau 10. Facteurs d’émissions (FE, g.kg) et efficacités de combustion (MCE) moyens de différents polluants émis par la combustion a 'air libre de résidus agricoles.

Ecarts de tri de

Sarments Souches de vigne pépiniéres viticoles Résidus agricoles Sarments
Référence Cette étude Cette étude Cette étude Akagi et al. (2011) Andreae (2019) Alves et al. (2019)
Humidité (%) 40-50 20 50 - - -
Efficacité de combustion (MCE) 0,80° + 0,01* @a2r 0,79 = 0,01 4) 0,83 = 0,01 4) - 0,92 =+ 0,06 (36) > 0,95
Gaz CO, 1374,6 + 57,2 (12) 1203,4 + 1884 4) 1663,0 + 162,5 4) 1585,0 += 100,0 1430,0 =+ 230,0 (29) 1653,0 =+ 17,6
co 154,1 + 9,0 (12) 144,0 + 35,7 4) 145,7 + 18,5 4) 102,0 + 33,0 76,0 += 550 (39) 51,0 = 7.2
NOx 1,9 + 0,1 (7) 1,3 £ 0.2 4 2,7 + 0.2 4 3,1 + 1,6 24 = 1.2 (20) -
Particules (g.kg") TSP 16,7 + 1,4 (13) 15,5 + 7,9 4) 29,5 = 49 4) = 129 =+ 7.2 (7) =
PM;; 12,5 + 2,5 (8) 10,8 + 12,8 2) 298 £ 6,7 4 - - -
PM,, 12,5 + 2,5 (8) 10,8 + 12,8 (2) 298 £ 6,7 4) - - 88 =+ 5,1
PM, 124 + 2,5 (8) 10,8 + 12,8 2) 298 £ 6,7 4) - - -
PM,; 124 + 2,5 (8) 10,8 + 12,8 (2) 298 £ 6,6 4) 6,3 + 24 82 + 44 (18) -
PM, 123 + 24 (8) 10,7 = 12,7 2) 283 + 6,1 4) - -
EC (g.kg") 0,7 = 00 (13) 08 = 0,1 4) 06 = 0,1 4) 0,8 04 + 03 (24) 03 = 0.2
4 HAP (mg.kg") Benzo[b]fluoanthéne 1,0 + 0,1 (13) 0,7 = 0,1 4) 1,0 = 0,2 4) - - 0,6 == 0,5
Benzo[Kk]fluoranthéne 0,6 = 01 (13) 05 = 01 4) 0,7 = 0,2 4) - - 0,6 += 0,5
Benzola]pyréne 1,8 + 0,2 (13) 1,3 = 0,3 4) 20 =+ 0,5 4) - - 0,8 = 0,6
Indéno[1,2,3-cd]pyrene 08 = 0,1 (13) 06 = 01 4) 09 = 02 4) - - 0,5 = 04
Total 4,3 =+ 02 (13) 3,1 = 04 4) 4,7 + 0,6 4) - 24 =+ 1,0
[« Moyenne calculée d partir des N essais de brilages, * Variabilité expérimentale : 7, - % x ¢ avec o représentant I'cart-type, N le nombre d'essais de brilages et t le coefficient multiplicatif de Student correspondant a N-1 degrés de libert pour un intervalle de confiance |
a 68,8 %, © nombre N d’essais de briilages.
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Le travail d’Andreae (2019) a récemment mis a jour l'inventaire de Andreae et Merlet
(2001) répertoriant les travaux portant sur les émissions de combustion de biomasses et
présente, entre autres, les émissions de composés gazeux et particulaires émis par la
combustion a 'air libre de résidus agricoles. La revue d’Akagi et al. (2011) a été concue avec
les mémes intentions. Par souci de représentativité, seules les valeurs d'Andreae (2019),
d’Akagi et al. (2011) et d’Alves et al. (2019) ont été ajoutées au Tableau 10 pour comparaison
avec les valeurs de I’étude réalisée dans le cadre de cette thése. Enfin, pour faciliter la lecture,
seules les valeurs moyennes des FE sont indiquées dans le texte. La variabilité expérimentale
et le nombre essais (N=x) associé a une mesure sont spécifiés dans le Tableau 10 et en
ANNEXES (Tableau A1l).

B.2. Emissions gazeuses

B.2.1. Efficacité de combustion

Le dioxyde de carbone (CO.) et le monoxyde de carbone (CO) sont les produits
majoritaires des combustions de biomasse (Andreae, 2019). Les émissions des deux gaz
n’évoluent pas de la méme maniére en fonction de la qualité du brilage : le CO, est émis lors
de la phase de flamme tandis que le CO prédomine pour la phase de combustion lente.
L’efficacité de combustion modifiée (MCE pour Modified Combustion Efficiency), est un outil
permettant d’évaluer la qualité d’'une combustion a partir de ses émissions de CO, et de CO.
La MCE (équation (2)) est définie comme le ratio molaire entre I’émission de CO, et la somme
des émissions de CO, et CO (Ward et Radke, 1993). Il a été démontré que les facteurs
d’émissions de nombreux composés sont corrélés a la MCE. En effet, la phase de flamme
génere davantage de CO., de NOx, de HCI et de SO, que la phase de combustion lente qui, elle,
favorise la formation de CO, de CH,, de NH; et de PM (McMeeking et al., 2009; Burling et al.,
2010; Urbanski, 2013). Une MCE proche de 1 correspond a une combustion vive tandis que
pour une MCE < 0,8, la qualité de combustion est nettement dégradée en raison de la
prédominance de la phase de combustion lente (Akagi et al., 2011).

Au cours de cette campagne de prélevement des émissions de combustion a I’air libre
des coproduits viticoles, la MCE moyenne a été calculée pour chaque essai a partir de
concentrations en CO, et CO estimées ou mesurées dans le panache de fumée primaires. Le
nombre élevé d’essais de combustions a 'air libre de sarments a également permis d’étudier
les corrélations entre la MCE et les émissions issues de cette combustion. Cette étude n’a
cependant pas été possible pour les deux autres biomasses du fait d'un nombre d’essais trop
faible pour obtenir des corrélations fiables.

Les valeurs des MCE calculées au cours de ces travaux sont respectivement de 0,80 pour
les sarments a 40-50 % d’humidité, de 0,79 pour les souches de vigne a 20 % d’humidité et de
0,83 pour les ETPV a 50 % d’humidité (Tableau 10). Elles sont plus faibles que la valeur

moyenne de 0,92 donnée par Andreae (2019) pour la combustion de divers résidus agricoles.
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Ces valeurs, proches de 0,8, supposent que la phase de combustion lente était prédominante
pour ces essais.

La MCE de la combustion des sarments est inférieure a celle calculée par Alves et al.
(2019). Les auteurs donnent en effet une MCE > 0,95 pour la combustion a I'air libre de
sarments laissés a sécher en plein air dans les champs au Portugal pendant un a deux mois
avant leurs essais en Mars 2017. Leur taux d’humidité réel n’est cependant pas spécifié. Les
conditions climatiques de la Savoie, plus froides qu’au Portugal a la méme période, rendent
certainement plus difficile la prise au feu du combustible. D’autre part, au regard des
variations des taux d’humidité constatées au cours de la campagne de prélévement présentée
dans ce manuscrit (CHAPITRE II, PARTIE 2, paragraphe A.3.1), il est probable que les taux
d’humidité des sarments utilisés pour I'étude d’Alves et al. (2019) aient été bien plus faibles

que ceux des sarments utilisés pour les présents travaux (40-50 %).

B.2.2. CO,, CO et NOx

Les résultats présentés dans le Tableau 10 font état de FE du CO, s’élevant de
1203 g.kg' a 1663 g.kg"' selon la biomasse briilée. Ces FE sont du méme ordre de grandeur que
les émissions de CO. données par la littérature pour la combustion a l'air libre de résidus
agricoles, dont viticoles, et qui varient de 1430 g.kg' a 1653 g.kg" (Akagi et al., 2011; Alves et
al., 2019; Andreae, 2019). Les valeurs pour le CO, de 144 g.kg' a 154 g.kg", calculées au cours
de cette étude sont cependant plus élevées que les valeurs moyennes, de 51 g.kg* a 102 g.kg",
données par la littérature et s’expliquent par les plus faibles valeurs de MCE obtenues au cours

de ces travaux.
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Figure 34. Facteurs d’émissions (FE, g.kg') de CO (en bordeaux) et de NOx (en bleu) en fonction de
Pefficacité de combustion (MCE) pour I'ensemble des essais de briilage a Uair libre des sarments.

D’aprés ’équation (2), 'augmentation des émissions de CO induit une augmentation de
la MCE. Cette tendance a été observée au cours de ces travaux (Figure 34). Les émissions de
NOx pour la combustion a l’air libre des sarments, des souches de vigne et des ETPV, varient

de 1,3 gkg'a 2,7 g.kg', et sont du méme ordre de grandeur que les valeurs trouvées dans la
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littérature pour le brilage a I'air libre de résidus agricoles, comprises entre 2,4 g.kg'et
3,1 g.kg' (Akagi et al., 2011; Andreae, 2019). D’autres travaux ont constaté une réduction de
la formation de NOx lorsque la formation de CO augmente (Sereika et al., 2017). Ce phénomeéne
a également été observé pour la combustion a I'air libre des sarments pour laquelle la MCE et

les émissions de NOx sont nettement corrélées (Figure 34).

B.3. Emissions particulaires

B.3.1. Particules totales et particules fines

Au cours de la campagne VITIVALO, le préléevement des particules a été effectué par
deux méthodes différentes : un prélevement des particules totales (TSP) grace a un filtre en
fibre de tissu quartz et un échantillonnage des particules fines (PM) par un préleveur de type
Dust-Trak™. Les évolutions des émissions des TSP et des PM;; issues de la combustion a I’air
libre des sarments en fonction de la MCE présentées sur la Figure 35 sont similaires. En effet,
les corrélations identiques montrent que I’émission des particules est inversement
proportionnelle a la qualité de combustion. Ces observations sont cohérentes avec les
résultats d’autres travaux ayant montré que plus la MCE diminue, plus les émissions de PM
sont élevées (McMeeking et al., 2009; Burling et al., 2010; Yokelson et al., 2011).

30

TSP:y =-133x+ 123
- H R® = 0,66
o 20 - A A PM,5:y = -135% + 120
=4 R? = 0,62
o8
M 10 A

¢
O L] L] L]
0,72 0,77 0,82 0,87 0,92

MCE

Figure 35. Facteurs d’émissions (FE, g.kg') des TSP, estimés a partir des mesures de la masse de
TSP échantillonnées sur filtre (bleu), et des PM,;, estimés a partir des mesures données par
Pappareil Dust-Trak™, en fonction de Uefficacité de combustion (MCE) pour I'ensemble des essais
de briilage a lair libre des sarments.

Les FE des TSP pour les sarments a 40-50 % d’humidité, 17 g.kg", et des souches de vigne
a 20 % d’humidité, 16 g.kg', sont du méme ordre de grandeur que la valeur moyenne de
13 g.kg' de TSP émises par la combustion a I’air libre de résidus agricoles estimée par Andreae
(2019) (Tableau 10). Il est intéressant de noter que malgré un taux d’humidité de la biomasse
nettement inférieur, la combustion de souches de vigne émet presque autant de TSP que celle
des sarments. Ce fait trouve probablement son origine dans la différence de densité entre les

deux coproduits, avec une combustion des souches treés lente et davantage émettrice de
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particules (Oanh et al., 2011). Les émissions particulaires pour les ETPV sont plus importantes
que celles des sarments et des souches de vigne avec un FE des TSP s’élevant a 30 g.kg™".

B.3.2. Distribution en taille

La Figure 36 présente la contribution des PM,, des PM,;et des PM,, (estimée d’apres les
mesures des PM au Dust-Trak™) a la masse des TSP pour la combustion a 'air libre des trois
coproduits viticoles étudiés. Quelle que soit la biomasse, il n'y a pas de différence marquée
entre les contributions des différentes tailles de PM. Les plus fines, les PM,, comptent pour
74 %, 66 % et 95 % de la masse des TSP émises par la combustion a I'air libre des sarments, des
souches de vigne et des ETPV respectivement. Ces constats sont en accord avec d’autres
travaux portant sur les émissions particulaires de combustion de biomasse et ayant montré la
prédominance massique et numéraire des PM, par rapport aux particules de plus grande taille
(Reid et al., 2005; Rissler et al., 2006; H. Zhang et al., 2011; Polacik et al., 2018; Chen et al.,
2019). Les travaux d’Alves et al. (2019) donnent des FE des PM,, de 9 g.kg" pour la combustion
al’air libre de sarments (MCE > 0,95). Le FE des PM,,, calculé au cours de la campagne VITIVALO
a partir des mesures du Dust-Trak™, est de 13 g.kg'. Cette derniéere valeur, plus élevée que
celle de la littérature, peut s’expliquer par une qualité de combustion des sarments plus
médiocre (MCE = 0,80) au cours de la campagne VITIVALO.
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Ces pourcentages différent de ceux calculés directement a partir des FE du Tableau 10 car ils sont issus de la
moyenne des valeurs individuelles calculées pour chaque essai.

Figure 36. Contributions (pourcentages massiques) des PM,, des PM.; et des PM,,, estimées a partir

des mesures données par I'appareil Dust-Trak™, a la masse des TSP, estimée a partir des mesures
de la masse de TSP échantillonnées sur filtre, en fonction du coproduit viticole briilé a 'air libre.
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B.3.3. Autres polluants surveillés: hydrocarbures aromatiques
polycycliques et carbone suie
Au cours de la campagne de prélévement des fumées émises par la combustion a l'air
libre des coproduits viticoles, les émissions des HAP et de I'EC ont pu étre quantifiées grace a
la caractérisation chimique des TSP.

B.3.3.1. Hydrocarbures aromatiques polycycliques surveillés

Les HAP font partie des polluants atmosphériques surveillés du fait de leurs effets
cancérogenes avérés ou suspectés selon le composé (Baek et al., 1991; Grimmer et al., 1991).
La concentration du benzo[a]pyréne (BaP) dans I'air ambiant est limitée a 1 ng.m* en moyenne
annuelle au niveau européen (Directive Européenne 2004/107/CE modifiée en partie par la
Directive Européenne 2015/1480/CE) et sa surveillance, ainsi que celle du
benzol[b]fluoranthéne (BbF), du benzo[k|fluoranthéne (BKF) et de I'indénol[1,2,3-cd]pyreéne (IP)
a été rendue obligatoire a 1’échelle européenne par le protocole d’Aarhus. Ces quatre
composés, de par leurs masses moléculaires élevées, se retrouvent essentiellement en phase
particulaire des aérosols (Ravindra et al., 2008). La spéciation chimique des TSP émises par la
combustion des coproduits viticoles réalisée au cours de ces travaux a permis d’établir les FE
du BaP, du BbF, du BKF et du IP. Leurs valeurs sont détaillées dans le Tableau 10. Les émissions
des quatre HAP sommés (FE >4HAP) sont de 4,3 mg.kg"' pour la combustion a l’air libre des
sarments a 40-50 % d’humidité, de 3,1 mg.kg' pour celle des souches de vigne a 20 %
d’humidité et de 4,7 mg.kg"* pour celle des ETPV.

D’apres les travaux d’Alves et al. (2019), le FE 24HAP pour la combustion a I'air libre de
sarments est de 2,4 mg.kg'. Cette valeur est bien plus faible que celle calculée au cours des
présents travaux et peut résulter d’émissions particulaires presque deux fois moins
importantes du fait d'une MCE plus élevée. En effet, il est également intéressant de noter que
la composition des particules pour ces quatre HAP est identique pour les deux études : S4HAP
=262 ng.g'w et S4HAP = 277 1g.g 'm0 (Alves et al., 2019). De plus, pour les travaux présentés
dans ce manuscrit, la contribution de chacun des quatre composés a leur masse totale (X4HAP)
est identique quelle que soit la biomasse briilée : 23 % pour le BbF, 15 % pour le BKF, 42 % pour
le BaP et 20 % pour I'IP. La prédominance du BaP, cancérogéne avéré, est aussi observée dans
les travaux d’Alves et al. (2019), bien que sa contribution (33 %) et celle du BKF (24 %) différent

par rapport aux valeurs mentionnées précédemment.

B.3.3.2. Carbone suie
Les émissions d’EC ont été estimées grace a l'analyse thermo-optique des filtres
collecteurs des TSP. Cette méthode d’analyse et sa pertinence seront davantage détaillées et
discutées ultérieurement (CHAPITRE II, PARTIE 3, paragraphe 0). Les FE de I'EC calculés au
cours de ces travaux sont de 0,7 g.kg" pour la combustion a I'air libre des sarments, de 0,8 g.kg’

' pour celle des souches de vigne et de 0,6 g.kg"' pour celle des ETPV (Tableau 10). Ces valeurs
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sont du méme ordre de grandeur que la valeur moyenne donnée par la revue d’Akagi et al.
(2011) pour de la combustion a I'air de résidus agricoles (Tableau 10) ou par les travaux
d’Alves et al. (2019) pour de la combustion a I’air libre de branches de saule. En revanche, elles
sont plus élevées que celle donnée par la revue d’Andreae (2019) ou par les travaux d’Alves et
al. (2019) pour de la combustion a I'air libre de sarments (Tableau 10). Ces derniers auteurs
ont pourtant eu recours a la méme méthode d’analyse du carbone élémentaire, c’est-a-dire la
meéthode thermo-optique avec le protocole European Supersites for Atmospheric Aerosol
Research (EUSAAR). De méme que pour les HAP, il est possible que cette différence provienne
du fait que les émissions particulaires étaient presque deux fois moins importantes pour les
travaux d’Alves et al. (2019).

C. Evaluation des émissions atmosphériques issues de la
combustion a I'air libre des coproduits viticoles en Pays de
Savoie

L’inventaire des gisements de coproduits viticoles réalisé au cours de ces travaux
(Tableau 9) a permis de mieux connaitre le taux de pratique du briilage a I'air libre chez les
professionnels viticoles du territoire et les raisons y conduisant. Une campagne de
prélevements des fumées émises par cette pratique a permis d’estimer les facteurs
d’émissions des principaux polluants qu’elle génére (Tableau 10). Ces résultats viendront
compléter la littérature scientifique encore limitée en ce qui concerne les émissions issues de
cette pratique. Les différences mises en évidence avec les résultats de ’étude d’Alves et al.
(2019), portant sur la combustion a I'air libre de sarments, suggerent que les taux d’émissions
de combustion a I'air libre de cette biomasse sont dépendants des conditions de br{ilage. Ainsi,
pour une méme pratique de briilage, les taux d’émissions de polluants seront dépendants du
climat et de la période de réalisation. L’ensemble des données collectées pendant ce travail de
these a été utilisé pour évaluer les émissions annuelles liées au brilage a l'air libre des
coproduits viticoles sur le territoire des Pays de Savoie. Ces résultats, issus de la multiplication
des masses de coproduits briilés (Tableau 9) avec les FE déterminés (Tableau 10) au cours de
cette étude, sont présentés dans le Tableau 11. D’apres ceux-ci, la combustion a I’air libre des
sarments représente entre 65 % et 82 % des émissions induites par le briilage de ’ensemble
des coproduits, en raison de la masse importante de coproduit briilée par rapport aux souches
de vigne ou aux écarts de tri de pépinieres viticoles. L'ensemble des émissions s’éléve a 21 t
de TSP émises annuellement sur le territoire des Pays de Savoie, dont 17 t seraient des PM,. 2
kg de benzo[a]pyréne, espece chimique cancérogene, seraient également émises. Des travaux
ont évalué la masse de pollutants émise par divers types de combustion de biomasse au niveau
mondial et les présents résultats pourront venir compléter ces inventaires (Andreae et Merlet,
2001; Andreae, 2019).
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Tableau 11. Estimation des masses de polluants atmosphériques (t.an’, kg.an’ou g.an’) émis
annuellement par la pratique du briilage a 'air libre des coproduits viticoles en Pays de Savoie.

Ecarts de tri de
Sarments et Souches de

pépinieres

résidus assimilés vigne i
viticoles

Emissions gazeuses (t.an")
CO. 1237 12 333
0] 139 1 29
NOx 1,7 1,3.10? 0,5
Emissions particulaires (kg.an")
TSP 15030 155 5900
PM,, 11250 108 5960
PM.; 11160 108 5960
PM, 11070 107 5660
EC 630 8 120
4 HAP (g.an™) Benzo[b]fluoranthéne 900 7 200
Benzo[k]|fluoranthéne 540 5 140
Benzo[a]pyréne 1620 13 400
Indénol1,2,3-cd]pyréne 720 6 180
Total 3870 31 940

Mais a ce jour, il n’y a, a notre connaissance, pas d’étude similaire ayant été réalisée sur
des territoires viticoles et permettant une comparaison directe de ces résultats. En 2011, Atmo
AURA a réalisé une étude visant a évaluer le gain, en termes d’émissions polluantes, de la
valorisation thermique des sarments en chaudiére par rapport a leur briilage a I'air libre dans
le Beaujolais, territoire au climat proche de celui des Pays de Savoie (Atmo AURA, 2011).

Les facteurs d’émissions pour le briilage a l'air libre des sarments utilisés dans cette
étude sont ceux rapportés dans le guide d’inventaire du programme EMEP/EEA de (2009). En
utilisant ces facteurs d’émissions (3 g.kg"') et en considérant que 30 % de la production de
sarments est briilée dans le Beaujolais, I'étude d’Atmo AURA a estimé a 26 t.an* la masse de
TSP émises par cette pratique. En conservant les tonnages mentionnés par cette étude sur le
territoire du Beaujolais mais y en appliquant les facteurs d’émissions des TSP obtenus au cours
de ces travaux de thése (17 g.kg"') pour la combustion a I'air libre des sarments, cette masse
serait alors estimée a 142 t.an, soit cinq fois plus.

Bien que le briilage a I’air libre des coproduits viticoles soit de plus en plus prohibé, en
France notamment, sa pratique est encore ancrée dans les traditions viticoles et n’a donc pas
encore totalement disparue et ce, malgré les interdictions®. Pourtant, il a été estimé que la

combustion de biomasse serait responsable de pres de 5 % des déceés mondiaux, notamment

* Tirage et briilage des sarments de vigne en Bourgogne, https://www.youtube.com/watch?v=johE6NsnC10, consulté
le 24 Octobre 2020.
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du fait de sa contribution importante (environ 12 %) aux émissions particulaires mondiales
(Lelieveld et al., 2015; Sigsgaard et al., 2015; Yadav et Devi, 2019).

L’estimation de la contribution d’une source a la pollution ambiante repose sur plusieurs
méthodes d’attribution (déconvolution) de ses sources. Ces méthodes d’attribution ne seront
pas développées dans ce manuscrit mais, en ce qui concerne les particules fines, elles
requierent un minimum de connaissances sur la composition de ces dernieéres selon leur
source émettrice (Viana et al., 2008a). Au cours de la campagne de prélevement des émissions
de combustion a I'air libre de coproduits viticoles présentée dans ces travaux de these, les TSP
collectées sur filtre ont également été caractérisées chimiquement. La spéciation de différentes
especes chimiques, en fonction de la biomasse briilée, est détaillée dans la partie suivante.

PARTIE 3 - CARACTERISATION CHIMIQUE DES EMISSIONS
PARTICULAIRES

A. Méthodologies de spéciation et de quantification

A.1. Aspects généraux

La campagne VITIVALO présentée dans la partie précédente a permis de collecter sur
filtre en fibre de tissu quartz les particules totales (TSP) émises par la combustion a I'air libre
de divers coproduits viticoles. Pour rappel, ces coproduits comprenaient les sarments a 40-
50 % d’humidité, les souches de vigne a 20 % d’humidité, les écarts de tri de pépinieres viticoles
(ETPV) a 50 % d’humidité auxquels ont été ajoutés des charges d’allumage. Pour chaque type
de biomasse brilée, au moins quatre prélevements sur filtre ont été réalisés. Apres leur
quantification par mesure gravimétrique, les filtres ont été soumis a différentes extractions et
analyses pour en déterminer la composition chimique. Environ 120 composés ont ainsi pu étre
identifiés. Les différentes analyses ont été réalisées au Laboratoire EDYTEM et a I'Institut de
des Géosciences de I'’Environnement (IGE, 38400 Saint-Martin-d'Heres, Isére, France). Le détail
de I’ensemble des résultats est disponible en ANNEXES (Tableau Al). Ces mesures ont permis
d’établir la composition globale des TSP et de détailler la spéciation de la fraction organique
et des ions inorganiques.

De méme que pour l'estimation des émissions gazeuses et particulaires, la
caractérisation chimique des TSP a été systématiquement corrigée en tenant compte de la
composition des TSP de I'air ambiant. En effet, lors des essais de combustions, les fumées
primaires ont été diluées environ 26 fois avec de I'air ambiant afin de les refroidir et d’obtenir
des émissions représentatives des conditions ambiantes. En paralléle des essais de
combustion, des prélevements des TSP de I’air ambiant ont été effectués et les filtres analysés.
Cet échantillonnage a permis de connaitre la composition des particules ambiantes et ainsi
d’estimer la part d’espéces chimiques provenant de la dilution. Cette fraction a
systématiquement été déduite des prélevements de combustions (SECTION EXPERIMENTALE,
PARTIE 1, paragraphe C.3).
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A.2. Analyses

A.2.1. Fraction carbonée (carbone organique et carbone
élémentaire)

Les parts d’0OC et d’EC ont pu étre déterminées conjointement grace a I'analyse thermo-
optique des filtres de prélévement. Cette analyse, basée sur une montée en température en
paliers successifs de I'échantillon, sous atmosphére inerte puis oxydante, permet la séparation
de I'0OC et de I'EC (Karanasiou et al., 2015). Les paliers de montée en température utilisé sont
basés sur le protocole EUSAAR (SECTION EXPERIMENTALE, PARTIE 1, paragraphe B.3.1).

La détermination de I'0OC et de I'EC a pu étre sujette a plusieurs artefacts de mesure
qu’il faut garder a I'esprit. Les filtres de combustion de biomasse peuvent étre chargés en
composés, tels que les substances humiques, absorbant le rayonnement lumineux et formant
le brown carbon (BrC). De par ses propriétés optiques, le BrC peut entrainer une surestimation
de I'EC lors de I'analyse des filtres par méthode thermo-optique (Andreae et Gelencsér, 2006;
Saleh et al., 2013). La surestimation de I'EC entraine en conséquence une sous-estimation de
I’OC. Des analyses par mesure optique du black carbon (BC) par Aethalomeétre™ ont également
été effectuées au cours de la campagne de préléevement. Cette méthode permet notamment
d’estimer la part de BrC. Les résultats associés a cette mesure n’ont pas encore pu étre traités
mais, a terme, l'intercomparaison entre les deux méthodes d’analyses du carbone suie
permettra d’évaluer la pertinence des mesures d’EC et donc d’OC. Cela a été évoqué
précédemment (CHAPITRE II, PARTIE 2, paragraphe A.4.2.2), le prélevement des particules
sur filtre peut étre aussi sujet aux phénomenes d’adsorption/volatilisation de COV, biaisant
I'estimation de 'OC (McDow et Huntzicker, 1990; Xue et al., 2019).

Ces différents artefacts peuvent avoir des effets opposés et leur importance est
difficilement appréhendable, d’autant plus que la littérature manque de données comparatives
pour cette biomasse. De plus, les ETPV contiennent de la paraffine dont les effets sur les

prélevements particulaires et les analyses sont inconnus.

A.2.1. Méthode d’estimation de la matieére organique

Les familles chimiques organiques citées précédemment constituent une partie de la
matiere organique (OM) des particules de combustion de biomasse. L’OM représente environ
80 % de la masse particulaire pour cette source d’émission, a laquelle s’ajoutent le carbone
suie et les espéces ioniques inorganiques (Reid et al., 2005; Andreae, 2019). D’autres éléments
traces, tels que des métaux peuvent également étre présents. L’'OM peut étre directement
mesurée en air ambiant et a I’émission par spectrométrie de masse des aérosols (AMS pour
Aerosol Mass Spectrometer) (Aiken et al., 2008; Yazdani et al., 2020).

Une autre technique courante consiste a estimer I'OM a partir du carbone organique (OC)
présents sur les filtres de préléevements de particules et mesuré par analyse thermo-optique.

La part de 'OM est alors déterminée grace a un facteur de conversion Fyy 0. appliqué a 'OC :
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OM = Fyp ¢ X OC. Ce facteur reflete le degré de fonctionnalisation de 'OM et, de maniére
générale, plus I'OM contient d’hétéroatomes, tels que de 'oxygeéne, et plus fyy o Sera grand.
Ce facteur est couramment déterminé grace a des mesures de 'OM par AMS effectuées en
paralléle des mesures d’OC par analyse thermo-optique des filtres de prélévements
particulaires. Actuellement, un facteur Fyy,, de 1,6 est réguliérement utilisé pour les
émissions de combustion de biomasse suite aux travaux d’Aiken et al. (2008). Des valeurs de
lordre de 2 ont également été rapportées et sont expliquées par la présence de composés
hautement fonctionnalisés tels que le 1évoglucosan (Turpin et Lim, 2001; Aiken et al., 2008;
Andreae, 2019). En effet, le ratio entre la masse moléculaire de ce composé et sa masse en
carbone est de 2,3 et il peut représenter a lui-seul 17-30 % de la masse de I’'OM (Schauer, 1998).
De ce fait, le facteur de conversion Fyy o est dépendant de la composition de la biomasse
briilée. Les travaux d’Aiken et al. (2008) montrent notamment que les combustions a I’air libre
simulées en laboratoire de deux especes végétales, du pin tordu et des arbustes, donnent des
facteurs de conversion Fyy o de 1,56 et 1,7 respectivement. D’autres travaux, portant sur une
méthode de détermination différente (développée dans le paragraphe suivant) font état de
valeurs a I’émission variant de 1,0 a 1,5 selon la biomasse briilée (Bhattarai et al., 2018). D’autre
part, 'oxydation progressive des émissions de combustions de biomasse dans ’atmosphére
entraine une augmentation de la fonctionnalisation globale de I'OM des particules et donc une
augmentation du facteur de conversion Fyy 0. (Aiken et al., 2008; Bhattarai et al., 2018;
Yazdani et al., 2020). Pour une méme source, des particules prélevées a 'émission ou en
conditions proches de I’ambiant n’auront ainsi par la méme proportion massique d’OM.

Les analyses de la fraction carbonée des particules (TSP) émises par la combustion de
coproduits viticoles présentées dans ce manuscrit comprennent une mesure conjointe de ’'0OC
et du carbone suie par méthode thermo-optique (EC). Il aurait été envisageable de convertir
directement I'OC mesuré en OM grace au facteur de conversion Fyy o de 1,6 régulierement

utilisé. Néanmoins, il a semblé plus pertinent de calculer un Fyy o propre aux combustions

étudiées au cours de ces travaux et ce, pour deux raisons. La premiere est relative a la
différence de composition entre les biomasses utilisées dans la littérature pour établir les
Fomjoc > 1,6 et celles testées dans cette étude. Entre autres, la proportion en lévoglucosan
mesurée dans les émissions particulaires de combustion de coproduits viticoles, 6-7 % de la
masse des TSP (CHAPITRE II, PARTIE 3, paragraphe B.3.1), est trés faible en comparaison avec
les 17-30 % de la masse de I’'OM annoncés par la littérature, sachant que ’'OM compte pour
environ 80 % de la masse particulaire des émissions de combustion de biomasse (Andreae et
Crutzen, 1997; Reid et al., 2005b). La seconde raison est que les préléevements réalisés au cours
de ces travaux ont été dilués seulement 26 fois, c’est-a-dire 400 fois moins qu’au cours des
travaux d’Aiken et al. (2008) ayant établi des valeurs de Fy 0. de 1,6. Il est probable quune
différence de dilution aussi importante impacte 'oxydation des émissions particulaires et
donc la proportion d’OM. Lorsqu'une analyse directe de I’'OM par AMS n’est pas possible,

comme cela a été le cas au cours des travaux présentés dans ce manuscrit, une autre technique
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de détermination de sa contribution a la masse particulaire est possible. Cette méthode
consiste a soustraire de la masse particulaire la part de carbone suie et la masse des especes
inorganiques (ions et métaux) pour ainsi obtenir la part restante attribuée a I’'OM (Bhattarai et
al., 2018; Jayarathne et al., 2018). Facultativement, le facteur de conversion F, o peut ensuite
étre déterminé a conditions qu'une mesure d’OC ait été effectuée. Cette méthode suppose que
le carbone suie et les especes inorganiques mesurés représentent la fraction massique majeure
des particules une fois la masse de 'OM déduite, ce qui est le cas pour les particules issues de
combustion de biomasse (Akagi et al., 2011; Andreae, 2019). En effet, la fraction métallique
est systématiquement mesurée a I’état de traces dans les PM émises par ce type de combustion
(Turn et al., 1997; Li et al., 2007; Schmidl et al., 2008b; Jayarathne et al., 2018). Ainsi, c’est

cette derniere méthode d’estimation de ’'OM qui a été retenue au cours de ces travaux.

A.2.2. Fractions organique et inorganique

Parallélement aux mesures directes d’OC et d’EC, les filtres ont été traités pour extraire
la fraction des TSP soluble dans l'eau et la fraction insoluble. Diverses analyses ont été
réalisées sur les extraits pour caractériser la fraction organique et inorganique des TSP. Les
espéces chimiques qui ont été ciblées sont fréquemment retrouvées dans la composition des
particules issues de combustion de biomasse. Les principales familles de composés
organiques recherchés et les méthodes d’analyse associées sont :

- Les monosaccharides anhydres par chromatographie ionique équipée d’'un détecteur de
type ampérométrie pulsée ;

- Les méthoxyphénols par chromatographie gazeuse équipée d'un détecteur de type
spectrométrie de masse ;

- Les HAP par chromatographie liquide équipée d'un détecteur de type fluorescence, ainsi
que des HAP méthylés par chromatographie gazeuse a spectrométrie de masse ;

- Les alcanes linéaires par chromatographie gazeuse équipée d'un détecteur de type
spectromeétrie de masse.

En raison des incertitudes liées aux mesures de I'OC et de I'EC et donc de la matiere
organique (OM), les résultats associés a la spéciation de la fraction organique ont été exprimés
en concentration massique de composé par rapport a la masse de TSP (typiquement 11g.g" )
et non par rapport a la masse d’OM.

Huit espéces ioniques inorganiques, comprenant chlorure (Cl), nitrate (NOs), sulfate
(SO.»), sodium (Na*), ammonium (NH,"), potassium (K*), magnésium (Mg?**) et calcium (Ca*"), ont
été analysées par chromatographie ionique équipée d’un détecteur conductimétrique. D’apres
la littérature, les ions K*, SO.* et Cl représentent généralement plus de 70 % de la masse des
ions analysés pour les PM issues de combustion a I'air libre de biomasse, dont les sarments,
assurant ainsi une bonne représentativité de la mesure de la fraction organique telle que
réalisée dans ces travaux de thése (Hays et al., 2005; Zhang et al., 2017; Alves et al., 2019). La
fraction métallique n’a pas été mesurée mais d’apres la littérature elle est systématiquement

négligeable en comparaison a la fraction ionique pour ce type de combustion (Turn et al., 1997;
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Li et al., 2007; Schmidl et al., 2008b; Jayarathne et al., 2018). Une portion de filtre a néanmoins
été conservée en vue d'une future analyse des métaux, notamment pour la recherche de
résidus métalliques tels que le cuivre, largement utilisé lors des traitements de la vigne contre

certaines maladies.

A.2.3. Dépendance de la constitution des particules totales a
I'efficacité de combustion

Pour vérifier la cohérence des différentes analyses, les masses de composés par filtre
estimées d’aprés leur méthode de caractérisation ont été confrontées aux masses de TSP sur
filtre déterminées par mesures gravimétriques, pour les combustions de sarments. A
I’exception de 'EC, une bonne corrélation a été observée (R? > 0,30, voir ANNEXES, Figure A2,
pour les graphes détaillés). L’absence de corrélation entre la masse d’EC et la masse de TSP
sur filtre (mEC = 3,4 x mTISP + 1626, R? = 0,01 avec mEC et miI'SP exprimées en pg.filtre" et
mg.filtre' respectivement) suggeére que la masse d’EC mesurée par méthode thermo-optique
ne dépend pas de la masse de TSP présente sur le filtre. Il est cependant difficile de savoir
d’ou provient ce manque d’ajustement. Compte tenu des différents points abordés
précédemments (CHAPITRE II, PARTIE 3, paragraphe A.2.1), il est possible que des artefacts
de mesures en soient la cause. Néanmoins, la bonne corrélation entre la masse d’OC et la
masse de TSP sur filtre (mOC = 517 x mISP + 4979, R? = 0,83 avec mOC et mTSP exprimées
en pg.filtre' et mg.filtre' respectivement) montre que les analyses thermo-optiques sont
cohérentes, pour I'OC en tous cas, méme pour des filtres chargés en TSP.

Bien que les tendances ne soient pas marquées, la concentration en EC des TSP, exprimée
en masse d’EC mesurée par masse de TSP ([EC]lwp) sur filtre, et le ratio EC/TC semblent
augmenter avec la MCE, comprise entre 0,78 et 0,84 pour les combustions de sarments (Figure
37B et C). Ces tendances pour le ratio EC/TC ont également été rapportées dans plusieurs
travaux portant sur les émissions de combustion de biomasse (Rau, 1989; McMeeking et al.,
2009; Hosseini et al., 2013; Jen et al., 2019). Plus particuliérement, les observations de Hosseini
et al. (2013) sont similaires aux constations faites au cours de ces travaux de thése : le ratio
entre carbone élémentaire et carbone total augmente exponentiellement avec la MCE (Figure
37B et Figure 37E) tandis que le facteur d’émissions en EC diminue avec 'augmentation de
cette derniere (Figure 37A et Figure 37D). Différentes études mentionnent ainsi que pour les
combustions de biomasse a MCE élevées (> 0,93), il est difficile de prédire les proportions d’OC
et d’EC et que le ratio entre les deux peut varier d'un facteur 2 pour une méme MCE et une
méme biomasse (Christian et al., 2003; Pokhrel et al., 2016). D’apres ce constat, il est alors
difficile de comparer les résultats obtenus par Alves et al. (2019) pour la combustion a I’air
libre de sarments dont la MCE était supérieure a 0,95 et ceux présentés dans ce manuscrit
dont la MCE moyenne est évaluée a 0,80. Il est également envisageable que cette conclusion

soit généralisable a I'ensemble des especes chimiques des particules.
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Figure 37. Comparatif entre les vésultats obtenus au cours de ces travaux pour la combustion a Iair
libre de sarments et les résultats compilés par Hosseini et al. (2013) pour les combustions de
diverses biomasses en fonction de lefficacité de combustion (MCE) pour A) et D) les facteurs

d’émissions en carbone élémentaire (FE EC en g.kg'), B) et E) le ratio entre carbone élémentaire et

carbone total (EC/TC) et C) la concentration en carbone élémentaires des TSP ([EC]:s» en mg.q'zsv).

D’autre part, Alves et al. (2019) ont caractérisé uniquement les PM,,, alors qu’au cours
de la campagne VITIVALO, I'’ensemble des particules (TSP) a été collecté et analysé. Des travaux
montrent pourtant que la composition particulaire dépend également de la fraction de
particules prélevée (Rau, 1989; Lee et al., 2008). Tous ces points rendent la comparaison avec
des travaux similaires délicate. Elle sera donc donnée essentiellement a titre indicatif, comme
gage de pertinence des résultats avec des tendances tres générales. Une attention plus
particuliére est ainsi portée sur la comparaison entre les coproduits testés au cours de la
campagne VITIVALO.

B. Composition des particules totales

L'ensemble des résultats obtenus a partir des diverses analyses des TSP émises par la
combustion a I'air libre des sarments, des souches de vigne et des ETPV est résumé sur la

Figure 38.
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Figure 38. Bilans de masse moyens de la composition chimique globale et spéciation de la fraction
organique des TSP émises lors de la combustion a 'air libre de coproduits viticoles.
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Cette figure présente la composition globale moyenne en OM, EC et en ions inorganiques

ainsi que la spéciation de la fraction organique identifiée selon la biomasse briilée. Entre 8 %
et 10 % de la masse totale des TSP ont été identifiés comme étant d’origine organique et
spécifiés tandis que la fraction ionique inorganique représente entre 2 % et 5 %. Etant donné
que les biomasses testées ont été tres peu, voire pas du tout, étudiées, la comparaison des
données obtenues dans ces travaux avec celles de la littérature reste trés générale. A cela
s’ajoute la dépendance de la composition des TSP a la MCE qui rend d’autant plus difficile la
comparaison avec la littérature. Ainsi, les résultats présentés dans les paragraphes suivants
se concentrent davantage sur les différences ou les similitudes entre les trois coproduits
viticoles. Afin de faciliter la lecture, seules les valeurs moyennes des résultats sont indiquées
dans le texte. La variabilité expérimentale et le nombre d’essais (/N) associé a une mesure sont

spécifiés sur les figures ou les tableaux et en ANNEXES (Tableau Al).

B.1. Spéciation de la fraction carbonée

B.1.1. Quantification de la matiere organique

La Figure 38 montre que ’'OM contribue pour 90 % de la masse des TSP émises par la
combustion a l’air libre des sarments et souches de vigne et 96 % pour les ETPV. Les facteurs
de conversion Fyy o en résultant sont de 1,4 pour les sarments et de 1,5 pour les souches de
vigne et pour les ETPV. Ces valeurs sont proches de la valeur de 1,6 annoncée par la littérature
(Aiken et al., 2008). Pour les sarments, cette valeur est plus faible alors que la part d’'OM est
identique a celle déterminée pour les souches de vigne. Cette différence peut provenir d'une
fonctionnalisation moins importante de la matiere organique constituant les sarments. En
effet, le métabolisme des plantes, notamment le métabolisme secondaire constitué de
composés riches en hétéroatomes (oxygene, azote, soufre), devient plus performant lorsque
Porganisme vieillit (Grigg, 2017; Padilla-Gonzalez et al., 2019). Les souches de vigne ayant
plusieurs années, voire dizaine d’années, et les sarments étant des bois de I'année, cette
hypothése pourrait expliquer les écarts entre leurs facteurs Fyy o respectifs. D’autre part, les
souches de vigne sont en contact direct avec la terre, son humidité et ses microorganismes, ce
qui accroit la biosyntheése de métabolites secondaires par la plante au niveau de la zone de
contact avec le sol (Bavaresco et al.,, 2003; Gabaston et al., 2019). Ce phénomeéne peut
également expliquer pourquoi le facteur Fyy,o pour la combustion des ETPV, pourtant plus
jeunes, est plus élevé que pour les sarments. En effet, les ETPV sont aussi en contact direct
avec la terre et présentent des racines et des radicelles, lieux ou la pression exercée par les
pathogénes du sol est accrue. En adoptant la méme démarche de détermination, la
contribution de ’'OM des PM,, issues de la combustion a I'air libre de sarments réalisée par
Alves et al. (2019) est estimée a 91 %, ce qui est trés proche de la valeur présentée
précédemment. Le facteur de conversion Fyy o qui en découle est cependant nettement plus
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élevé : 3,0. Cette divergence provient d'une valeur moyenne d’OC bien plus faible que celle
déterminée au cours de la campagne VITIVALO (voir ci-apres).

B.1.2. Carbone organique et carbone élémentaire

D’apres les analyses thermo-optiques réalisée dans ces travaux, la concentration
massique de I'OC représente 645 mg.g'w» pour la combustion a I'air libre des sarments,
591 mg.g'w» pour celle des souches de vigne et 644 mg.g'w pour celle des ETPV. L’EC
représente quant a lui 46 mg.g"'w, 70 mg.g "' et 20 mg.g "' respectivement. D’apres la revue
d'Andreae (2019), ces proportions sont plus proches des caractéristiques des particules
émises par les feux de forét tempérée (592 mg.g"'+» pour I'OC et 30 mg.g" pour I'EC) que par
les feux de résidus agricoles (380 mg.g"'+» pour 1'OC et 33 mg.g'w pour I'EC). Les travaux
d’Alves et al. (2019) donnent une valeur de 308 mg.g "m0 pour ’'OC et de 37 mg.g "' mio pour 'EC
des PM,, issues de la combustion a l'air libre de sarments. Comme évoqué précédemment
(CHAPITRE II, PARTIE 3, paragraphe A.2.3), il est difficile de savoir quelle est la cause des
divergences ou similitudes observées entre les résultats de la présente étude et ceux d’Alves
et al. (2019).

Le ratio OC/EC est couramment utilisé pour déterminer la source d’'un aérosol carboné.
I1 est de 'ordre de 5-20 pour de la combustion a l'air libre de biomasse méme si des valeurs
proches de 150 ont été rapportées pour de la combustion de tourbes (Akagi et al., 2011;
Andreae, 2019). En revanche, pour des particules issues des émissions de pot d’échappement
de véhicules diesel, ce ratio est de I'ordre de 1 (McDow et al., 1996). D’apres les résultats
obtenus au cours de la campagne VITIVALO, les ratios OC/EC pour les TSP émises par la
combustion a l'air libre des coproduits viticoles sont de 15 pour les sarments, 10 pour les
souches de vigne et de 36 pour les ETPV. Pour la combustion de sarments a I'air libre, les
travaux d’Alves et al. (2019) donnent un ratio OC/EC de 10, plus faible que celui de cette étude.
Malgré les incertitudes liées a I’évolution des proportions d’OC et d’EC pour des valeurs de
MCE élevées, cette différence est cohérente avec I’hypothese d'une combustion des sarments
moins efficace au cours des essais réalisés dans le cadre de ces travaux de these. Les TSP
émises par la combustion a I'air libre des ETPV se distinguent des autres par un ratio OC/EC
nettement plus élevé. Des travaux portant sur les émissions de combustion de déchets verts
rapportent un ratio OC/EC de 24 (Piot, 2011). D’autres études portant sur la combustion de
bois en cheminée ou de paille de riz a I’air libre mentionnent des ratios OC/EC dépassant les
30 avec I'hypothése que des COV se soient adsorbés sur les filtres a particules, surestimant la
part d’OC (Fine et al., 2002, 2004; Hays et al., 2005). En ’absence de méthode d’estimation, ce

phénomeéne n’est, bien évidemment, pas exclu.

B.2. Spéciation de la fraction ionique inorganique

La fraction ionique inorganique compte pour environ 5 % (50 mg.g":), 3 % (28 mg.g ")
et 2% (19 mg.g") de la masse des TSP émises par la combustion a 'air libre des sarments,

des souches de vigne et des ETPV, respectivement (Figure 38 et Figure 39). Les travaux d’Alves
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et al. (2019) donnent une valeur de 5,3 %, en incluant les ions Br, F, PO,* et NO., non mesurés
pour ces travaux de thése, représentant toutefois moins de 1 % de la masse totale des PM,,
émises par la combustion a l'air libre de sarments. La répartition des différents ions a
également été spécifiée au cours des présents travaux et est présentée sur la Figure 39. A
I'instar de divers travaux, les ions K*, SO, et Cl représentent plus de 70 % de la masse des
ions analysés pour les trois biomasses étudiées (Hays et al., 2005; Zhang et al., 2017; Alves et
al., 2019). Leurs contributions relatives ne sont cependant pas tout a fait identiques selon le
coproduit viticole briilé. La concentration massique en K* des TSP issues de la combustion des
sarments est de 19 mg.g'+, et de 4 mg.g"'+ pour les souches de vigne et les ETPV. Les résultats
présentés sur la Figure 39 confirment que la concentration des ions K*est importante pour

les TSP issues de la combustion a I’air libre des sarments.
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Figure 39. Contributions relatives (pourcentages massiques) et concentrations massiques (mg.q*:se)
des ions des TSP émises lors de la combustion a I'air libre des coproduits viticoles.

Sa contribution a la masse totale des ions s’éleve a 38 % et explique la part plus
importante que représente la fraction ionique dans la masse des TSP émises par cette
combustion (5 %) par rapport aux deux autres coproduits viticoles (2-3 %). Les travaux d’Alves
et al. (2019) ont également estimé a 38 % la contribution relative des ions K' pour la
combustion a I'air libre de sarments et, bien que les auteurs ne spécifient pas les proportions
exactes des autres especes ioniques, leurs spéciations semblent similaires aux résultats
présentés sur la Figure 39 pour les sarments. Les contributions relatives des ions K* sont de
15 % pour les souches de vigne et de 23 % pour les ETPV. Certains auteurs ont proposé
I'utilisation des ratios K*/OC et K*/EC pour caractériser les sources d’émissions de combustion
de biomasse, riches en potassium a l'inverse des émissions de combustion d’énergies fossiles
(Echalar et al., 1995; Zhang et al., 2017). Les ratios K*/EC pour ces travaux sont de 0,4 pour les
sarments et de 0,2 pour les ETPV mais seulement de 0,07 pour les souches de vigne. Les

travaux d’Alves et al. (2019) donnent une valeur similaire pour les sarments, de 0,5.
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Hormis pour les ions NOjy, qui contribuent davantage a la masse totale des ions pour les

TSP issues de la combustion des souches de vigne (14 %) que pour les deux autres coproduits

viticoles (4-6 %), le profil de contribution relative des autres espeéces inorganiques est similaire
pour les trois biomasses.

B.3. Spéciation de la fraction organique

B.3.1. Monosaccharides anhydres (lévoglucosan, mannosan et
galactosan)

Les monosaccharides anhydres que sont le lévoglucosan (L), le mannosan (M) et le
galactosan (G) sont spécifiques aux émissions de combustion de biomasse et sont largement
utilisés comme traceurs de cette source (Simoneit et al., 1999). D’apres les résultats présentés
sur la Figure 38 et la Figure 40, leur concentration massique totale ((Monosacc.]:y) s’éleve de
60,1 mg.g'w a 69,2 mg.g'w pour les émissions de combustion a l'air libre des coproduits
viticoles avec une nette prédominance du lévoglucosan (87-92 %) par rapport aux deux autres
composés. Ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que pour les émissions particulaires
issues de la combustion a I’air libre de diverses herbes ou de feux de forét (Oros et al., 2006;
Andreae, 2019). Elles sont cependant bien plus élevées que les 23,1 mg.g"'nio donnés par les

travaux d’Alves et al. (2019) pour la combustion a I’air libre de sarments (Figure 40).
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Figure 40. Contributions relatives (pourcentages massiques) et concentrations massiques (mg.g*rs»)
des monosaccharides anhydres des TSP émises lors de la combustion a I'air libre des coproduits
viticoles.

Les ratios L/OC exprimés en mg.g"'oc, varient de 86 mg.g'oc a 97 mg.g"'oc. Ces valeurs sont
du méme ordre de grandeur que les valeurs obtenues pour la combustion a I'air libre de paille

de riz et de blé (Hays et al., 2005). Pour la combustion a ’air libre des sarments, les travaux
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d’Alves et al. (2019) donnent un ratio L/OC bien plus faible, de 39 mg.g"«c et de méme ordre
de grandeur que celui obtenu a partir de la combustion de déchets verts (Piot, 2011).

Les ratios entre le lévoglucosan et le mannosan (L/M) sont propres a la dureté du bois
bralé (Oros et Simoneit, 2001b; Fine et al., 2004). Pour les bois tendres, tels que les coniféres
ou le bouleau, ce ratio est de 'ordre de 3 a 7 alors que pour les bois durs comme la plupart
des feuillus il s’éléve de 13 a 23. Les ratios L/M moyens calculés au cours de ces travaux sont
de 18 pour les sarments, de 13 pour les souches et de 23 pour les ETPV. Ils sont du méme
ordre de grandeur que ceux pour de la combustion de bois durs en foyer fermé ou de déchets
verts a I'air libre (Fine et al., 2004; Piot, 2011). Le ratio L/M calculé pour la combustion a I'air
libre des sarments d’apres les travaux d’Alves et al. (2019) est plus faible avec une valeur de
8,8 pour un prélevement des PM,,.

B.3.2. Meéthoxyphénols

Divers méthoxyphénols, résultant notamment de ’altération thermique de la lignine, ont
également été analysés pour les TSP émises par la combustion a l'air libre des coproduits
viticoles. La concentration massique totale des treize composés identifiés et quantifiés
([Méthox.]+») est présentée sur la Figure 41 et s’éleve a 10,8 mg.g'w» pour les sarments,
12,8 mg.g'» pour les souches de vigne et 7,8 mg.g'y, pour les ETPV. La plus faible
concentration en méthoxyphénols des TSP issues de la combustion a I'air libre des ETPV peut
provenir du fait que le bois se lignifie en vieillissant (Meinzer et al., 2011). Ainsi, les ETPV,
vieux d’a peine huit mois environ, contiennent probablement moins de lignine que les deux
autres biomasses, vieilles d’au moins un an pour les sarments et de plusieurs années pour les
souches de vigne.

Les contributions relatives de chaque méthoxyphénol sont cependant relativement
similaires entre les différentes biomasses. Le 4-propenylsyringol est le composé majoritaire et
représente 31 % des méthoxyphénols analysés pour les sarments, 21 % pour les souches de
vigne et 33 % pour les ETPV. Alves et al. (2019) ont identifié davantage de méthoxyphénols
mais parmi les composés en commun avec les analyses présentées dans ce manuscrit, le 4-
propenylsyringol fait également partie des méthoxyphénols prédominants, ainsi que le 4-
méthylsyringol et l'acétosyringone. Des auteurs ont suggéré d’utiliser les ratios entre le
lévoglucosan (L) et certains méthoxyphénols pour distinguer les biomasses briilées (Jimenez
et al., 2007). Parmi les méthoxyphénols, I'acide syringique (AcSyr) est absent des émissions
particulaires de combustion de bois tendres (conifeéres et bouleau) mais présent pour la
plupart des bois durs et herbes (Fine et al., 2001; Oros et Simoneit, 2001b; Fine et al., 2002,
2004; Oros et al., 2006).
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Figure 41. Contributions relatives (pourcentages massiques) et concentrations massiques (mg.q'se)
des méthoxyphénols des TSP émises lors de la combustion a I'air libre des coproduits viticoles.

Ce composé a en effet été proposé comme traceur de la combustion d’angiospermes
(Simoneit, 2002). Les ratios L/AcSyr pour les différentes biomasses mentionnées
précédemment varient de 6 en moyenne pour les herbes et 42 pour les bois durs. L’étude
d’Alves et al. (2019) donne un ratio de 137 pour la combustion a I’air libre de sarments. D’apres
les résultats obtenus dans cette these, le ratio L/AcSyr moyen est de 182 pour les sarments,
73 pour les souches de vigne et 217 pour les ETPV. D’apres ces valeurs, les coproduits viticoles
se démarquent relativement bien entre eux et nettement des autres biomasses de la littérature.
Le ratio L/AcSyr pourrait donc constituer un indicateur spécifique de combustion de biomasse
viticole et il serait intéressant de tester son utilisation dans les méthodologies d’estimation de

contribution de sources d’émissions de PM.

B.3.3. Hydrocarbures

B.3.3.1. Hydrocarbures aromatiques polycycliques
Parmi les seize HAP classés prioritaires par 'US-EPA*, les douze HAP les plus lourds,
ainsi que le triphényléne (Tri), le benzol[e]pyrene (BeP) et le coronéne (Cor), ont pu étre
analysés. Les quatre HAP classés prioritaires les plus légers (naphtaléne, acénaphtyléne,
acénaphtene et fluoréne) n’ont pas été recherchés en raison de leur caractere volatile rendant
leur quantification dans la phase particulaire incertaine. Un HAP alkylé, le réténe (Ret),

caractéristique de la combustion de bois a également été analysé au cours de cette étude.

* Naphtaléne (Na), Acénaphtyléne (Acy), Acénaphténe (Ace), Fluorene (Fle), Anthracéne (Ant), Phénanthrene (Phe),
Fluoranthéne (Fla), Pyrene (Pyr), Benzola]anthracene (BaA), Chryséne (Chr), Benzola|pyrene (BaP),
Benzol[b]fluoranthéne (BbF), Benzo[k]fluoranthéne (BKF), Indéno[123-cd|pyrene (IP), Dibenzo[ah]anthracene (DbahA),
Benzo[ghi|péryléne (BghiP).
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Figure 42. Contributions relatives (pourcentages massiques) et concentrations massiques (mg.q'se)
des HAP non-substitués des TSP émises lors de la combustion a Uair libre des coproduits viticoles.

En effet, ce composé est généré par altération thermique des résines présentent dans le
bois, et en particulier dans le bois tendre issu de coniferes (Fine et al., 2001, 2002, 2004). Lors
de la combustion a l'air libre de déchets verts, il peut représenter jusqu’a 40 % de la masse
totale des HAP étudiés (Piot, 2011). Des HAP ramifiés sont également émis conjointement avec
leurs homologues non-substitués, notamment pour de la combustion de biomasse (Vicente et
al., 2016; Zhang et al., 2017). Les HAP méthylés (MethHAP), en particulier, sont largement
étudiés dans la littérature et ont donc été également recherchés et quantifiés au cours de ces
travaux de these.

Les concentrations massiques totales des HAP particulaires non-substitués ((HAP];)
émis lors de la combustion a l’air libre des coproduits viticoles est de 1,7 mg.g"w pour les
sarments, de 1,5 mg.g'w pour les souches de vigne et de 1,0 mg.g':, pour les ETPV (Figure
42). La plus faible contribution des HAP totaux a la masse des TSP issues de la combustion
des ETPV par rapport aux sarments pourrait provenir de I'absence d’émissions de HAP en
quantités détectables lors du briilage de la paraffine représentant 6 % de la masse des ETPV
(Fine et al., 1999).

La contribution relative de chaque composé par rapport a la masse totale des HAP est
indiquée sur la Figure 42. Les résultats montrent que I’allure du profil d’émission des HAP est
identique quelle que soit la biomasse briilée : le fluoranthéne (Fla) et le pyrene (Pyr)
représentent chacun 20-25 % de la masse totale des HAP suivis par le benzo[a]anthraceéne et
le benzo[a]pyrene comptant pour environ 11-13 % et 7 % respectivement. Ces profils sont
similaires a celui des émissions de HAP particulaires issus de la combustion a l’air libre de
sarments (Alves et al., 2019).
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Figure 43. Contributions relatives (pourcentages massiques) et concentrations massiques (mg.q'se)
des HAP méthylés des TSP émises lors de la combustion a 'air libre des coproduits viticoles

La discrimination entre les différentes biomasses briilées au cours de combustions a
I’air libre de coproduits viticoles n’est donc pas possible sur la base de cette seule signature
des profils d’émissions de HAP particulaires. D’autre part, cette signature est trés proche de
celle de la combustion de bois dur en foyer ouvert (Fine et al., 2001, 2002, 2004). Néanmoins,
le réténe représente 2-4 % de la masse totale des HAP émis par la combustion a I'air libre des
coproduits viticoles étudiés dans ces travaux, ce qui différencie cette pratique de la
combustion a I'air libre de déchets verts fortement émettrice (Piot, 2011).

La Figure 43 montre les profils en HAP méthylés des TSP issues de la combustion a I'air
libre des coproduits viticoles. Les concentrations massiques totales des HAP méthylés
([IMethHAP].) sont de 2,1 mg.g"w» pour la combustion a I'air libre des sarments, de 1,6 mg.g "+
pour celle des souches de vigne et de 1,4 mg.g' pour celle des ETPV. Les contributions
relatives de chaque composé en fonction de la biomasse briilée sont également indiquées sur
la Figure 43. De méme que pour les HAP non-substitués, les profils d’émissions sont
identiques pour les trois coproduits viticoles. Néanmoins, la forte contribution du méthyl-
pyréne (MethPyr) pour les émissions de combustion de ces biomasses se distingue,

notamment, des émissions de combustion de résidus de céréales (Zhang et al., 2017).

B.3.3.1. Alcanes linéaires
Les alcanes linéaires présentant un nombre d’atomes de carbone compris entre 11 (C,,)
et 40 (C4) ont été analysés mais seuls les composés de 18 a 35 carbones ont été détectés et
donc quantifiés lors de la présente étude. La contribution relative de chaque alcane par rapport
a la masse totale des alcanes C,5-Cs; est présentée sur la Figure 44. La concentration massique
totale des alcanes C,s-C;; émis par la combustion a l'air libre des sarments, des souches de

vigne et des ETPV s’éléve respectivement a 1,0 mg.g "', 0,3 mg.g":w» et 1,6 mg.g" rse.
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Le profil d’émissions issues de la combustion des sarments indique une prédominance

des alcanes impairs et en particulier le C,; et le C,. Ces constats sont similaires a ceux de
précédents travaux portant sur la combustion a I'air libre de déchets verts (Oros et al., 2006;
Piot, 2011). Le profil d’émissions issues de la combustion des souches de vigne montre
également une forte contribution du C,; et du C,, et une prédominance des alcanes impairs
mais ces deux tendances sont moins marquées pour cette biomasse. Le brilage des sarments
et des souches de vigne se caractérisent également par une distribution homogéne des autres
alcanes autour du C,, et du C.; dont la contribution a la masse des alcanes est deux fois plus
marquée dans le cas des souches de vigne. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus a partir
de la combustion de diverses essences de bois américain en foyer ouvert ou de la combustion
a I'air libre de coniféres et de feuillus (Fine et al., 200; Oros et Simoneit, 2001a, 2001b; Fine et
al.,, 2002, 2004). Enfin, les alcanes particulaires émis lors de la combustion des ETPV

présentent une distribution en forme de gaussienne centrée autour du C,; et du C...
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Figure 44. Contributions relatives (pourcentages massiques) et concentrations massiques (mg.q*:se)
des alcanes linéaires des TSP émises lors de la combustion a Iair libre des coproduits viticoles.

Ce profil d’émission est caractéristique du briilage de composés pétrosourcés tels que
le fioul ou la paraffine (Rogge et al., 1997; Fine et al., 1999). Cette particularité de distribution
est également a l'origine de la plus forte contribution des alcanes a la masse des TSP émises
par la combustion de cette biomasse par rapport aux deux autres coproduits viticoles. Cette
différence de signature des alcanes, observée entre les ETPV et les deux autres combustibles,
pourrait en partie s’expliquer par la présence de paraffine représentant pres de 6 % de la masse
des ETPV briilés. Deux alcanes ramifiés, le pristane (2,6,10,14-tétraméthylpentadécane) et le
phytane (2,6,10,14-tétraméthylhexadécane), indicateurs de sources d’émissions fossiles, telles
que les dérivés du pétrole, ont également été recherchés pour les différentes combustions
(Simoneit, 1984, 1985). Il est intéressant de noter que ces deux composés sont absents de

I’ensemble des échantillons, y compris des émissions de combustion des ETPV.
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L’indice de préférence carbone (CPI pour Carbon Preference Index) est un parametre
permettant de diagnostiquer la prédominance des alcanes impairs par rapport aux alcanes
pairs et donc d’identifier la source d’émission de ces composés. Sa formule a été présentée
dans I’équation (3) du CHAPITRE 1.

Il est également possible d’estimer la contribution des alcanes biogéniques (résidus de
cires végétales) a I'aide de la mesure des alcanes WAX dont le calcul a été détaillé dans
I’équation (4) du CHAPITRE L. Les valeurs obtenues pour ces deux parametres sont présentées
et comparées a celles de la littérature dans le Tableau 12. Les CPI obtenus lors de la présente
étude pour la combustion a I’air libre des différents coproduits viticoles sont de 3,2 pour les
sarments, de 1,6 pour les souches de vigne et de 1,1 pour les ETPV tandis que les alcanes WAX
représentent respectivement 53 %, 36 % et 8 % de la masse totale des alcanes. Les valeurs
élevées du CPI et de la proportion d’alcanes WAX pour la combustion des sarments confirment
la prédominance d’alcanes impairs d’origine biogénique. Le CPI est du méme ordre de
grandeur que celui de la combustion a 'air libre de déchets verts et la proportion d’alcanes
WAX proche de celle calculée pour la combustion a I'air libre de divers feuillus (Oros et
Simoneit, 2001b; Goncalves et al., 2011; Piot, 2011).

Tableau 12. Carbon Preference Index (CPI) et proportions d’alcanes biogéniques (Alc-WAX) calculés
pour les émissions de différentes combustions.

‘ Type de combustion CPI Alc-WAX Référence
Sarments (air libre) 3,2 53 % Cette étude
Divers bois caduques (air libre) 5,3 66 % Oros et Simoneit, 2001
Graminées (air libre) 6,3 70% Oros et al., 2006
Déchets verts (air libre) 3,0 - Gongalves et al., 2011
Déchets verts (air libre) 2,0 - Piot, 2011
Souches de vigne (air libre) 1,6 36 % Cette étude
Coniferes (air libre) 1,9 45 % Oros et Simoneit, 2001b
Diverses essences américaines (foyer ouvert) 1,2 30% Fine et al., 2001, 2002, 2004
ETPV (air libre) 1,1 8% Cette étude
Fioul (chaudiéere) 1,1 8% Rogge et al,, 1997
Paraffine de bougie 1,0 3% Fine et al., 1999

En tenant compte des deux parametres (CPI et alcanes WAX), la combustion a I’air libre
des souches de vigne est a nouveau similaire a la combustion de diverses essences de bois
américain en foyer ouvert et a la combustion a I'air libre de coniféres dont les CPI varient de
1,2-1,9 et la proportion d’alcanes WAX de 30 % a 45 % (Fine et al., 2001; Oros et Simoneit,
2001b; Fine et al., 2002, 2004). Les émissions de la combustion a l'air libre des ETPV se
caractérisent par un CPI et une proportion d’alcanes WAX proches de ceux de la combustion
de paraffine pure ou de fioul dont les valeurs sont respectivement de I'ordre de 1 et de 3-8 %
(Rogge et al., 1997; Fine et al., 1999). La présence de paraffine dans les ETPV pourrait étre a

I'origine de ces particularités.
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La présence de phytone (6,10,14-triméthylpentadécan-2-one), produit d’altération
thermique et d’oxydation du phytol, un alcane fonctionnalisé faisant partie des composants
de la chlorophylle, est également a noter pour la combustion a l'air libre des trois coproduits
viticoles. Sa concentration massique s’éléeve a 33 ng.g'w (FE = 554 pg.kg') pour les sarments,
14 ng.g'w (FE = 215 ng.kg"') pour les souches de vigne et 21 ng.g'+w (FE = 620 ng.kg") pour les
ETPV. Ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que les valeurs basses issues de la
littérature pour la combustion de bois de feuillus ou de coniféres dont les FE varient de 435 a
6.10° pg.kg* (Oros et Simoneit, 2001a, 2001b).

C. Mise en évidence de signatures chimiques spécifiques au
coproduit viticole brulé

L’analyse des principales familles de composés chimiques retrouvés dans les émissions
particulaires de combustion de coproduits viticoles a permis de mettre en évidence des
similitudes mais aussi des signatures chimiques propres au coproduit briilé. Parmi ’ensemble
des composés analysés au cours de la campagne VITIVALO, les ions potassium (K*) et nitrate
(NOy), le lévoglucosan (L) et le mannosan (M), I'acide syringique (AcSyr) ou les profils en
alcanes, ainsi que les ratios entre ces especes, se sont avérés étre prometteurs comme outils
de discrimination.

Etant donné que plusieurs essais de briilage (au moins quatre) ont été effectués au cours
de la campagne VITIVALO, une analyse de la variance a été réalisée pour tester la significativité
des écarts entre les valeurs moyennes de ces signatures pour chaque coproduit. Les résultats
sont résumés dans le Tableau 13. Certaines caractéristiques, telles que le ratio K*/EC, L/M ou
les spécificités liées a la composition en alcanes, permettent de discriminer directement les
trois biomasses. D’autres mettent en évidence les similitudes entre deux biomasses, comme
le ratio OC/EC, NOs/Zions et L/AcSyr. L'estimation du carbone organique (OC) et du carbone
élémentaire (EC) est fortement dépendante des artefacts de mesures thermo-optiques. En
I’absence de davantage de données comparatives dans la littérature, les ratios en découlant
ont tout de méme été ajoutés. La signature chimique des alcanes semble étre particulierement
spécifique de la biomasse br{ilée et étre donc un bon indicateur pour différencier les
coproduits viticoles entre eux. En raison du manque d’études ayant porté sur la caractérisation
des émissions particulaires issues de la combustion de ce type de biomasse, davantage
d'investigation serait nécessaire pour confirmer ces résultats. D’autre part, il reste de
nombreuses autres familles chimiques a caractériser, telles que celle des métaux, des alcénes
ou des acides carboxyliques (Oros et Simoneit, 2001b; Fine et al., 2004). La vigne est aussi

connue pour étre I'une des cultures les plus traitées en France.
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Tableau 13. Bilans des valeurs moyennes des principaux outils de distinction des TSP émises par la
combustion a I'air libre des coprodiuits viticoles.

Sarments Souches de vigne
(N=13) (N=4)
OC/EC* 15° 10° 36"
K'/EC? 0,42° 0,067" 0,23¢
K'/Sions” 0,38° 0,15" 0,23"
NOs
o 0,040° 0,14 0,063"
/2ions
L/Me 18° 13" 23¢
L/AcSyr“? 166° 73" 209°
Profil des
alcanes ‘ ‘ ‘ {
linéaires ||||Il|l Ll Il ”l | II. | :LH [ 11
18 20 22 24 26 28 30 32 34 18 20 22 24 26 28 30 32 34 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Alc-WAX® 53 % 36 %" 8,3 %"
CPI° 3,2° 1,6 1,1¢
40C : carbone organique et EC : carbone élémentaire, bIons considérés : Cl, NOs, SO, Na’, NHs, K* Mg* et Ca*,
€L : lévoglucosan et M : mannosan, 4 acide syringique, © alcanes WAX et carbon index preference (CPI) calculés
du C]g au C35.
Pour chaque ligne, des lettres (a,b et c) différentes indiquent des écarts significatifs entre les moyennes (p < 0,05).

Elle concentre pres de 14 % des dépenses en produits phytosanitaires et il a été démontré
que le sulfate de cuivre, largement utilisé comme antifongique méme en agriculture
biologique, s’accumule dans les différents organes de la plante (Butault et al., 2010; Lai et al.,
2010). Cela peut expliquer la forte teneur en ions sulfate retrouvée dans les TSP de tous ses
coproduits (CHAPITRE II, PARTIE 3, paragraphe B.2). Il est possible que des traces d’autres
produits se retrouvent dans les émissions de leur combustion. A cet effet, I'inventaire des
gisements des coproduits viticoles en Pays de Savoie, ayant également répertorié les produits
phytosanitaires utilisés par la profession viticole, pourra servir de base de données pour la
recherche de résidus de ces produits dans les émissions particulaires de combustion a I’air

libre des coproduits viticoles.

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La campagne de préléevement des fumées émises par la combustion a l'air libre des
coproduits viticoles (VITIVALO) réalisée au cours de ces travaux de thése en Pays de Savoie a

permis, dans un premier temps, de quantifier les principaux polluants émis par cette pratique.
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Toutes les données collectées au cours de cette campagne n’ont pu étre analysées dans

le temps imparti par ce projet de thése, en raison notamment des contraintes liées a la
situation sanitaire de 2020. Entre autres, le suivi temporel des émissions gazeuses et
particulaires mis en place durant les prélevements permettra d’établir prochainement des
profils de combustion. Un analyseur de black carbon (BC) avait également été installé pour
comparer les émissions EC/BC. La caractérisation chimique des particules émises par la
combustion a I'air libre des coproduits viticoles a également été réalisée et des signatures

chimiques spécifiques du coproduit briilé ont pu étre mises en évidence.

OH
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Figure 45. Structures chimiques du (E)-resvératrol (1) et de ses produits de dégradation theyrmique
(2 = phénol, 3 = résorcinol, 4 = dihydroresvératrol, 5 = viniférine) d’aprés Silva et al. (2017).

A terme, ces signatures pourront étre utilisées pour évaluer la contribution de cette
source d’émission particulaire en air ambiant. L’inventaire de ces indicateurs n’est pas
exhaustif et pourra étre alimenté au fur et a mesure des prochaines études. D’autres composés
chimiques, spécifiques de la vigne, pourront notamment étre ciblés. En effet, de nombreux
travaux ont démontré la richesse de la vigne en composés phénoliques (Amor et al., 2018). Au
sein de cette famille, les composés de type stilbeénes sont largement représentés chez la plante
(Rayne et al., 2008; Lambert et al., 2013; Gabaston et al., 2019).

Le chapitre suivant traite de 'extraction de deux de ces composés, le (E}resvératrol et la
(E)-s-viniférine. Les coproduits viticoles, dont ceux des Pays de Savoie, en contiennent des
quantités remarquables, qui atteignent jusqu’a 10 % de leur masse. Il est donc envisageable
que la combustion de coproduits viticoles émettent des produits de dégradation de ces
composés. Une étude a montré par analyse thermogravimétrique en laboratoire que la
dégradation thermique du (E)}resvératrol générait du phénol, du résorcinol, du
dihydroresvératrol et un isomere de viniférine (Silva et al., 2017). Ces composés (Figure 45)
ont été recherchés sur les résultats des différentes analyses des extraits de filtres collecteurs
de TSP mais aucun d’entre eux n’a été identifié. Il faudra, pour la suite, envisager de collecter
également la phase gazeuse des émissions et d’en étudier la composition, notamment pour

déterminer la présence du phénol.
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CHAPITRE III - VALORISATION CHIMIQUE DES
SARMENTS ET DES SOUCHES DE VIGNE

INTRODUCTION

Le chapitre précédent a décrit les conséquences potentielles du briilage a I'air libre des
coproduits viticoles en termes d’émissions de polluants atmosphériques. Les interdictions de
cette pratique tendent a se généraliser sur le territoire francais, afin de limiter I'’émission de
composés néfastes pour la santé et I'environnement et rendant ainsi disponible une quantité
de biomasse considérable et utilisable a d’autres fins. En Pays de Savoie, il a été estimé que la
combustion a I'air libre concernait prés de 1100 t annuelles de coproduits viticoles (CHAPITRE
I, PARTIE 1). Cette biomasse représente un gisement important et mobilisable puisque
rarement valorisé par les professionnels viticoles.

L’'utilisation de ressources renouvelables, telles que la biomasse, est devenue un enjeu
majeur du XXI*¢ siécle, soutenu par la volonté de 1'Union Européenne de réduire sa
dépendance économique aux ressources fossiles (Directive Européenne 2009/28/CE). A
I'adjectif « renouvelable » est souvent associé le terme « énergie », suggérant que la principale
voie de valorisation de la biomasse serait son utilisation comme combustible. Pourtant, le
domaine de la chimie verte lui a consacré un de ses douze principes fondamentaux : favoriser,
lorsque possible, 'utilisation de matieres premieres renouvelables plutét que des ressources
limitées (Anastas et Warner, 1998). De part sa diversité et son abondance, la biomasse
représente un véritable gisement de molécules pour les chimistes qui s’y intéressent de plus
en plus. Pour exemple, I’Association Chimie du Végétal (ACDV) créée en 2007 par cing
membres fondateurs fédere aujourd’hui 55 acteurs de la filiere de la chimie biosourcée (ACDV,
2020). L’adhésion a TACDV de grands groupes, tels que Solvay, Arkema, BASF, Roquette, Total,
Michelin, etc.,, traduit la volonté de lindustrie chimique de réduire son impact
environnemental et de répondre a une demande croissante des consommateurs pour des
produits naturels et biosourcés. Dans le cas des coproduits viticoles étudiés dans ces travaux,
leur valorisation est d’autant plus intéressante qu’il s’agit de résidus de culture annuels qui
ne sont pas utilisés dans le secteur de I’alimentation humaine ou animale et dont I’élimination
est source de pollution. Le CHAPITRE I a décrit les différentes familles de composés présentes
chez la vigne et, en particulier, les stilbénes. Parmi ceux-ci, le (E)-resvératrol (Rsv) et la (E)-¢-
viniférine (Vf) font 'objet d'un grand intérét au sein de la communauté scientifique du fait de
leurs nombreuses propriétés thérapeutiques, antifongiques, etc. (Vercauteren et Salmi, 2012;
Schnee et al., 2013a).

Ce dernier chapitre est consacré a I’étude de la valorisation chimique des sarments et
des souches de vigne issus du gisement des Pays de Savoie. Les trois derniers objectifs,

s'inscrivant dans cette thématique, de ces travaux de thése étaient pour rappel :
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4)  De donner une premiere estimation des teneurs en Rsv et Vf des coproduits les plus
représentatifs du gisement viticole des Pays de Savoie (sarments et souches de Jacquere
et de Mondeuse) ;

5) De renforcer les connaissances concernant les parameétres impactant I’extraction du Rsv
et de la Vf a partir de la biomasse en question afin de développer un procédé optimisé ;

6) De proposer des perspectives de valorisation chimique des extraits de sarments et de
souches de Jacqueére et de Mondeuse.

Pour répondre au premier objectif, une campagne d’études préliminaires a été menée
afin de déterminer le potentiel des coproduits viticoles des Pays de Savoie pour 1'obtention
des deux composés d’intérét. Cette campagne a été I'occasion de mettre en évidence certains
parametres indépendants de I'extraction mais impactant tout de méme les teneurs en Rsv et
en Vf. L'utilisation de la méthodologie des plans d’expériences et 'investigation des effets des
ultrasons ont ensuite permis de déterminer les principaux parameétres expérimentaux a
prendre en compte pour obtenir une extraction optimale du Rsv et de la Vf des coproduits
étudiés. Enfin, des travaux collaboratifs ont été initiés pour répondre au dernier objectif de ce
doctorat, permettant de mettre en évidence les propriétés antifongiques des extraits de

sarments et de souches de vigne des Pays de Savoie.

PARTIE 1 - TENEURS EN (E)-RESVERATROL ET (E)-£-VINIFERINE
DES SARMENTS ET DES SOUCHES DE VIGNE DES PAYS DE SAVOIE :
PREMIERES ETUDES EXPLORATOIRES

A. Contexte et conditions expérimentales de I’étude

A.1. Sélection des composés et des coproduits a étudier
A.1.1. (E)resvératrol et (E)-e-viniférine

En raison de leurs nombreuses perspectives d’applications (CHAPITRE I, PARTIE 3,
paragraphe B.1.3), les composés ciblés pour la valorisation chimique des coproduits viticoles
sont les deux stilbénes (E)resvératrol (Rsv) et (E)-s-viniférine (Vf). Par ailleurs, les deux
composés se retrouvent dans tous les organes de la plante : les fruits, les feuilles et 'ensemble
du bois, y compris les racines (Goufo et al., 2020). Cette ubiquité suggere leur présence dans
la grande majorité des coproduits viticoles, bien que I’étude bibliographique ait montré que

les teneurs en Rsv et en Vf sont, entre autres, dépendantes du cépage.

A.1.2. Sarments et souches de Jacquere et de Mondeuse

L'inventaire des gisements des coproduits viticoles des Pays de Savoie, réalisé au cours
de ces travaux de thése (CHAPITRE II, PARTIE 1), a montré que la pratique du briilage a I’air

libre concernait essentiellement les sarments, et, dans une moindre mesure, les souches de
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vigne et les écarts de tri de pépiniéres viticoles (ETPV). En raison de leur forte contribution a
la masse de coproduits briilés, les sarments ont été choisis comme premiére biomasse d’étude
pour l'extraction du Rsv et de la Vf. En effet, dans l'attente d'un changement de pratique
intégral, favorisant par exemple leur broyage pour amender les parcelles, ils représentent plus
de 75 % de la masse de coproduits viticoles briilés a I'air libre. L’éventuelle mise en place d’'une
filiere locale de valorisation chimique des coproduits viticoles a été I'un des fils conducteurs
de ces travaux. A cet effet, et étant donné que les teneurs en Rsv et Vf dépendent du cépage,
il est important de sélectionner des sarments issus de variétés de vigne représentatives du
terroir savoyard. Les Pays de Savoie produisent pres de 25 cépages différents et il aurait été
compliqué de tous les étudier au cours de ces travaux de thése (Syndicat Régional des Vins de
Savoie, 2019). Toutefois, parmi ces variétés, la Jacqueére est le cépage blanc le plus répandu,
représentant a lui seul la moitié de la surface viticole savoyarde. La Mondeuse est un cépage
rouge, recouvrant quasiment 15 % de la surface viticole, en faisant le second cépage le plus
cultivé sur le territoire. D’autre part, ces deux variétés sont typiquement savoyardes et leurs
teneurs en stilbénes n’ont jamais été étudiées. Ces deux cépages ont donc été choisis comme
principaux sujets d’étude. Néanmoins, d’autres cépages, tels que I'Altesse et le Gamay
représentent également une part importante, de I’ordre de 10 % chacun, de la surface viticole
des Pays de Savoie. Leurs teneurs en Rsv et en Vf ont été évaluées dans un second temps, apres
optimisation des conditions d’extraction.

Les souches de Jacquere et de Mondeuse ont été sélectionnées comme seconds
coproduits d’étude. Bien que les souches de vigne ne représentent que 1 % de la masse totale
de coproduits viticoles briilés en Pays de Savoie, elles pourraient tout de méme devenir un
gisement de biomasse conséquent. Concrétement, deux raisons principales imposent aux
professionnels viticoles I'arrachage annuel de souches de vigne : 1) la nécessité de renouveler
le vignoble pour relancer sa productivité (Plan National Dépérissement du Vignoble, 2020) et
2) 'obligation d’éliminer les plants malades, notamment dans le cas d'une suspicion de
contamination par la Flavescence dorée’. Dans les deux cas, et contrairement aux sarments
dont le devenir ne fait I'objet, pour le moment, d’aucune obligation, les institutions viticoles
demandent aux professionnels viticoles d’extraire les souches de vigne des parcelles pour
éviter la propagation de maladies. En I'absence d’alternatives, les exploitants ont pris
I’habitude de les utiliser comme combustibles dans leurs foyers mais il est possible que la
mise en place d'une filiere de collecte permette de mobiliser la totalité de la masse générée
sur le territoire. La Jacquere et la Mondeuse étant les deux cépages les plus répandus, les
souches de vigne arrachées proviennent majoritairement de la culture de ces deux variétés (en
supposant une sensibilité aux maladies égale entre les différents cépages). Le terme « souche
de vigne » est communément employé pour désigner les pieds de vigne arrachés lors de

I'entretien du vignoble. Biologiquement parlant, les souches de vigne sont une association

> Pratique gérée par la Fédération Régionale de Défense contre les Organismes Nuisibles (FREDON) et par des arrétés
préfectoraux.
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entre une vigne a greffon (le cépage) dont les organes sont exclusivement aériens et une vigne
a porte-greffe (autres variétés de vigne stérile mais résistante aux maladies) majoritairement
souterraine. Parler de « souche de Mondeuse » ou de « souche de Jacquere » est inexact car
lesdites souches sont composées en grande partie de vigne a porte-greffe (CHAPITRE I, Figure
6). Néanmoins ces appellations sont conservées tout au long de ce manuscrit pour faciliter la
compréhension. Il existe en France une trentaine de variétés différentes de porte-greffes
(Plantgrape, 2019). Les discussions avec les professionnels viticoles des Pays de Savoie ont
permis de connaitre les principaux porte-greffes utilisés sur le territoire, a savoir : le 3309C
(une appellation désignant la vigne résultante du croisement de deux especes de vigne, Vitis
riparia et Vitis rupestris), le SO4 (Vitis riparia x Vitis berlandieri) et le Gravesac (Vitis riparia x
Vitis rupestris x Vitis riparia x Vitis berlandieri).

Les ETPV et autres résidus de pépiniéres viticoles ont été rapidement écartés des travaux
présentés dans ce chapitre car la présence de paraffine et de terre résiduelle rend leur étude

compliquée a mettre en ceuvre par rapport aux deux autres coproduits.

A.2. Mise au point des conditions expérimentales
A.2.1. Méthode analytique

Les stilbenes étant des polyphénols, ils possedent des propriétés d’absorption du
rayonnement lumineux ultraviolet et sont plus ou moins polaires en fonction de leur structure.
Leur séparation est donc facilement réalisable en chromatographie liquide en phase inverse
(colonne C18) et ils sont détectables par spectroscopie d’absorption UV (Lambert et al., 2013).
Ainsi, un protocole d’analyse en chromatographie liquide a haute performance équippée d’'un
détecteur a barrettes de diodes (HPLC-DAD) a été mis en place au cours de ces travaux afin
d’identifier et quantifier le Rsv et la Vf dans les extraits de coproduits viticoles. La méthode
analytique a d’abord été développée a partir de solutions standards commerciaux de Rsv et
de V1, afin de définir les conditions d’élution permettant leur séparation et leur identification.
Ces conditions ont ensuite été testées sur des extraits bruts de coproduits viticoles pour
valider la performance de la méthode. Des chromatogrammes obtenus pour l'analyse
d’extraits bruts de sarments et de souches de Jacquére sont présentés sur la Figure 46. Ils
montrent que la méthode analytique élaborée au cours de ces travaux permet une séparation
satisfaisante du Rsv et de la Vf. D’autre part, les concentrations des extraits étaient

systématiquement supérieures aux limites de quantification de I’appareil analytique.
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Figure 46. Chromatogrammes obtenus par analyse en HPLC-DAD (détection a 290 nm) d’extraits
bruts de A) sarments de Jacquére et B) souches de Jacquére, 1 : (E)-resvératrol et 2 : (E)-c-viniférine.

A.2.2. Proceédé d’extraction préliminaire

Pour ces premiers travaux, les sarments et les souches de Jacquére et de Mondeuse ont
été collectés au cours de I'hiver 2017-2018 aupres de viticulteurs des Pays de Savoie. Le travail
de recherche bibliographique a mis en évidence des lacunes concernant les conditions
optimales pour extraire le Rsv et la Vf des sarments. En I’'absence de parameétres clairement
établis, le protocole d’extraction utilisé dans un premier temps est inspiré des travaux de
Romero-Pérez et al. (2001), portant sur I'extraction de Rsv a partir de peau de baies de raisins.
Le procédé mis en place consistait en une extraction de 1 g de broyat de sarments ou de
souches de vigne, de granulométrie 0,2 mm, dans 30 mL d’éthanol/eau 80:20 (v/v) pendant
60 min a 60 °C sous agitation modérée. Les extractions ont systématiquement été réalisées au
moins en triplicat, permettant ainsi de réaliser des tests statistiques et de vérifier la

significativité des tendances observées. Etant donné la sensibilité des stilbénes aux
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rayonnements lumineux, les extractions ont été protégées de la lumiére directe (Esparza et al.,
2020). 11 a été démontré que les teneurs en stilbenes des sarments dépendent de nombreuses
variables, indépendentes du procédé d’extraction, telles que le climat et le sol de culture, les
conditions de stockage, les pratiques viticoles, etc. (Keller et al., 2000; Cavaliere et al., 2010;
Guerrero et al., 2010; Houillé et al., 2015b; Saez et al., 2018; Soural et al., 2019). L'impact de
certains de ces facteurs a pu étre constaté au cours de cette étude préliminaire et ces

observations sont présentées dans les paragraphes suivants.

B. Mise en évidence de I'impact de parametres indépendants
du procédé d’extraction

B.1. Durée de stockage

Apres leur collecte, les coproduits ont été stockés, sans pré-traitement, dans un local a
température ambiante et a I’abri de la lumiere directe, jusqu’a leur utilisation. De nombreuses
investigations ont montré que les teneurs en Rsv dans les sarments augmentaient avec la
durée de stockage de la biomasse (Vergara et al., 2012; Gorena et al., 2014; Houillé et al.,
2015b; Cebrian et al., 2017; Soural et al., 2019). L’'importance de ce phénomeéne a donc été

étudiée dans la premiere partie de ces travaux de these.
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Sarments de Jacquere et de Mondeuse collectés en 2017-2018 et stockés deux a neuf mois. Extraction : éthanol/eau
80:20 (v/v) 30 mL.g-1 de broyat a 0,2 mm, 60 °C, 60 min. Des lettres (a,b,c) différentes pour les variables d’'un méme
groupe (par exemple : Rsv Jacqueére) indiquent des écarts significatifs entre les moyennes (p < 0,05).

Figure 47. Impact de la durée de stockage en local fermé a température ambiante sur les teneurs
(mg.kg') en (E)-resvératrol (Rsv) et en (E)-c-vinférine (Vf) de savments de Jacquére et Mondeuse.
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Pour ce faire, les teneurs en Rsv et en Vf de sarments de Jacqueére et de Mondeuse ont
été mesurées au bout de deux, six et neuf mois de stockage. Les résultats, présentés sur la
Figure 47, montrent I’évolution des teneurs en fonction de la durée de stockage. De maniere
intéressante, les teneurs en Rsv et en Vf des sarments des deux cépages mesurées apres deux
mois de stockage, sont quasiment identiques : ~ 1700 mgR®sv).kg' et ~ 3100 mgvf).kg"'. Une
augmentation significative de la concentration en Rsv est observée entre deux et six mois de
stockage tandis que la concentration en Vf diminue. Ces tendances sont similaires a celles
indiquées dans les travaux de Cebrian et al. (2017) pour des durées de stockage de trois a six
mois. L'origine de ces phénomeénes pourrait étre attribuée aux différents roles des stilbénes
chez la plante. Ces composés peuvent agir a la fois comme phytoalexines et comme
phytoanticipines chez la vigne (Langcake et Pryce, 1976, 1977a; Langcake, 1981; Sotheeswaran
et Vinayagar, 1993). Dans le cas du stress hydrique occasionné par le séchage progressif des
sarments au cours de leur stockage, le Rsv agirait notamment comme phytoalexine, c’est-a-
dire qu'il serait synthétisé spécifiquement en réponse a ce stress (Houillé et al., 2015b). La
synthese de la Vf, quant a elle, ne serait pas induite de novo suite a ce stress, bien que d’autres
stress, tels qu'une infection fongique, puissent induire sa biosynthese (Houillé et al., 2015a).
Sa présence dans les sarments pourrait alors s’expliquer par son role de phytoanticipine. Cette
famille de composés fait partie du systéme de résistance passif de la plante et ils sont donc
constamment présents (Benhamou et Rey, 2012; Ewald et al., 2017). La diminution des teneurs
en Vf avec la durée de stockage observée sur la Figure 47 pourrait résulter d'une dégradation
progressive du composé. Les teneurs en Rsv et en Vf de la Jacquére et de la Mondeuse sont
identiques a deux mois de stockage mais au-dela de cette durée, les teneurs en Rsv
n‘augmentent pas avec la méme intensité selon le cépage. D’autres travaux ont rapportés des
tendances variables selon le cépage étudié, suggérant des capacités d’adaptation au stress
différentes (Houillé et al., 2015b).

B.2. Age de la vigne

Durant les trois premieres années de sa vie, la vigne ne produit pas de fruit et il lui faut
encore une dizaine d’années supplémentaires pour donner des grappes de qualité. Cette
plante peut potentiellement vivre plus de quatre siécles mais sa productivité et sa vigueur
décroissent a partir d'une trentaine d’années (Considine, 2004; VrSsi¢ et al., 2011). Ceci explique
le systeme de renouvellement du vignoble mis en place pour éviter la baisse de productivité
des surfaces viticoles (Plan National Dépérissement du Vignoble, 2020). La qualité d'un vin est
pourtant depuis longtemps associée a ’age de la vigne sur laquelle ont été prélevés les raisins,
les stilbénes faisant partie intégrante des composés conférant au vin ses propriétés
organoleptiques (Heymann et Noble, 1987; Gladstones, 2011; Flamini et al., 2013; Garrido et
Borges, 2013). Il a effectivement été démontré que I'age des plantes, dont la vigne, influence
leur métabolisme secondaire, qui devient de plus en plus performant avec le vieillissement de

I'organisme (Grigg, 2017; Padilla-Gonzalez et al., 2019). Néanmoins, il n'existe pas d’étude
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portant sur 'impact de 'age de la vigne sur les teneurs en stilbénes des sarments qu’elle
produit. Aussi, des expérimentations exploratoires ayant été réalisées au début de ces travaux,
ont permis la quantification des teneurs en Rsv et en Vf de sarments de Jacquére prélevés sur
des vignes plus ou moins anciennes, provenant de deux exploitations différentes. La plus
jeune était agée d’environ cing ans tandis que la plus vieille était agée d’'une vingtaine
d’années. Les teneurs en Rsv et en Vf mesurées pour chacune des biomasses sont présentées
sur la Figure 48. Les résultats montrent que les concentrations de Rsv sont significativement
plus importantes pour les sarments issus de la vigne la plus agée et ce, pour les deux
exploitations viticoles. Les teneurs augmentent de 45 % en moyenne, par rapport aux sarments
issus de vigne plus jeune. Bien que cette tendance soit également vraie pour la Vf, les écarts
sont moins marqués, avec une augmentation moyenne de 15%, et ne sont pas
systématiquement significatifs. Etant donné que les stilbénes sont des molécules faisant partie
intégrante du systéme de défense de la plante, ces résultats suggerent que le vieillissement de

la vigne renforce ses mécanismes de défense.
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Sarments de Jacqueére issus de vigne jeune : cing ans, sarments de Jacquere issus de vigne vieille : 20 ans, collectés
en 2017-2018 et stockés six mois. Extraction : éthanol/eau 80:20 (v/v) 30 mL.g-1 de broyat a 0,2 mm, 60 °C, 60 min.
Des lettres (a,b) différentes pour les variables d'un méme groupe (par exemple : Rsv exploitation 1) indiquent des
écarts significatifs entre les moyennes (p < 0,05).

Figure 48. Impact de I'dge de la vigne sur les teneurs (mg.kg') en (E)-resvératrol (Rsv) et en (E)-¢-
vinférine (Vf) de sarments de Jacquere issus de deux exploitations viticoles différentes.

C. Evaluation des teneurs en (E)resvératrol et en (E)e-
viniférine des sarments et des souches de Jacquere et
Mondeuse

Les différentes expérimentations présentées dans les paragraphes précédents ont
permis de concevoir une méthode d’analyse appropriée pour déterminer les concentrations
en Rsv et en Vf des extraits de sarments et de souches de vigne. De plus, elles ont permis de
mettre en évidence des parametres, indépendants du procédé d’extraction, impactant
grandement les teneurs en Rsv et en Vf des sarments. L'importante variabilité des teneurs,
observée en fonction de la durée de stockage ou en fonction de I'age de la vigne, illustre de
maniére non-exhaustive la difficulté de comparer entre elles les données de différentes études

issues de la littérature. Les résultats montrés précédemment donnent une premiére estimation
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des teneurs en Rsv et en Vf des sarments de Jacquere et de Mondeuse. Au cours de cette étude
exploratoire, des extractions de souches de Jacquére et de Mondeuse provenant de deux
exploitations différentes ont également été réalisées et ont permis d’estimer I'intervalle de
valeurs des teneurs pour cette biomasse. L'inventaire de ’ensemble de ces données est
présenté sur la Figure 49.

De maniere générale, les teneurs en Rsv ou Vf pour un méme type de coproduit ne
varient pas significativement selon le cépage, a 'exception des concentrations en Rsv des
souches de vigne. En effet, les souches de Jacquére contiennent en moyenne 5636 mg(Rsv).kg"
alors que les souches de Mondeuse en contiennent deux fois plus, a savoir 2293 mgRsv).kg".
Les teneurs en Rsv et en Vf sont de 2637-3404 mgRsv).kg' et 2047-2095 mgvf).kg' pour les
sarments. Pour les souches de vigne, les teneurs en Vf varient de 4650 a 5798 mg(vf.kg"' en
fonction du cépage. Pour un méme cépage, les souches sont donc plus riches en stilbénes (Rsv

et VI) que les sarments.
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Sarments et souches de Jacquere et de Mondeuse collectés en 2017-2018. Extraction : éthanol/eau 80:20 (v/v)
30 mL.g-1 de broyat a 0,2 mm, 60 °C, 60 min. Des lettres (a,b) différentes pour les variables d'un méme groupe (par
exemple : Rsv sarments) indiquent des écarts significatifs entre les moyennes (p < 0,05).

Figure 49. Teneurs (mg.kg"') en (E)-resvératrol (Rsv) et en (E)-c-vinférine (Vf) de sarments et de
souches de Jacquere et de Mondeuse collectés au cours de 'hiver 2017-2018 et estimées d’aprés
Iensemble des travaux préliminaires.

Une importante variabilité, de + 20 % en moyenne, est observée, en raison des différents
parametres impactant les teneurs en stilbénes (exploitation d’origine, durée de stockage, age
de la vigne, etc.), expliquant possiblement le manque de significativité des tendances
observées sur la Figure 49. L’enrichissement en stilbeénes observé pour les souches de vigne
par rapport aux sarments est cohérent avec les résultats de la littérature. En effet, d’autres
auteurs ont mis en évidence que les organes souterrains de la vigne contiennent davantage de
stilbénes que les parties aériennes (Gabaston et al., 2017; Nemeth et al., 2017a; Gabaston et
al., 2019). Parallelement, un gradient d’oligomérisation des stilbénes, des parties aériennes
vers les parties souterraines, a également été rapporté, expliquant pourquoi les souches de
Jacquere et de Mondeuse contiennent davantage de Vf que les sarments (Gabaston et al., 2019).

Ces différents phénomeénes peuvent s’expliquer par une pression pathogéne plus ou moins
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forte en fonction de I'organe de la plante. Les stilbénes sont présents dans toute la plante pour
assurer sa résistance passive, c’est-a-dire avant méme qu'un stress ne survienne
(Sotheeswaran et Vinayagar, 1993). Toutefois, les souches de vigne étant en contact direct avec
le sol, elles doivent faire face a une pression microbienne plus importante, d’ou la nécessité
de disposer de défenses plus performantes que celles des parties aériennes (Bavaresco et al.,
2003). Les oligomeres du Rsv, dont la Vf, sont plus efficaces que le monomere pour inhiber le
développement de la plupart des pathogénes de la vigne, expliquant les plus grandes
concentrations en Vf des souches de vigne (Pezet et al., 2004; Gabaston et al., 2017; Schnee et
al., 2013a).

L’ensemble des résultats présentés sur la Figure 49 a été obtenu dans des conditions
d’extraction non optimisées. Ainsi, les valeurs décrites sont probablement sous-estimées par
rapport aux teneurs réelles des coproduits. Ces résultats donnent néanmoins une premiere
approximation des teneurs de coproduits viticoles issus de cépages, jusqu’alors, méconnus.
Ces premieres données se veulent encourageantes car les teneurs mesurées sont du méme
ordre de grandeur que les valeurs hautes recensées dans la littérature (CHAPITRE I, Tableau
4). L’objectif de la partie suivante est d’étudier I'impact de différents parametres d’extraction,
pour permettre leur optimisation et donc d’estimer au mieux les teneurs réelles en Rsv et en

Vf des sarments et des souches de Jacquere et de Mondeuse.

PARTIE 2 - OPTIMISATION DU PROCEDE D’EXTRACTION DANS LE
BUT D’ESTIMER LES TENEURS EN (E)-RESVERATROL ET EN (E)-¢-
VINIFERINE DE SARMENTS ET DE SOUCHES DE VIGNE DE CEPAGES
MECONNUS

A. Impacts des principaux parametres d’extraction

A.1. Méthodologie des plans d’expériences

A.1.1. Principe des plans d’expériences

A.l1.1.1. Avantages des plans d’expériences

Le CHAPITRE I a montré que, comme tout procédé d’extraction solide-liquide,
Pextraction du Rsv et de la Vf a partir de sarments dépend de nombreux facteurs dont les
principaux sont la température, le solvant, la granulométrie de broyat et le ratio
solvant/broyat. Néanmoins, certaines incertitudes demeurent concernant les valeurs
optimales de ces parameétres pour extraire le Rsv et la Vf des sarments et des souches de vigne.
Intuitivement, il est courant de vouloir étudier les effets de chaque facteur de maniére
exhaustive, c’est-a-dire de fixer tous les facteurs sauf un, dont la valeur est modifiée a chaque
essai, et de répéter cette opération autant de fois qu’il n'y a de facteurs. Cependant, cette

stratégie peut rapidement devenir coliteuse, chronophage et étre en désaccord avec les
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principes de la chimie verte. Pour limiter ces problématiques, la méthodologie des plans
d’expériences est tout a fait appropriée. Elle est couramment utilisée en génie des procédés
ou dans le domaine de la qualité (Goupy, 2017). En effet, elle présente plusieurs avantages, a
condition d’étre rigoureusement réalisée :

- Un nombre d’essais plus faible par rapport a la méthode exhaustive ;
- La possibilité d’étudier un grand nombre de facteurs et leurs interactions ;

- La quantification des effets et donc la détermination les facteurs ayant un effet
significatif sur la réponse étudiée ;

- La hiérarchisation des facteurs en fonction de leurs effets.

A.1.1.2. Fonctionnement général des plans d’expériences

Un plan d’expériences correspond a une suite ordonnée d’essais expérimentaux qui a
pour objectif de mettre en évidence les effets de variables, les facteurs, d'un systeme sur une
ou plusieurs grandeurs d’intérét, les réponses. Il existe de nombreux types de plans
d’expériences qui s’adaptent aux contraintes imposées par le systéme étudié et aux exigences
de l'expérimentateur mais leur fonctionnement repose sur une démarche mathématique
similaire. Cette démarche peut étre réalisée manuellement pour les plans les plus simples ou
via un logiciel lorsque le nombre de facteurs et/ou de niveaux de variation de ces facteurs est
conséquent. La mise en place d'un plan d’expériences nécessite tout d’abord de définir les
facteurs a étudier et de borner préalablement le domaine d’étude, c’est-a-dire de définir les
niveaux maximal et minimal des facteurs. La structure mathématique des plans d’expériences
impose l'utilisation de variables sans dimensions qui sont alors codées sous forme matricielle.
Typiquement, le niveau bas d’un facteur est codé -1 et le niveau haut +1. Pour un faible nombre
de facteurs, le domaine d’étude peut facilement étre représenté géométriquement (Figure 50).
N points expérimentaux sont ensuite disposés dans le domaine d’étude. Le nombre x et la
disposition des points dépendent notamment du type de plan choisi. A chaque point
expérimental réalisé correspond une réponse, qui peut étre modélisée par une équation
traduisant le lien de cause a effet entre les conditions expérimentales (les facteurs et leurs
niveaux) de l'essai et la réponse obtenue. Apres réalisation des x essais du plan, I'ensemble
des réponses forme la surface de réponse. Un systéme a x équations est obtenu et permet de
construire un modele mathématique, généralement polynomial, modélisant la surface de
réponse dans le domaine d’étude. L’équation de ce polynome sera plus ou moins complexe
selon le nombre de facteurs, le nombre de niveaux et le type de plan d’expériences choisi. Le
modele établi traduit I'effet de chaque facteur et de leurs interactions (si souhaitées) sur la

réponse grace a des coefficients qui permettent ainsi de hiérarchiser les facteurs.
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Figure 50. Représentations géométriques des domaines d’étude et des emplacements des points
expérimentaux pour un plan d’expériences A) factoriel et B) composite centré a deux facteurs et

deux niveaux. Des exemples de surface de réponse sont également donnés.

A.1.2. Conception d’'un plan d’expériences appliqué a l'extraction
du (E)resvératrol et de la (E)-s-vinférine a partir de sarments
et de souches de vigne

A.1.2.1. Sélection des facteurs et du domaine d’étude

L’étude bibliographique du CHAPITRE I a permis de cibler les parametres les plus

importants pour optimiser une extraction solide-liquide. Au cours de ces travaux, la

méthodologie des plans d’expériences a été utilisée pour déterminer les effets de différents

parametres, correspondant ainsi aux facteurs, sur les masses de Rsv et de Vf extraites,

correspondant aux réponses. Deux coproduits ont été étudiés : les sarments et les souches de

vigne. Les facteurs et leur domaine d’étude borné par un niveau bas et un niveau haut sont

les suivants :

Le pourcentage volumique d’éthanol dans le solvant, composé d’un mélange
éthanol/eau. Ce mélange de solvants a été sélectionné du fait de son efficacité et de son
faible impact environnemental, en accord avec les principes de chimie verte (Rayne et
al., 2008). Le domaine d’étude de ce facteur a été défini entre 0 % et 100 % d’éthanol ;

La température d’extraction. Le domaine d’étude de ce facteur a été défini entre une
température ambiante de 20 °C, et une température proche de la température
d’ébullition de I’éthanol pur, soit 80 °C ;

La granulométrie du broyat de coproduit viticole. Le domaine d’étude de ce facteur a
été défini entre 0,5 mm et 4 mm. La granulométrie 0,2 mm, utilisée au début de ces
travaux, a été écartée du fait d'un colmatage récurrent du broyeur pour cette taille de
particules ;

Le ratio solvant/broyat. Le domaine d’étude de ce facteur a été défini entre 5 mL.g" et
40 mlL.g". Un ratio de 5 mL.g" a été défini comme le minimum nécessaire pour assurer
la mouillabilité du broyat. Un ratio de 40 mL.g" a été choisi comme limite haute d’apres
I'analyse des données de la littérature (CHAPITRE I, PARTIE 3, paragraphe B.2.1.1) ;
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- La vitesse d’agitation du milieu. Le domaine d’étude de ce facteur a été défini entre
200 rpm et 900 rpm. Ce facteur a été ajouté aux quatre parametres d’extraction
principaux car 'agitation améliore la diffusion en créant de la turbulence dans le milieu
(Varzakas et Tzia, 2014) ;

- La durée de I’extraction. Le domaine d’étude de ce facteur a été défini entre 5 min et
60 min. Etudier ce facteur permet de savoir indirectement si 1’équilibre du systéme K,
(équation (5)) est atteint ou non. Si les résultats du plan d’expériences montre que ce
parametre a un effet, cela signifie que I’équilibre n’est pas systématiquement atteint
dans les conditions expérimentales du plan. Une alternative aurait été de considérer la
durée comme une réponse, au méme titre que les masses des deux stilbénes extraits.
Des préléevements réguliers du milieu d’extraction auraient ainsi permis de définir la
durée a partir de laquelle les masses extraites n’évoluent plus, c’est-a-dire pour laquelle
I’équilibre est atteint. Le nouveau plan d’expériences, pour lequel la durée serait
considérée comme une réponse, aurait nécessité 30 essais expérimentaux pour chaque
coproduit viticole étudié, ce qui est plus faible que le plan présenté ci-apreés. Néanmoins,
il est impossible de savoir a 'avance, ni le nombre, ni la fréquence de prélévements,
nécessaires pour suivre rigoureusement I’évolution des concentrations et la durée pour
laquelle I'équilibre est atteint. En effet, le nombre et la fréquence des prélevements sont
dépendants des conditions expérimentales et auraient ainsi di étre adaptés a chaque
essai. En raison de ces complications, la durée a été définie comme facteur et non comme
réponse pour ces travaux.

A.1.2.2. Sélection et construction du plan d’expériences : plan a surface de
réponse (composite centré)

Dans le cas de cette étude, il n’est pas pertinent de construire une modélisation des
réponses (les masses de Rsv et de Vf extraites a partir de coproduits viticoles) dans le but de
les prédire. En effet, il a été vu dans la partie précédente et dans le CHAPITRE I que les teneurs,
correspondant aux masses extraites maximales, varient en fonction de la biomasse extraite.
La modélisation des réponses donnée par le plan d’expériences a été employée pour préciser
les effets des différents facteurs et ainsi déterminer les parametres d’extraction optimaux. Les
plans d’expériences a surface de réponse (RSM pour Response Surface Methodology) sont
largement utilisés pour optimiser une réponse et mieux la comprendre, notamment dans le
domaine de Iextraction végétale (Karacabey et Mazza, 2008; Myers et al., 2009;
Tungmunnithum et al., 2019). Ainsi, un plan RSM composite centré a été sélectionné car il
offre une meilleure précision des coefficients et donc des effets. La structure de ce type de
plan peut étre représentée géométriquement selon la Figure 50B, sur laquelle il faut ajouter
autant de dimensions qu’il y a de facteurs étudiés. Par rapport a un plan factoriel, tel que
représenté sur la Figure 50A, le plan RSM composite centré possede des points centraux (0)

et des points axiaux (+ a), en suppléments des points -1 et +1.
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Tableau 14. Facteurs et domaines d’études sélectionnés pour le plan d’expériences a surface de
réponse composite centré, concu pour étudier I'impact de différents paramétres sur Pextraction du
(E)-resvératrol et de la (E)-s-viniférine a partir de broyats de sarments et de souches de vigne.

Ethanol Ratio Durée Agitation Température Granulométrie
(% v/v) (g.mL™") (min) (rpm) (0 (mm)
Terminologie 1 2 3 4 5 6
Niveau -1 30 (29) 15 (15,1) 21 (20,9) 400 (402,9) 37 (37,4) 1,6 (1,51)
Niveau 0 50 23 (22,5) 33 (32,5) 550 50 2,2 (2,25)
Niveau +1 70 (71) 30 (29,9) 44 700 (697,1) 63 (62,6) 3(2,99)

Les valeurs entre parenthéses correspondent aux valeurs originales des niveaux, données par le logiciel Ellistat 6.21
(Pillet, 74000 Annecy, Haute-Savoie, France) et qui ont été adaptées pour la faisabilité expérimentale.

L’ajout de ces points permet de mettre en évidence la courbure de la réponse, s’il y en a
une, grace a lintroduction de termes de second ordre (quadratiques) dans le modele
polynomial. Des travaux ont montré que les masses de Rsv et de Vf extraites a partir de
sarments n'augmentent pas linéairement avec I'augmentation de le pourcentage volumique
d’éthanol (Rayne et al., 2008). L'utilisation d'un plan RSM composite centré permettrait
d’observer cette non-linéarité et de sélectionner le pourcentage d’éthanol le plus approprié
pour extraire les deux stilbénes.

Le plan RSM composite centré impose cing niveaux a chaque facteur. Pour six facteurs,

la modélisation de la réponse peut s’écrire selon la régression suivante :
y=ao+ XiaX; + X0 0, X"+ X7, 216>i a;;X;X; (10)

Avec y la réponse mesurée, a, le terme constant, a; le coefficient du facteur i, X; le niveau
du facteur i, a; le coefficient quadratique du facteur i et a; le coefficient résultant de
I'interaction entre les facteurs i et j. Les termes d’ordre supérieur a deux sont considérés

comme négligeables et n’ont donc pas été ajoutés a I’équation (10) (Goupy, 2017).

Etant donné le nombre important de facteurs, la construction du plan et I'analyse des
résultats ont été réalisées a I'aide du logiciel Ellistat 6.21 (Pillet, 74000 Annecy, Haute-Savoie,
France). Les six facteurs étudiés et leurs cing niveaux sont résumés dans le Tableau 14. 11
présente pour chacun des facteurs sélectionnés, la valeur de chaque niveau en unité codée et
en unité réelle. La matrice d’expériences, détaillant les conditions expérimentales de chaque
essai, est donnée dans le Tableau 28 (SECTION EXPERIMENTALE, PARTIE 2, paragraphe C.1).
Le nombre total d’essais x s’éleve a 48 pour chaque coproduit. Etudier I'impact des six facteurs

a cing niveaux en utilisant la méthode exhaustive, c’est-a-dire en faisant varier les facteurs et
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les niveaux les uns apres les autres, aurait nécessité 5% soient 15628, essais pour chaque

coproduit.

A.1.2.3. Réalisation des essais expérimentaux
Les sarments et les souches de vigne ont été broyés aux différentes granulomeétries
données dans le Tableau 14. Les extractions ont ensuite été réalisées directement dans un
ballon placé dans un bain thermostaté et équipé d’'un agitateur magnétique régulant la vitesse
d’agitation. Au total, 96 essais (2 coproduits x 48 essais) ont été réalisés. Apres détermination
des masses extraites, I'ensemble des réponses a été traité grace au logiciel statistique Ellistat
6.21. Les réponses obtenues a chaque essai sont détaillées en ANNEXES (Tableau A2).

A.2. Effets des principaux parametres d’extraction

A.2.1. Représentativité des réponses

A2.1.1. Construction des modeles

Aprés avoir intégré les réponses mesurées expérimentalement a la matrice du plan
d’expériences du logiciel, ce dernier les interpréte mathématiquement et statistiquement pour
créer une régression polynomiale modélisant la réponse en fonction des conditions
expérimentales. La régression doit étre relativement simple, pour faire ressortir les facteurs
dont les effets sont les plus importants, tout en étant représentative de la réalité. Les termes
non significatifs (p > 0,05) ont été écartés par élimination par ordre décroissant.
Concretement, le logiciel integre tout d’abord au modele 'ensemble des effets, y compris ceux
issus des interactions deux a deux et les termes quadratiques. Il procede ensuite a une
élimination des termes par ordre décroissant, c’est-a-dire du moins significatif (probabilité p

élevée) au plus significatif.

A2.1.2. Interprétations et performances statistiques

La qualité des modeles obtenus a ensuite été évaluée grace a plusieurs outils statistiques.
Le coefficient de corrélation multiple, R?, correspond au rapport entre la variable mesurée
expérimentalement et la variable prédite par le modele et représente donc la qualité de la
régression. Le R? ayant cependant tendance a augmenter avec le nombre de variables, le
coefficient de corrélation ajusté, qui tient compte du nombre de variables, est plus approprié.
Les valeurs de ces coefficients sont comprises entre O et 1. Les modeles obtenus pour les
quatre réponses mesurées sont présentés dans le Tableau 15. Chacun des modéles représente
la corrélation entre les conditions expérimentales testées et les masses de Rsv et de Vf
extraites a partir de broyats de sarments ou de souches de vigne. Pour les quatre modeles, le
coefficient de corrélation ajusté se situe entre 0,84 et 0,87. Cela signifie que les régressions
modélisées permettent d’expliquer entre 84 % et 87% de la réponse observée

expérimentalement. La variabilité expérimentale a été estimée a 11 % en moyenne, d’apres les
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résultats des réplicats des points centraux. La terminologie des facteurs est celle présentée
dans le Tableau 14.

Pour exemple, le coefficient a; du Tableau 15, correspond au coefficient associé au
facteur 1, c’est-a-dire le pourcentage d’éthanol. Un coefficient de signe positif signifie que
I'augmentation du niveau du facteur entraine une amélioration de la réponse, a savoir, la
masse du stilbéne mesuré extraite. A I'inverse, un signe négatif signifie que I'augmentation du
niveau du facteur est défavorable a I'extraction du composé. Les valeurs des coefficients d’une
régression permettent de hiérarchiser les facteurs en fonction de I'importance de leurs effets :
plus la valeur absolue d'un coefficient est élevée et plus I'effet du facteur sur la réponse est
important. Les différentes régressions qui sont présentées dans le Tableau 15 ont permis de
concevoir les diagrammes de surface de réponse pour chacune des réponses mesurées. La
modélisation de la quantité de Vf extraite a partir des souches de vigne en fonction des
principaux facteurs est présentée sur la Figure 51. Les diagrammes de surface des autres

réponses sont détaillés en ANNEXES (Figure A4, Figure A5, Figure AG).

Tableau 15. Coefficients de régression polynomiale normalisés obtenus pour la modélisation des
masses de (E)-resvératrol (Rsv) et de (E)-e-viniférine (Vf) extraites a partir de broyats de sarments et
de souches de vigne. Seuls les termes significatifs (p < 0,05) sont présentés.

. Coefficients normalisés
Variables des

Sarments Souches

régressions
vf Rsv

a, 587 1232%x* 1970%*=

a; 1345 387+ 4375

a, 76%* 119%*

as 118%*

ay

as 500%** 163%*** 303*%= 396%**

ag -139%= -200%=* -177%% -369%=*

aq -46%* -63* -239%=*

g 715k

Aq6 -63*

R? 0,88 0,87 0,86 0,89

R? ajusté 0,87 0,85 0,84 087
R? prédictif 0,82 0,72 0,76 0,79

Modeéle polynomial : y = ag + Xf_; aiX; + 2oy a; Xy + Yooy X% a;; X X; avec ay le terme constant, a; le
coefficient du facteur i, a; le coefficient quadratique et a;; le coefficient d’interaction. Pour la terminologie
des facteurs, se réferer au Tableau 14. *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

A.2.2. Vitesse d’agitation

Les résultats présentés dans le Tableau 15 montrent que, quels que soient le composé
et la biomasse considérés, I'agitation n’influence pas les masses extraites puisque son

coefficient, a,, est absent des modeéles polynomiaux. De maniére générale, I'agitation est
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nécessaire pour maintenir le broyat en suspension dans le solvant et favoriser les transferts
de matiere a la surface de contact entre le solide et le liquide (Pangarkar et al., 2002; Bostyn
et al., 2019). Dans le cas présent, il est possible que la valeur minimale de la vitesse, 200 rpm,

soit suffisante pour assurer ces transferts.

A.2.3. Durée d’extraction

La durée d’extraction n’a pas non plus d’influence sur les quantités de stilbénes extraites
car son coefficient, a;, est majoritairement absent des modeéles polynomiaux, a I’exception de
I'extraction de la Vf a partir des souches de vigne pour laquelle sa contribution est faible. La
durée nécessaire pour maximiser les masses extraites dépend de la vitesse de diffusion et/ou
de I’équilibre d’extraction : plus la vitesse est élevée et/ou la valeur de I’équilibre est basse et
plus la durée sera courte. Dans le cas étudié, le fait que la durée d’extraction n’ait pas, ou trés
peu, d’effet sur les masses extraites signifie que I'extraction des stilbénes dépend

essentiellement des autres parametres d’extraction.

A.2.4. Température d’extraction

D’apres les valeurs des coefficients a; par rapport aux autres, la température fait
systématiquement partie des deux facteurs les plus influents. L’absence du coefficient
quadratique ass ou de coefficient d’interaction entre la température et un autre facteur montre
que son augmentation n’entraine pas de dégradation des deux stilbénes et qu’elle n’interagit
pas avec les autres facteurs. Les quantités de stilbeénes extraites augmentent linéairement avec
la température (Figure 51B, D et F), ce qui confirme la stabilité des deux composés a haute
température. De maniere générale, 'augmentation de la température acroit la solubilité et la
diffusion des composés (Varzakas et Tzia, 2014). Le domaine d’étude de ce facteur était limité
a 80 °C pour cette étude mais d’autres travaux ont montré que le Rsv et la Vf sont stables
jusqu’a au moins 100 °C pour des durées d’extraction n’excédant pas une heure (Romero-Pérez
et al.,, 2001; Karacabey et al., 2012; Zachova et al., 2018). La température maximale pourra
donc étre augmentée en fonction de la température d’ébullition du solvant choisi. Pour un
mélange éthanol/eau, celle-ci se situe entre 78 °C, température d’ébullition de I’éthanol pur, et
100 °C, température d’ébullition de l'eau a pression ambiante. Des travaux ont étudié
I'extraction sous pression (5,2 MPa) du Rsv et de la Vf a partir de broyat de sarments,
permettant d’atteindre des températures de 160 ‘C pour un mélange éthanol/eau 7:93 (v/v)
(Karacabey et al., 2012). Ces travaux ont mis en évidence une augmentation du coefficient de
diffusion apparent du Rsv avec I'augmentation de la température, ce qui est cohérent avec les
principes de diffusion. Les auteurs ont cependant constaté une augmentation des masses
extraites de 85 ‘C a 120 °C puis leur baisse de 120 °‘C a 160 °C, suggérant la dégradation
thermique du Rsv et de la Vf.
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A.2.5. Pourcentage d’éthanol du solvant

Le pourcentage volumique d’éthanol dans le solvant, dont I'effet est représenté par le
coefficient a;, dans le Tableau 15, est également un facteur important, en particulier pour
I’extraction du Rsv. Plus son pourcentage augmente, et plus les valeurs des masses extraites
augmentent. En effet, ce parametre impacte trés certainement la solubilisation des deux
polyphénols car ceux-ci sont solubles dans les alcools mais trés peu dans I’eau (Robinson et
al., 2015). D’autre part, les alcools sont connus pour modifier la perméabilité des membranes
cellulaires, conduisant a leur déstructuration et favorisant ainsi la pénétration du solvant dans
la matrice (Patra et al., 2006; Ingblfsson et Andersen, 2011). La présence du coefficient
quadratique a,; quasiment systématique dans les régressions montre cependant que
l'augmentation des quantités extraites n’est pas linéaire. Ce phénomeéne est particulierement
bien visible sur la Figure 51A-C ou une diminution des masses de Vf extraites a partir des
souches de vigne est observée au-dela du niveau 1 du facteur, c’est-a-dire au-dela de 70 %
d’éthanol. Des travaux ont effectivement montré qu'une faible proportion d’eau est nécessaire
pour optimiser l'extraction des polyphénols car elle affaiblit les liaisons hydrogénes qui
s’établissent entre ces composés et la matrice dans laquelle ils se trouvent (Rayne et al., 2008;
Conway et Barradas, 1966; Sabir et al., 1974).

A.2.6. Ratio solvant/broyat

Bien que faisant partie des facteurs dont les influences sont les moins marquées (Figure
51A, D et E), le ratio solvant/broyat, dont I'’effet est représenté par le coefficient a,, apparait
dans toutes les régressions du Tableau 15. De maniére générale, 'augmentation du ratio
solvant/broyat entraine une migration des composés d’intérét de la matrice vers le solvant
plus rapide en raison d’'un gradient de concentration entre les deux milieux plus élevé
(Meireles, 2008). Dans une moindre mesure, un ratio solvant/broyat plus élevé mene
également a une constante d’équilibre, c’est-a-dire le rapport entre la fraction massique du
composé d’intérét dans le solvant d’extraction et sa fraction massique dans la biomasse
extraite, plus grande (Shi et al., 2016). Les résultats présentés dans le Tableau 15 et sur la
Figure 51 sont cohérents avec ces phénomenes puisque les quantités extraites augmentent

avec le ratio solvant/broyat.

A.2.1. Granulométrie

Enfin, I'omniprésence du coefficient a, dans les régressions du Tableau 15, démontre
I'importance de la granulométrie du broyat pour aboutir a une extraction efficace. Plus la taille
des particules diminue, et plus les masses extraites augmentent (Figure 51C, E et F). Ces
résultats sont cohérents avec les principes de la diffusion : plus la granulométrie du solide est
fine, et plus son aire de surface spécifique est élevée. Cela se traduit par une surface de contact

avec le solvant plus importante.
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Figure 51. Diagrammes de surface de réponses des masses de (E)-e-viniférine (Vf) extraites a partir
de souches de vigne (mg.kg') en fonction des niveaux des principaux paramétres d’extraction.
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La diffusion du solvant est facilitée grace a la réduction de la distance que doivent
parcourir le liquide et le soluté pour traverser la matrice (Durling et al., 2007; Meireles, 2008).
D’aprés les valeurs des coefficients et leur classement pour chacune des régressions du
Tableau 15, I'extraction de la Vf semble davantage dépendante de la granulométrie que
I'extraction du Rsv, possiblement en raison d’une accessibilité moins aisée. Ceci serait
cohérent avec les résultats de travaux ayant montré que la Vf se trouve majoritairement dans
la moelle et dans I’écorce des sarments qui comptent, respectivement, pour seulement 2 % et
10% de la totalité des tissus alors que le Rsv se trouve principalement dans les tissus
conducteurs, représentant les 88 % restants (Houillé et al., 2015a).

A.2.2. Etude comparative avec un plan d’expériences issu de la
littérature

De nombreuses études ont utilisé les plans d’expériences pour optimiser les parametres
d’extraction de polyphénols a partir de biomasse (Karacabey et Mazza, 2008; Karacabey et al.,
2012; Pifleiro et al., 2013; Tungmunnithum et al., 2019). Karacabey et Mazza (2008) ont concu
un plan d’expériences similaire a celui présenté dans ce travail de thése, pour étudier
également I'extraction du Rsv et de la Vf a partir de broyat de sarments de granulométrie
inférieure a 255,5 um. Les facteurs étudiés se limitaient néanmoins a des pourcentages
d’éthanol de 21 % a 95 %, a des ratios solvant/broyat de 36,8 mL.g" (~ 40 mL.g") a 103,6 mL.g*
et a des températures de 30 °C a 83,6 ‘C. Les résultats entre ces travaux de these et ceux de
Karacabey et Mazza (2008) sont similaires pour les facteurs communs. En effet, les
observations des auteurs corroborent celles présentées précédemment concernant l'influence

de la température et du pourcentage d’éthanol sur I’extraction des deux stilbénes extraites.

Tableau 16. Comparatif des masses de (E)-resvératrol (Vf) et de (E)-s-viniférine (Vf) extraites a partir
de sarments (mg .kg') et obtenus pour des ratios solvant/broyat différents.

Parametres Masses extraites

Ratio

Ethanol Température Durée Rsv v Référence
. solvant/broyat
(% v/v) (0O (min) (mg.kg') (mgkg")
(mL.g?)
5 664 381 ]
50 50 30 Cette étude
40 1807 634
36,8 3140 1900 Karacabey et
50 50 30
103,6 3020 1680 Mazza (2008)

Les quantités extraites augmentent linéairement avec la température et le point
d'inflexion au-dela de 70 % d’éthanol, décrit précédemment (CHAPITRE III, PARTIE 2,
paragraphe A.2.5), a également été constaté par les auteurs. La différence majeure entre les
deux études concerne l'effet du ratio solvant/broyat. Le Tableau 16 compare les valeurs des

masses de Rsv et de Vf extraites au cours des deux études, dans des conditions d’extractions
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similaires, a I'exception du ratio solvant/broyat. A I'inverse des observations faites au cours
de ces travaux, Karacabey et Mazza (2008) n’ont pas remarqué d’effet significatif de ce
parametre. Cette dissemblance peut provenir des domaines d’étude du ratio solvant/broyat
qui different entre les deux études. Il est en effet possible qu'entre 5 mL.g" et ~ 40 mL.g" ce
facteur ait un impact notable mais qu’au-dela de ~ 40 mL.g", il n’ait plus d’influence. Deux
hypotheses, relatives aux principes de diffusion (CHAPITRE I, PARTIE 3, paragraphe B.2.1),
peuvent expliquer, individuellement ou conjointement, cette observation. La premiére
hypothése est que ce constat serait l'illustration du lien de cause a effet entre le ratio
solide/broyat et la vitesse de diffusion (équations (6) et (7)). Plus le ratio solvant/broyat est
élevé et plus le gradient de concentration est important. Un gradient de concentration plus
élevé entraine une diffusion, et donc une extraction, plus rapide. Entre 5 mL.g" et ~ 40 mL.g",
les différences entre les gradients de concentration respectifs seraient suffisamment
importantes pour mener a des vitesses de diffusion différentes (équation (7)) et donc des
quantités extraites différentes pour une méme durée d’extraction (30 min). A partir de
~40mL.g', le gradient de concentration serait suffisamment grand pour que I'état
stationnaire du systeme, c’est-a-dire 1'équilibre, soit atteint des 30 min (équation (6)). La
seconde hypothése repose sur les observations faites par Cacace et Mazza (2003) pour
I’extraction de polyphénols a partir de groseilles. Ces travaux ont montré que l'effet principal
du ratio solvant/broyat, dont les niveaux extrémes étaient fixés entre 6 mL.g" et 74 mL.g", était
de modifier la valeur de la constante d’équilibre K, (¢quation (5)), la vitesse d’extraction n’étant
pas impactée. Ainsi, entre 5 mL.g" et ~ 40 mL.g", la fraction massique de stilbénes extraits des
sarments en 30 min augmenterait avec le ratio solvant/broyat jusqu’a atteindre sa valeur
maximale vers ~ 40 mL.g". Au-dela de ce ratio, la fraction massique extraite n’augmenterait
plus.

Les travaux de Karacabey et Mazza (2008) présentent également 1’évolution du
coefficient de diffusion apparent du Rsv en fonction des conditions expérimentales ; cette
mesure n’'a toutefois pas été réalisée pour la Vf. Les auteurs montrent que ce coefficient
augmente avec la température et le pourcentage d’éthanol. La méme inflexion que celle
constatée pour les masses extraites est observable a partir de 60 % d’éthanol. Pour une valeur
comprise entre ~40 mL.g' et 103,6 mL.g', le ratio solvant/broyat n’impacterait pas le
coefficient de diffusion apparent. L’ensemble des résultats de Karacabey et Mazza (2008)
suggere, qu’a partir de ~ 40 mL.g", le ratio solvant/broyat n’a plus d’effet, ni sur I’équilibre, ni
sur la diffusion du Rsv et donc plus d’effet sur les quantités de stilbénes extraites. Les résultats
présentés dans ce manuscrit démontrent que, pour une valeur inférieure a 40 mL.g"', le ratio
solvant/broyat a un effet notable sur ’extraction du Rsv et de la Vf a partir de sarments et de

souches de vigne.
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A.3. Détermination des conditions d’extraction optimales

Le plan d’expériences élaboré au cours de cette thése a permis de définir les facteurs
dont les effets sur I'extraction du Rsv et de la Vf a partir de sarments et de souches de vigne
sont les plus marqués. Bien qu’il y ait des différences selon le composé et la biomasse
considérés, les quatres parameétres les plus importants sontle pourcentage volumique
d’éthanol dans le solvant, la température d’extraction, le ratio solvant/broyat et la
granulométrie du broyat. L'influence de ces quatre parameétres est cohérente avec les principes
de diffusion décrits notamment par Shi et al. (2016). Les conditions optimales ont été définies
comme étant les suivantes :

- Granulométrie du broyat : 0,5 mm ;

- Solvant : éthanol/eau 80:20 (v/V) ;

- Ratio solvant/broyat : 30 mL.g" ;

- Température d’extraction : 84,5 °C (sous reflux) ;
- Vitesse d’agitation : 550 rpm ;

- Durée d’extraction : 30 min.

Ces conditions sont similaires a celles employées au début de ces travaux (CHAPITRE
III, PARTIE 1, paragraphe A.2.2). A 'exception de la température, qui était d’abord fixée a
60 °C, les niveaux des autres parametres sont, soit identiques a la premiere méthode
d’extraction, soit n’ont pas d’influence et peuvent donc étre définis arbitrairement dans le
domaine d’étude considéré. Une augmentation d’environ 10 % des masses de stilbénes
extraites a tout de méme été observée grace aux conditions mises au point, bien que les
différences ne soient pas significatives (données non montrées dans ce manuscrit). Une
deuxieme extraction du broyat a également permis de confirmer que la majeure partie du Rsv
et de la Vf est extraite au cours de la premiere extraction. En effet, les deux composés ne sont
plus quantifiables dans les seconds extraits. La méthodologie des plans d’expériences a mis
en évidence que 1'élévation de la température, entre 20 °C et 80 °C, est favorable a ’extraction
du Rsv et de la Vf pour des durées comprises entre 5 min et 60 min. Cette observation
confirme la thermostabilité des deux stiblenes a des températures de I'ordre de 100 °C et pour
cet intervalle de durée (Romero-Pérez et al., 2001; Karacabey et Mazza, 2008; Zachova et al.,
2018). Les travaux présentés dans ce chapitre sont les premiers portant sur l'influence des
facteurs étudiés sur I'extraction du Rsv et de la Vf a partir de souches de vigne. Il a pu étre
conclu que les deux coproduits viticoles peuvent étre extraits dans les mémes conditions afin
d’en déterminer les teneurs en Rsv et en Vf.

Certaines méthodes d’activation permettent d’améliorer encore davantage I’extraction
de molécules d’intérét a partir de biomasse en améliorant la diffusion (Zuin et Ramin, 2018).
C’est le cas notamment des ultrasons, une des méthodes d’activation les plus anciennes et les

plus répandues dans le secteur industriel (Richards et Loomis, 1927). L’extraction ultrasonore
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du Rsv et de la Vf a partir de coproduits viticoles a été étudiée afin de déterminer si cette
technique permet une amélioration de l’extraction, en comparaison avec les conditions

classiques.

B. Impact de I'utilisation des ultrasons
B.1. Stratégie d’étude

B.1.1. Mécanismes d’action des ultrasons dans le processus
d’extraction de composés d’intérét a partir de biomasse
Dans le domaine de 'extraction végétale, les effets du phénomeéne de cavitation généré
par les ondes ultrasonores, sont majoritairement d’ordre physique. Ces mécanismes sont
décrits en détails dans la revue de Chemat et al. (2017) qui regroupe de nombreux exemples
d’extractions solides-liquides assistées par les ultrasons de basses fréquences essentiellement.
Les ondes de choc et les micro-jets produits par les ultrasons dans un mélange solvant-
biomasse peuvent entrainer la fragmentation, 1’érosion et la détexturisation de la matiere
végétale, et générer des zones de cisaillement, favorisant notamment la rupture de glandes
contenant les molécules d’intérét. L’ensemble de ces mécanismes conduit a une réduction de
la taille des particules solides et a la création de porosité dans le matériau. La conséquence
directe de I’altération de la structure de la matrice est d’améliorer le phénomeéne de diffusion,
décrit par les lois de Fick (équations (6) et (7) du CHAPITRE I) en réduisant la distance que le
solvant et le soluté doivent parcourir dans le solide et en augmentant la surface de contact
solide-liquide (Varzakas et Tzia, 2014; Shi et al., 2016). Il a également été démontré que les
ultrasons, et en particulier les hautes fréquences (> 100 kHz), peuvent induire une
permeéabilité des membranes cellulaires, notamment chez les végétaux (Liu et al., 2006; Qin et
al., 2013). Ce phénomene, appelé sonoperméabilisation, facilite la pénétration du solvant au
sein de la matrice et la diffusion du soluté. Enfin, les ultrasons pourraient également
augmenter I’absorption du solvant par le matériau par effet capillaire. Ce mécanisme, encore
mal compris, serait dépendant de la puissance ultrasonore et aurait pour conséquence de
favoriser la désorption des composés (Vinatoru, 2001). Les effets des ultrasons sur I’extraction
de composés d’intérét a partir de biomasse dépendent ainsi de deux parametres principaux.
L’augmentation de la puissance acoustique (équation (9)) peut altérer la structure de la matrice
solide et ainsi améliorer la diffusion du soluté au sein des particules solides (Chemat et al.,
2017). Le second parametre ultrasonore est la fréquence. De maniére générale, les basses
fréquences (< 80 kHz) génerent des bulles de cavitation de dimensions plus importantes et
favorisent les effets physiques des ultrasons tandis que les hautes fréquences (> 100 kHz)
favorisent les effets chimiques (Wang et Weller, 2006; Draye et al., 2019). Bien que les ultrasons
de basses fréquences soient majoritairement utilisés pour I'extraction de composés d’intérét,
des travaux ont montré que les hautes fréquences pouvaient agir sur la sélectivité du composé
extrait (Chukwumabh et al., 2009).
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B.1.2. Conditions expérimentales de I'’étude

D’apres la littérature, I'utilisation des ultrasons permettrait d’améliorer les phénomenes
de diffusion par rapport aux conditions silencieuses (Chemat et al., 2017)°. L’extraction en
conditions ultrasonores du Rsv et de la Vf a partir des sarments et des souches de vigne a
donc été envisagée. Les effets des différents facteurs testés en conditions silencieuses au cours
du plan d’expériences ont pu étre remarqués car leurs domaines d’étude respectifs étaient
suffisamment larges pour permettre de constater des variations des rendements d’extraction.
A titre d’exemple, le domaine d’étude du ratio solvant/broyat défini par Karacabey et Mazza
(2008) n’était pas approprié pour observer un quelconque effet du facteur. Cette observation
souléeve un  point important, valable pour  n’importe quelle tentative
d’optimisation d’extraction et qui montre la difficulté de comparer les résultats provenant
d’études différentes. Concrétement, I'optimisation des conditions d’extraction végétale repose
sur un systéme fini, c’est-a-dire qu’il n’est pas possible d’extraire davantage de composé que
la biomasse n'en contient. Etudier les effets de nouveaux parameétres en conditions déja
optimisées est donc compliqué car il n’y plus de marge de progression des masses extraites.
Pour que les variations des rendements liées aux effets des différents parametres ultrasonores
soient observables, il est nécessaire de disposer de cette marge de progression. Ainsi, les
extractions sous ultrasons ont été volontairement menées dans des conditions non optimales.

L’impact des deux principaux parametres ultrasonores, a savoir la puissance acoustique
et la fréquence, sur I'extraction du Rsv et de la Vf a partir de sarments et de souches de vigne,
a été étudié grace a différents équipements ultrasonores. Deux puissances acoustiques
volumiques ont pu étre investiguées : 120 W.L"' et 200 W.L'. L’effet de la fréquence a été évalué
grace a deux générateurs, de fréquences 20 kHz et 800 kHz. L’ensemble des expérimentations
a été réalisé dans des réacteurs de type cup-horn, de géométries similaires (réacteurs
cylindriques en verre de mémes volumes). Une double enveloppe, intégrée au réacteur, a
permis de controler la température du milieu d’extraction. La température du milieu a été
systématiquement régulée a 30 ‘C pour éviter son augmentation sous l'action des ultrasons.
Le solvant était composé d’'un mélange éthanol/eau 30:70 (v/v). Pour chacune des expériences
d’extraction assistées sous ultrasons (US), une expérience d’extraction en conditions
silencieuses (ES) a été réalisée pour comparer les deux méthodes. Cette comparaison a été faite
systématiquement avec les mémes parametres pour les deux types d’extraction (type de
biomasse, température, ratio solvant/broyat, etc.). La méthodologie des plans d’expériences
n’'a pu étre appliquée pour ces investigations en raison des limites de certains appareils en
termes de puissance maximale délivrée. Des tests statistiques, comprenant une analyse de la
variance, ont été possibles grice a la réalisation de triplicats d’extraction pour chaque
condition expérimentale. Ces analyses ont permis de discerner les différences significatives

(p < 0,05) des différences non-significatives (p > 0,05).

% L’extraction conventionnelle, c’est-a-dire sans recours aux ultrasons, est appelée « extraction en conditions
silencieuses », par opposition a « extraction en conditions ultrasonores ».
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B.2. Effets des parametres ultrasonores

B.2.1. Principaux parametres

B.2.1.1. Puissance acoustique

La puissance acoustique volumique représente la puissance volumique réellement
dissipée dans le milieu soumis a une onde ultrasonore (Luche, 1998). Ainsi, pour une méme
puissance acoustique, plus le volume irradié diminue, et plus la puissance acoustique
volumique augmente. L’étude comparative présentée sur la Figure 52 montre I’évolution des
rendements d’extraction moyens du Rsv et de la Vf a partir de sarments et de souches de vigne
en fonction de la puissance acoustique volumique des ultrasons. L’augmentation de la
puissance de 120 W.L"' a 200 W.L" (A = 80 W.L") induit une augmentation non significative des
rendements d’extraction moyens de 10 %, quels que soient le composé et la biomasse
considérés. D’apres la tendance observée, il est possible que I'étude d’'une gamme plus large
de puissances acoustiques donne des résultats significativement différents. En effet, d’autres
travaux ont évalué l'influence de la puissance acoustique sur l'extraction de polyphénols a
partir de marc de raisin (Gonzalez-Centeno et al.,, 2014). Les résultats montrent une
amélioration des rendements d’extraction de 'ordre de 25 % pour une augmentation de la
puissance acoustique volumique de 50 W.L' a 150 W.L' (A = 100 W.L"), confirmant les

tendances observées sur la Figure 52.

Sarments Souches de vigne

140 + 140 +
120 + 120 +
100 1 100 1
80 1 80 1
60 A 60 A
40 + 40 A
20 + 20 +
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Rendements/max (%)

M :s US 120 W.L1 [ us 200 w.t

Sarments et souches de Jacquere collectés en 2018-2019 et stockés huit mois. Extraction : éthanol/eau 30:70 (v/v)
30 mL.g"* de broyat a 0,5 mm, 30 °C, 30 min. ES : extraction silencieuse, US : extraction sous ultrasons 20 kHz a
120 W.L! ou 200 W.L'. Les rendements sont exprimés en pourcentages par rapport au rendement maximal Des
lettres (a,b,c) différentes pour les variables d'un méme groupe (par exemple : Rsv sarments) indiquent des écarts
significatifs entre les moyennes (p < 0,05).

Figure 52. Impact de la puissance acoustique sur les rendements d’extraction moyens du (E)-
resvératrol (Rsv) et de la (E)-s-vinférine (Vf) a partir de savments et de souches de vigne.

Une explication possible a cette amélioration serait que 'augmentation de la puissance
entraine une fragmentation de la matiére plus importante, augmentant la diffusion (Chemat
et al,, 2017). De surcroit, cela signifie que les ultrasons devraient améliorer 1'extraction des
composés par rapport a l'extraction en conditions silencieuses. Néanmoins, la Figure 52
montre la tendance inverse mais les écarts entre les rendements moyens obtenus par les

différentes méthodes ne sont pas significativement différents.
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B.2.1.2. Fréquence

Pour optimiser I'extraction de composés a partir d'une matrice végétale, les effets
ultrasonores désirés sont plutot d’ordre physique. Les basses fréquences sont les plus a méme
d’induire ce type d’effets. Des auteurs ont néanmoins rapporté que, pour une méme intensité,
les rendements d’extraction en conditions ultrasonores du Rsv a partir de cacahueétes
pouvaient varier selon la fréquence appliquée (Chukwumabh et al., 2009). La Figure 53 présente
les rendements d’extraction moyens du Rsv et de la Vf a partir de sarments et de souches de
vigne en fonction de la fréquence ultrasonore, obtenus au cours de ces travaux de thése.
L’augmentation de la fréquence de 20 kHz a 800 kHz induit une augmentation des rendements
d’extraction moyens, de 10 % environ, pour les différentes biomasses étudiées mais cette
augmentation n’est significative dans aucun des cas. D’autres études ont également porté sur
I'impact de la fréquence sur I’extraction de polyphénols a partir de marc de raisin (Gonzalez-
Centeno et al., 2014). Les résultats obtenus montrent que les rendements augmentent avec la
fréquence, variant de 80 kHz a 120 kHz, corroborant les tendances observées sur la Figure
53. Toutefois, 'utilisation des ultrasons n’entraine pas d’amélioration de I'extraction du Rsv
et de la Vf puisque les rendements obtenus au cours des extractions en conditions

ultrasonores sont similaires a ceux obtenus pour I’extraction en conditions silencieuses.

Sarments Souches de vigne
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20 20
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Sarments et souches de Jacquere collectés en 2018-2019 et stockés huit mois. Extraction : éthanol/eau 30:70 (v/v)
30 mL.g* de broyat a 0,5 mm, 30 °C, 30 min. ES : extraction silencieuse, US : extraction sous ultrasons 120 W.L* a 20
kHz ou 800 kHz. Les rendements sont exprimés en pourcentages par rapport au rendement maximal. Des lettres
(a,b,c) différentes pour les variables d'un méme groupe (par exemple : Rsv sarments) indiquent des écarts significatifs
entre les moyennes (p < 0,05).

Figure 53. Impact de la fréquence ultrasonore sur les rendements d’extraction moyens du (E)-
resvératrol (Rsv) et de la (E)-c-vinférine (Vf) a partir de sarments et de souches de vigne.

B.2.2. Impacts des ultrasons sur la fragmentation de la matiere

Les résultats présentés sur la Figure 52 et sur la Figure 53 montrent que les variations
de la puissance et de la fréquence ultrasonores n’ont pas d’effet significatif sur les rendements
d’extraction. Comparativement aux conditions silencieuses, les conditions ultrasonores
n’améliorent pas I'extraction du Rsv et de la Vf. Ces constats suggerent que, contrairement a
ce qui est mentionné dans la littérature, les ultrasons ne fragmentent pas la matiére a extraire
dans les conditions de cette étude (Chemat et al., 2017).
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Sarments et souches de Jacquere collectés en 2018-2019 et stockés huit mois. Extraction : éthanol/eau 30:70 (v/v)
30 mL.g" de broyat a 0,5 mm ou 4 mm, 30 °C, 30 min. ES : extraction silencieuse, US : extraction sous ultrasons
200 W.L'" a 20 kHz ou 800 kHz. Les rendements sont exprimés en pourcentages par rapport au rendement maximal.
Des lettres (a,b,c) différentes pour les variables d'un méme groupe (ex: Rsv sarments) indiquent des écarts significatifs
entre les moyennes (p < 0,05).

Figure 54. Impact des ultrasons sur les rendements d’extraction moyens du (E)-resvératrol (Rsv) et
de la (E)-s-vinférine (Vf) a partir de sarments et de souches de vigne pour deux granulométries de
broyat différentes.

Pour vérifier cette hypothese, les effets des ultrasons de fréquence 20 kHz et 800 kHz
sur les rendements d’extraction ont été étudiés pour deux granulométries de broyat
différentes : 0,5 mm et 4 mm. Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 54. Elle
montre que les rendements d’extractions des deux stilbénes a partir des sarments ne différent
pas significativement en fonction de la granulométrie, quelles que soient les conditions
testées. Cette observation est contradictoire avec les résultats du plan d’expériences
(CHAPITRE III, PARTIE 2, paragraphe A.2.1). Cette incohérence peut s’expliquer par une
variabilité expérimentale plus forte, de l'ordre de 25 % en raison d’expérimentateurs
différents, pour certains essais présentés sur la Figure 54 par rapport aux 10 % estimés pour

les plans d’expériences. Si les ultrasons permettaient un fractionnement de la matiére, une
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augmentation des rendements auraient di étre observée par rapport aux rendements obtenus
pour des conditions silencieuses. Il est possible que les effets des ultrasons dépendent de la
nature de la biomasse extraite. En effet, plusieurs études ont montré que les rendements
d’extraction de polyphénols a partir de bois ne variaient pas selon que l'extraction ait été
réalisée dans des conditions ultrasonores ou silencieuses (Meullemiestre et al., 2016; Withouck
et al., 2019). La revue de Chemat et al. (2017), répertoriant les effets physiques des ultrasons
sur la biomasse, se base essentiellement sur des travaux ayant étudié ces effets sur de la
matiere végétale facilement friable, telles que des feuilles.

C. Teneurs en (E)resvératrol et en (E)-e-viniférine des
coproduits viticoles et gisement des Pays de Savoie

C.1. Stratégie d’étude

La méthodologie des plans d’expériences a permis de déterminer les conditions
optimales pour extraire le Rsv et la Vf des sarments et des souches de vigne. L'utilisation des
ultrasons a également été étudiée mais les résultats obtenus n’ont pas mis en évidence
d’amélioration des rendements d’extraction par rapport aux conditions classiques. Les
conditions d’extractions optimisées (SECTION EXPERIMENTALE, PARTIE 2, paragraphe
C.3.2.) ont été utilisées pour estimer les teneurs en Rsv et Vf de sarments et de souches de
vigne de cépages savoyards méconnus. Parmi ceux-ci, la Jacquere et la Mondeuse, deux
cépages a raisins blancs et rouges respectivement, représentent a eux deux plus de la moitié
de la surface viticole des Pays de Savoie (Syndicat Régional des Vins de Savoie, 2019). Leur
étude a donc été priorisée tout au long des travaux présentés dans ce chapitre. Néanmoins,
les teneurs de deux autres cépages, I’Altesse et le Gamay ont également été estimées. Chacun
représente 10-15 % de la surface viticole des Pays de Savoie et ils sont donc les deux cépages
les plus répandus sur le territoire, apres la Jacquére et la Mondeuse. L’Altesse est un cépage
blanc, typiquement savoyard tandis que le Gamay est un cépage rouge, répandu dans toute la
France. Les teneurs en Rsv et en Vf des sarments et souches de vigne issus des cépages
strictement savoyards n’ont jamais été évaluées tandis que le Gamay a fait ’objet de quelques
travaux (Lambert et al., 2013; Houillé et al., 2015b; Gabaston et al., 2019).

Afin d’estimer au mieux les teneurs des différents coproduits viticoles cités
précedemment, il était primordial de multiplier les provenances des coproduits afin d’avoir
des échantillons représentatifs de I'’ensemble du territoire. En effet, d'importantes variations
des teneurs en stilbénes ont été rapportées dans la littérature pour des sarments issus d'un
méme cépage mais provenant de localisations différentes (Vergara et al., 2012). Pour exemple,
les teneurs en Rsv de sarments de Pinot Noir peuvent varier de 723 mgu«).kg* a 4040 mge.,.kg",

en fonction du lieu de collecte.
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Sarments et souches d’Altesse, de Gamay, de Jacquére et de Mondeuse stockés huit mois. Extraction : éthanol/eau
80:20 (v/v) 30 mL.g" de broyat a 0,5 mm, 84,5 ‘C, 30 min. Des lettres (a,b,c) différentes pour les variables d’'un méme
groupe (par exemple : sarments) indiquent des écarts significatifs entre les moyennes (p < 0,05).

Figure 55. Teneurs (mg.kg') en (E)-resvératrol (Rsv) et en (E)-s-vinférine (Vf) de sarments et de
souches de vigne issus des principaux cépages savoyards et collectés au cours de 'hiver 2018-2019.

Divers facteurs, peuvent expliquer ces écarts, tels que des climats, des compositions du
sol ou des pratiques viticoles qui différent d’'une exploitation a une autre (Keller et al., 2000;
Cavaliere et al., 2010; Guerrero et al.,, 2010; Acuna-Avila et al., 2016). Pour cette étude, les
sarments et les souches de vigne ont été collectés au cours de I’hiver 2018-2019 dans trois
exploitations viticoles différentes, réparties sur I’ensemble de la Combe de Savoie, la ou se
trouvent 90 % des viticulteurs des Pays de Savoie (PARTIE 1, CHAPITRE II). Les 24 échantillons
de biomasse (deux coproduits viticoles, quatre cépages, trois exploitations) ont été stockés
huit mois avant d’étre extraits dans les conditions optimisées définies grace a la méthodologie
des plans d’expériences. Un seul réplicat d’extraction a été réalisé pour chaque échantillon. La
Figure 55 indique les teneurs moyennes en Rsv et en Vf des sarments et des souches de
Jacquere, de Mondeuse, d’Altesse et de Gamay. Les résultats issus de I'étude exploratoire
(CHAPITRE III, PARTIE 1, paragraphe C) concernant les teneurs en Rsv et en Vf de sarments
et de souches de Jacquére et de Mondeuse étudiés 'année précédente (2017-2018), ont
également été ajoutés dans le texte, a titre de comparaison. Cependant, les écarts observés
entre les deux études ne sont pas discutés en raison de conditions expérimentales différentes
(durées de stockage, exploitations de collecte, conditions d’extraction, etc.). En revanche, des
valeurs moyennes ont été calculées pour la Jacquére et la Mondeuse, a partir des teneurs

mesurées pour les deux années.

C.2. Teneurs des différents coproduits viticoles

C.2.1. Sarments

Les teneurs en stilbénes des sarments de Jacquére et de Mondeuse sont de
2306 mgrsv).kg' et 1287 mgvf).kg' et de 4116 mgRsv).kg"' et 1445 mgvf.kg' respectivement.
Les teneurs mesurées I'année précédente (CHAPITRE III, PARTIE 1, paragraphe C), sont de

155



CHAPITRE III - Valorisation chimique des sarments et des souches de vigne

2637 mgrsv).kg' et 2095 mgvf.kg' pour la Jacquere et de 3404 mgRsv).kg" et 2047 mgvi).kg"
pour la Mondeuse. Bien que non significatives I'année précédente, il est intéressant de noter
que les tendances observées au cours des deux années d’étude sont les mémes : les sarments
de Mondeuse contiennent en moyenne davantage de Rsv que les sarments de Jacquére tandis
que les teneurs en Vf sont similaires. Les valeurs moyennes, calculées a partir des teneurs
mesurées pour les deux années (2017-2018 et 2018-2019), sont de 2472 mgRsv).kg' et
1691 mgf).kg' pour les sarments de Jacquere et 3760 mgRsv).kg" et 1959 mgvf).kg"' pour les
sarments de Mondeuse. Ces teneurs sont similaires aux teneurs moyennes des sarments de
Pinot Noir, estimées d’apres la littérature a 3231 mgRrsv).kg"' et 1686 mgvf).kg' (Karacabey et
Mazza, 2008; Rayne et al., 2008; Vergara et al., 2012; Lambert et al., 2013; Saez et al., 2018).

D’apres la littérature, les teneurs en Rsv et Vf du Gamay s’élévent a environ
1000 mgRrsv).kg' et 1800 mgv.kg' pour deux semaines de séchage (Lambert et al., 2013;
Gabaston et al., 2019). D’autres travaux indiquent que les teneurs en Rsv peuvent varier de
100 mgrsv).kg' a 5100 mgrsv).kg"' pour zéro et six semaines de stockage (Houillé et al.,
2015b). Les valeurs présentées sur la Figure 55 sont de 2662 mgRsv).kg' et 1724 mgvn.kg".
Les teneurs en Vf sont similaires aux valeurs de la littérature tandis que celles du Rsv se situent
entre les deux extrémes mentionnés. De tous les cépages étudiés dans ces travaux, les
sarments d’Altesse sont les plus pauvres en stilbeénes avec 1669 mg®rsv).kg' et 1389 mgvf).kg™'.
En considérant la somme des deux stilbénes, 'ordre des cépages, du plus au moins riche, est :
1) la Mondeuse (5561 mgRsv+vf).kg"'), 2) le Gamay (4386 mgRrsv+vf).kg'), 3) la Jacquere
(3593 mgrsv+ve).kg! et 4) I'Altesse (3058 mgRrsv+Ve).kg™).

C.2.2. Souches de vigne

Les teneurs en stilbenes dans les souches de Jacquere et la Mondeuse sont de 2894
mgRsv).kg' et 4000 mgvf).kg' et de 3290 mgrsv).kg' et 6045 mgvf.kg' respectivement. Les
teneurs mesurées ’année précédente (CHAPITRE III, PARTIE 1, paragraphe C) sont de 5363
mgRsv).kg"' et 5798 mg(vf).kg' pour la Jacquere et de 2293 mg®sv).kg" et 4650 mg(vf).kg' pour
la Mondeuse. Contrairement a I'année précédente, les teneurs des souches de Jacquere
présentées sur la Figure 55 sont plus faibles que les teneurs des souches de Mondeuse. Les
valeurs moyennes, calculées a partir des teneurs mesurées pour les deux années d’étude
(2017-2018 et 2018-2019), sont de 4129 mgRrsv).kg' et 4899 mgv.kg' pour les souches de
Jacquere et 2792 mgRsv).kg"' et 5348 mgvf).kg" pour les souches de Mondeuse.

Les souches de Gamay contiennent 2871 mgRsv).kg' et 4464 mgf.kg" tandis que les
teneurs des souches d’Altesse sont de 2138 mg®Rsv).kg' et 3926 mg(vf).kg'. En considérant la
somme des deux stilbenes, I'ordre des cépages, du plus au moins riche en stilbénes d’intérét,
est le méme que pour les sarments: 1) la Mondeuse (9335 mgRsv+v.kg'), 2) le Gamay
(7335 mgrsv+vh.kg"), 3) la Jacquere (6894 mgrsv+v).kg"' et 4) 'Altesse (6064 mgRsv+v).kg").

Il a été expliqué précédemment que le terme « souches de vigne » utilisé dans ces
travaux désigne en réalité des souches de vignes (CHAPITRE III, PARTIE 1, paragraphe A.1.2).
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Elles sont constituées de vigne a greffon qui donne les différents cépages (Jacqueére, Mondeuse,
etc.) et de vigne a porte-greffe qui procure au plant une résistance accrue face a différentes
maladies. Bien qu’il soit difficile d’évaluer les proportions massiques exactes de chacun des
deux types de vigne, les souches de vigne sont majoritairement composées de vigne a porte-
greffe. Les discussions avec les viticulteurs lors de la collecte des coproduits ont permis de
savoir que les principaux porte-greffes utilisés en Pays de Savoie sont le Gravesac et le 3309C.
Les souches de Jacqueéere, de Mondeuse, d’Altesse et de Gamay sont donc trés propablement
constituées de ces deux variétés. Les travaux de Gabaston et al. (2019) ont évalué les teneurs
en stilbénes de différents organes de plants de vigne et, notamment, les parties souterraines
de six variétés de porte-greffes, dont le Gravesac et le 3309C. Les teneurs moyennes des six
porte-greffes mesurées par les auteurs sont de 1400 mg®sv).kg' et 2500 mg(vf).kg' avec des
valeurs extrémes de 200-3200 mg®Rsv).kg' et de 500-8900 mg(vf).kg"'. Le Gravesac contient en
moyenne 1700 mg®rsv).kg' et 1900 mgvh.kg"' tandis que le 3309C contient 1300 mg®rsv).kg" et
3200 mgvf).kg' en moyenne. Les valeurs présentées Figure 55 pour les souches de vigne sont
systématiquement plus élevées que les valeurs de Gabaston et al. (2019). La littérature
rapporte néanmoins des teneurs pouvant atteindre 18000 mgf).kg"' pour des racines de
Cabernet Sauvignon (Wei et al.,, 2016). De méme que pour les résultats des premieres
estimations des teneurs en Rsv et en Vf des sarments et des souches de Jacquere et de
Mondeuse (CHAPITRE III, PARTIE 1, paragraphe C), le phénomeéne d’enrichissement et
d’oligomérisation des stilbénes des souches de vigne, par rapport aux sarments, est observé

quel que soit le cépage.

C.3. Estimation des masses de (E)resveratrol et (E)-e€-
viniférine, issues des sarments et des souches de
Jacquere et de Mondeuse, mobilisables sur le territoire

Les résultats de I'inventaire des gisements des coproduits viticoles des Pays de Savoie
(CHAPITRE II, PARTIE 1) ont permis de quantifier les masses de sarments et de souches de
vigne disponibles sur le territoire. Pour rappel, environ 2800 t de sarments et 200 t de souches
de vigne sont générées annuellement. Il a été estimé que 840 t de sarments et 10 t de souches
de vigne seraient briilées tous les ans. Il a été envisagé, en raison d’obligations phytosanitaires
nécessitant l'extraction de cette biomasse des parcelles viticoles, qu’il serait possible de
disposer de I'entiéreté de la masse des souches de vigne, notamment pour la mise en place
d'une éventuelle filiere de valorisation (CHAPITRE III, PARTIE 1, paragraphe A.1.2). D’autre
part, la Jacquere et la Mondeuse recouvrent 50 % et 14 % de la surface viticole savoyarde
respectivement, ce qui signifie qu’environ 64 % des coproduits viticoles générés sur le
territoire sont issus de ces deux cépages. En tenant compte de des proportions respectives de
chaque cépage et en considérant les teneurs moyennes en Rsv et en Vf mesurées au cours de
ces travaux pour les sarments et les souches de Jacquére et de Mondeuse, il est possible

d’estimer le potentiel de cette biomasse pour 'obtention des deux stilbénes en Pays de Savoie.
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Ce bilan est décrit dans le Tableau 17 et présente les valeurs basses et hautes des masses,
calculées en fonction de la masse de coproduits disponible (totale ou brilée a I'air libre). En
raison de tonnages plus importants, les sarments et, en particulier ceux issus de Jacquere,
seraient une source conséquente de Rsv et de Vf. En considérant les deux cépages, de 1481 kg
a 4935 kg de Rsv, et de 941 kg a 3135 kg de Vf seraient mobilisables annuellement. Les
souches de vigne, de par leurs tonnages moins conséquents, ne permettraient d’obtenir que
25-491 kg de Rsv et 32,5-640 kg de Vf.

Tableau 17. Estimations des masses (kg) de (E)-resvératrol et (E)-c-viniférine mobilisables
annuellement en Pays de Savoie, par extraction de savments et de souches de Jacquere et de
Mondeuse.

Masses de stilbénes

Masses de coproduits (t)

(kg)
Brilée Totale Rsv Rsv vf vt
(basse) (haute) (basse) (haute) (basse) (haute)

Jacquére 420 1400 1038 3461 710 2367

Sarments Mondeuse 118 392 444 1474 231 768
Total 538 1792 1481 4935 941 3135

Jacqueére 5 100 21 413 25 490

Souches Mondeuse 1,4 28 4 78 7,5 150
Total 6,4 128 25 491 32,5 640

Les travaux présentés dans cette partie ont permis d’estimer le gisement de Rsv et de Vf
potentiellement mobilisable sur le territoire des Pays de Savoie. Ces rendements sont
cependant des rendements bruts, c’est-a-dire avant purification des composés. Dans le cas de
la mise en place d'une filiere de valorisation des coproduits viticoles pour ’obtention des deux
stilbeénes, ces gisements devront étre réévalués car d’importantes pertes peuvent étre
observées au cours des étapes de purification (Soum et al., 2015).

Le Rsv et la Vf font partie de la fraction « extractible » de la biomasse, c’est-a-dire que
ce sont des composés non-structurels. La part d’extractibles des sarments a été estimée entre
3 % et 16 % de leur masse seche (Ntalos et Grigoriou, 2002; Jiménez et al., 2006). Cela signifie
qu’apres enlévement de cette fraction pour sa valorisation, 84 % a 97 % de la masse des
coproduits resteraient potentiellement non utilisés. La partie suivante propose des voies de
valorisation, d'une part des extraits de sarments et de souches de Jacquére et de Mondeuse,

et d’autre part du broyat résiduel apres extraction.
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PARTIE 3 - VERS UNE VALORISATION HOLISTIQUE DES
SARMENTS ET DES SOUCHES DE VIGNE

A. Propriétés antifongiques des extraits de sarments et
souches de Jacquere et de Mondeuse

A.1. Stratégie d’étude

A.1.1. Des propriétés antifongiques des stilbénes...

Les résultats décrits dans la partie précédente ont montré que les sarments et les
souches de Jacqueére et de Mondeuse étaient une source conséquente de Rsv et de Vf, que ce
soit du point de vue de leur teneur en stilbénes d’intérét, ou du point de vue de leur
contribution a la surface viticole des Pays de Savoie. Le Rsv et la Vf possédent de multiples
propriétés, démontrées notamment dans le domaine de la médecine. Néanmoins, I'étude
bibliographique (CHAPITRE I, PARTIE 3, paragraphe C.1) a décrit les différentes
problématiques liées a leur utilisation dans ce domaine. D’autres voies de valorisation de ces
composés ont été évoquées, plus particuliérement pour la formulation de produits
phytosanitaires.

L’identification des premiers stilbenes, et notamment du Rsv et de la Vf, chez la vigne a
été accompagnée de la mise en évidence de leurs propriétés antifongiques (Langcake et Pryce,
1976, 1977Db). Par la suite, les recherches sur les activités antifongiques des stilbénes se sont
multipliées, afin de comprendre comment la plante les utilise pour se protéger (Langcake,
1981; Sotheeswaran et Vinayagar, 1993; Pezet et al., 2004; Jean-Denis, 2005; Lambert, 2011).
De nombreux travaux ont mis en évidence la capacité des stilbénes a inhiber le développement
de plusieurs parasites fongiques, tels que Plasmopara viticola ou Botrytis cinerea, les agents
responsable du mildiou et de la pourriture grise respectivement (Schnee et al., 2013a; Richard
et al., 2016; Gabaston et al., 2017; Gindro et al., 2017).

A.1.2. ... Al'élaboration de nouveaux produits phytosanitaires

La France est le premier pays exportateur de vin au monde en valeur de chiffre d’affaires
(CNIV, 2019). La protection phytosanitaire de la vigne revét donc un enjeu majeur pour
I’économie du territoire. Cependant, la vigne concentrait en 2010 14 % des dépenses francaises
en produits phytosanitaires (Butault et al., 2010). Depuis le Grenelle de '’Environnement de
2008, le Gouvernement Francais s’est engagé a réduire l'usage de produits
phytopharmaceutiques dans son systéeme agricole. Le plan Ecophyto est la matérialisation de
cette volonté et vise notamment a « retirer les substances les plus préoccupantes » dans les
systéemes de cultures agricoles et a y « intégrer des solutions de biocontréle innovantes ou
émergentes et les préparations naturelles peu préoccupantes » (Ministeére de I’Agriculture et de
I’Alimentation, 2020). Depuis plusieurs années, le centre de compétence de la Confédération

suisse pour la recherche agronomique, ou Agroscope (1260 Nyon, Vaud, Suisse), travaille sur
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I’élaboration de nouveaux produits phytosanitaires basés sur des extraits de sarments de Pinot
Noir, de Divico et de Gamaret produits en laboratoire (Schnee et al., 2013a, 2013b). Par la suite,
les laboratoires francais ont également engagé des recherches sur la thématique, a partir
d’extraits de sarments commerciaux (Vineatrol™) ou d’extraits de sarments et de racines de
Cabernet Sauvignon (Richard et al., 2016; Gabaston et al., 2017).

A.1.3. Procédure expérimentale générale

Cette partie est consacrée a I'étude des propriétés antifongiques des extraits bruts de
sarments et de souches des deux principaux cépages des Pays de Savoie : la Jacqueére et la
Mondeuse. Les expérimentations ont été menées in vitro, sur deux pathogénes majeurs de la
vigne, Plasmopara viticola et Botrytis cinerea, en collaboration avec le Groupe Mycologie et
Biotechnologie de I’Agroscope. Ces deux micro-organismes ont été ciblés car ils provoquent
deux des maladies les plus courantes chez la vigne (Bois et al., 2017). Les extraits bruts étudiés
correspondaient aux extraits obtenus a partir du gisement 2018-2019 de sarments et de
souches de Jacquere et de Mondeuse issus de trois exploitations viticoles et dont les teneurs
en Rsv et Vf ont été présentées sur la Figure 55. Aprés production (SECTION
EXPERIMENTALE, PARTIE 2, paragraphe C.3) et lyophilisation des douze extraits (deux
coproduits viticoles, deux cépages, trois exploitations), leurs propriétés antifongiques ont été
testées d’apres les protocoles de Schnee et al. (2013a) et sur des souches fongiques de la
souchoteque de I’Agroscope (SECTION EXPERIMENTALE, PARTIE 2, paragraphe D). Les douze
extraits ont été traités séparément. Pour chacun des tests, les extraits ont été remis en solution
et ont été dilués en plusieurs concentrations afin de déterminer leur concentration minimale
d’inhibition (MIC pour Minimal Inhibitory Concentration), c’est-a-dire la plus faible
concentration pour laquelle le degré d’inhibition du développement du pathogéne est
comparable au témoin positif. Ainsi, plus la MIC est faible, et plus le traitement est efficace.
Les différents extraits ont ensuite été ajoutés ou vaporisés sur les milieux de culture avant
I'inoculation des pathogénes afin de mimer l'usage de traitements phytosanitaires dits
« préventifs ». Des essais témoins ont systématiquement accompagné les résultats : un essai
composé uniquement d’eau ou de milieu nutritif et permettant la croissance du pathogéne,
dit « témoin négatif », et un essai composé du fongicide commercial spécifique au pathogéne
et inhibant sa croissance, dit témoin « positif ». La réalisation de réplicats, pour chacun des
conditions testées, a permis I'analyse statistique des tendances observées afin d’en déterminer
la significativité.

Dans un second temps, des travaux préliminaires ont été réalisés en fin de these, afin
de déterminer les composés responsables de l'activité fongique de certains extraits de

coproduits viticoles des Pays de Savoie.
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A.2. Propriétés antifongiques des extraits bruts de sarments
et de souches de Jacquere et de Mondeuse

A.2.1. Tests sur l'agent pathogeéne responsable du mildiou
(Plasmopara viticola)

Le mildiou de la vigne se caractérise par I’apparition de taches brunes sur les feuilles et
par des déformations des différents organes de la plante (Viret et al., 2014). A terme, les
parties infectées peuvent se nécroser. Des sporulations blanches et poudreuses, présentes sur
la partie abaxiale des feuilles (Figure 56), sont caractéristiques du développement du mildiou.
L’agent qui en est responsable, Plasmopara viticola, est un oomycéte biotrophe, c’est-a-dire
qu’il a besoin de son hote vivant pour se nourrir et se développer. Pour ce pathogéne, les effets
des extraits de sarments et de souches de Jacquére et de Mondeuse ont été évalués sur la base
de quatre concentrations, 10 mg.mL", 5 mg.mL' 2 mg.mL"' et 1 mg.mL"', d’extraits bruts
Iyophilisés et remis en suspension. Chacune des suspensions a été vaporisée sur dix poincons
de feuilles de vigne disposées dans une boite de Petri, telle que présentée sur la Figure 56. Les
résultats des tests antifongiques, présentés sur la Figure 57, sont exprimés en sévérité
d’infection moyenne, c’est-a-dire en pourcentage de la surface foliaire recouverte de

sporulation, estimée visuellement par I’expérimentateur.

Figure 56. Développement de sporulation caractéristique d’une infection par Plasmopara viticola
(photographie de Marion Zwingelstein).

Les deux témoins, eau et fongicide commercial, ont été validés: en l’absence de
traitement (témoin eau), la sévérité d’infection des feuilles par le champignon s’éleve a 50 %
tandis qu’en présence de fongicide elle est réduite a moins de 2 %. Les extraits de sarments de
Jacquere présente une MIC comprise entre 5 mg.mL"' et 10 mg.mL" car la sévérité d’infection
pour les feuilles traitées avec 5 mg.mL"' d’extrait est significativement différente de celle
observée en présence de fongicide tandis que la sévérité d’infection pour 10 mg.mL" ne l'est
pas. La MIC des extraits de sarments de Mondeuse est plus faible car comprise entre 2 mg.mL"
et 5 mg.mL". Concernant les extraits de souches, la Jacquere est plus efficace puisque sa MIC
est au maximum de 1 mg.mL"' tandis que celle de la Mondeuse est comprise entre 1 mg.mL"
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et 2 mg.mL". Des travaux de la littérature ont montré que les feuilles de plants de vigne élevés
en serre et infectés artificiellement par Plasmopara viticola présentaient des sévérités
d’infection comparables, qu’ils soient traités avec le fongicide commercial ou avec un extrait
commercial de sarments (Vineatrol™) a 5 mg.mL"' (Richard et al., 2016). Les auteurs n’ont
cependant pas étudié I'effet d’autres concentrations. Néanmoins, la valeur de la MIC de
I’extrait de sarments de Mondeuse est similaire a ces résultats. Schnee et al. (2013a) indiquent
également une MIC de 1 mg.mL"' maximum pour un extrait de sarments de Pinot Noir utilisé

en laboratoire contre le méme pathogéne.
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Des lettres (a,b,c) différentes pour les variables d'un méme groupe (par exemple : sarments) indiquent des écarts
significatifs entre les moyennes (p < 0,05).

Figure 57. Activités antifongiques des extraits bruts de sarments et souches de Jacqueére et de
Mondeuse contre Plasmopara viticola.

Les résultats présentés sur la Figure 57 indiquent que les extraits de souches de vigne
présentent davantage d’activité antifongique que ceux des sarments, vis-a-vis de Plasmopara
viticola, pour les deux cépages étudiés. Il a été rapporté dans la littérature que, a

concentrations égales, la Vf était au moins deux fois plus efficace que le Rsv pour inhiber la
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croissance du pathogene (Schnee et al., 2013a; Gabaston et al., 2017). Les travaux présentés
précédemment ont montré que les teneurs en Vf des souches sont nettement plus élevées que
celles des sarments (CHAPITRE III, PARTIE 2, paragraphe C.2). En effet, les sarments de
Jacquere et de Mondeuse utilisés pour cette étude contenaient en moyenne 1287 mgvf.kg" et
1445 mgvn.kg' respectivement tandis que les souches de Jacquére et de Mondeuse en
contenaient 4000 mgvf).kg' et 6045 mgvf).kg"' respectivement. Les teneurs élevées en Vf des
extraits de souches de vigne pourraient ainsi expliquer, en partie, leur plus grande efficacité
contre Plasmopara viticola par rapport aux extraits de sarments. Ces résultats sont également
cohérents avec ceux des travaux de Gabaston et al. (2017), qui ont démontré que les extraits
de racines de Cabernet Sauvignon sont deux fois plus efficaces que les extraits de sarments
pour inhiber la croissance du méme pathogeéne. Les auteurs expliquent la performance des
extraits de souches de vigne par la présence de stilbénes hautement inhibiteurs, en plus de la
Vf, et en proportions plus élevées par rapport aux extraits de sarments. Ces composés
comprennent notamment les vitisines A et B, ’hopéaphénol et 'isohopéaphénol dont certaines
structures sont présentées sur la Figure 20 du CHAPITRE I (Pezet et al., 2004; Schnee et al.,,
2013a). Il est envisageable que les extraits de souches de Jacquere et de Mondeuse contiennent

également ces composés, en proportions plus élevées que dans les extraits de sarments.

A.2.1. Tests sur l'agent pathogene responsable de la pourriture
grise (Botrytis cinerea)

Comme son nom l'indique, le développement de la pourriture grise de la vigne se
caractérise par I'apparition d’'une moisissure de couleur et d’odeur caractéristiques (Figure
58), en particulier sur les baies de raisins contaminées (Viret et al., 2014). Cette maladie peut
cependant atteindre tous les jeunes tissus de la plante, entrainant la formation de taches
brunes et de croiites noires, puis leur mort. Le parasite qui en est responsable, Botrytis cinerea,
est un ascomycete nécrotrope, c’est-a-dire qu’il se nourrit des tissus morts de I’hote qu’il
infecte.

Figure 58. Développement de moisissure grise caractéristique d’une infection par Botrytis cinerea
(photographie de Marion Zwingelstein).
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Pour ce pathogene, les tests in vitro ont été réalisés sur des microplaques a 24 puits
composées d'un milieu nutritif adapté a son développement. Les effets des extraits de
sarments et de souches de Jacquere et de Mondeuse ont été évalués a partir de six
concentrations, 20 mg.mL’, 15 mgmL', 10 mgmL"', 5 mgmlL’, 2 mgmL' et 1 mgmL",
d’extraits bruts lyophilisés et remis en suspension. Des exemples de microplaques sont
données en ANNEXES (Figure A7). Pour Botrytis cinerea, les résultats sont exprimés par
observation directe du développement du pathogene sur les microplaques, caractérisé par la
présence de mycélium (moisissure) tel que montré sur la Figure 58. Les résultats, présentés
dans le Tableau 18, indiquent par un symbole « + » les concentrations des extraits pour
lesquelles la croissance du pathogene a été inhibée et par un symbole «-» celles pour
lesquelles il y a eu développement. Un symbole « - + » signifie que selon l'exploitation de
provenance du coproduit extrait, le développement était parfois observé et parfois non. Les
deux témoins, eau et fongicide commercial, ont systématiquement été validés puisque Botrytis
cinerea ne s’est jamais développé sur les puits contenant le fongicide tandis que les témoins
constitués uniquement de milieu nutritif gélosé (PDA pour Potato Dextrose Agar) étaient
récouverts de moisissures. D’apreés les résultats du Tableau 18, la MIC des extraits de
sarments est comprise entre 10 mg.mL" et 15 mg.mL" pour la Mondeuse et serait de I’ordre
de 20 mg.mL" pour la Jacquere, ce qui suggere une plus grande efficacité inhibitrice de la

Mondeuse.

Tableau 18. Activités antifongiques des extraits bruts de sarments et souches de Jacquere et de
Mondeuse contre Botrytis cinerea.

Concentration de I’extrait brut (mg.mL?) Témoins
1 ‘ PDA“ Fongicide

Jacqueére -+ - - - - -
Sarments

Mondeuse + + - - - -

b c
- +

Jacqueére + + + + -+ -
Souches

Mondeuse + + + -+ - -
9 PDA : milieu nutritif (Potato Dextrose Agar), b présence de développement fongique, © absence de développement
fongique.

Les MIC pour les souches sont de 'ordre de 2 mg.mL"' pour la Jacquere et de 5 mg.mL"
pour la Mondeuse, suggérant pour ce coproduit une plus grande efficacité de la Jacquere. De
par leurs MIC plus faibles, les extraits de souches de vigne sont plus efficaces que les sarments.
Les propriétés antifongiques des extraits bruts de sarments ou de souches de vigne ont été
peu étudiées sur Botrytis cinerea (Schnee et al., 2013a; De Bona et al., 2019). Les travaux de
Schnee et al. (2013a) ont montré qu'un extrait brut de sarments de Pinot Noir inhibait la

croissance de Botrytis cinerea a concentration plus faible que les extraits de sarments de
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Jacquere et de Mondeuse, a savoir dés 5 mg.mL". Les effets des extraits de souches de vigne
sur ce pathogene n’avaient, jusqu’a a ce jour, jamais été étudiés.

Au cours de cette étude, il a été remarqué que les effets des différents extraits testés
sur Botrytis cinerea, en fonction du coproduit et du cépage, sont les mémes que pour
Plasmopara viticola. En effet, quel que soit le pathogene testé, les extraits de sarments de
Mondeuse sont davantage efficaces que les extraits de sarments de Jacquére pour en inhiber
la croissance, tandis que pour les souches de vigne les tendances sont inversées. De méme,
les extraits de sarments sont systématiquement moins efficaces que les extraits de souches

de vigne.

Les résultats des premiéres investigations des propriétés antifongiques des extraits de
sarments et de souches de Jacquére et de Mondeuse sur les agents responsables du mildiou
et de la pourriture grise sont encourageants. Quel que soit I’extrait, une activité a pu étre mise
en évidence, a concentration plus ou moins faible en fonction du coproduit et du cépage.
L'efficacité des extraits de souches de vigne pourrait résulter de la présence de composés plus
toxiques, par rapport a ceux présents dans les extraits de sarments, pour les pathogeénes
étudiés et/ou en concentrations plus importantes. En effet, les travaux de Gabaston et al.
(2017) ont par exemple montré que les extraits de racines de vigne contenaient davantage
d’oligomeres de Rsv que les extraits de sarments et que ces oligmeres étaient plus efficaces, a

concentrations égales, que le monomere pour inhiber la croissance de Plasmopara viticola.

A.3. Localisation des propriétés antifongiques d’'un extrait
brut de souche de Mondeuse

Pour déterminer rapidement le(s) composé(s) responsable(s) de I'activité d'un extrait
brut, une méthode efficace consiste a fractionner cet extrait puis a tester les activités
antifongiques des différentes fractions (Schnee et al., 2013a). Cette démarche a été employée
pour les extraits de souches de Mondeuse provenant de trois exploitations viticoles. Les trois
extraits bruts issus de cette biomasse ont été rassemblés et I’extrait brut total résultant a été
fractionné par chromatographie liquide préparative (LC-UV). Des conditions de séparation ont
été développées au cours de ces travaux de theése (SECTION EXPERIMENTALE, PARTIE 2,
paragraphe D.2). L’extrait brut a été divisé en quatre fractions, définies selon le
chromatogramme présenté sur la Figure 59. Cette séparation a permis d’obtenir notamment
une fraction (F2), enrichie en Rsv et en Vf. Les tests antifongiques des quatre fractions vis-a-
vis de Plasmopara viticola et Botrytis cinerea ont été réalisés suivant des protocoles similaires
a ceux reéalisés pour les expérimentations présentées précédemment. Les résultats des
différents tests sont indiqués sur la Figure 60 pour Plasmopara viticola et dans le Tableau 19
pour Botrytis cinerea. Les témoins ont été validés pour les deux tests, malgré le faible niveau
d'infection du témoin eau pour les tests sur Plasmopara viticola (environ 30 %). En effet, pour

ce pathogene, les essais sont réalisés a partir de feuilles de vigne vivantes.
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Figure 59. Chromatogramme obtenu lors de la séparation en quatre fractions (F1-F4) d’un extrait
brut de souches de Mondeuse par LC-UV (détection a 307 nm), 1 : (E)-resvératrol et 2 : (E)-¢-
viniférine.

Or, les expérimentations ayant été menées en automne, les tissus foliaires sont moins
réceptifs aux attaques fongiques. Néanmoins, des différences de développement significatives
ont été constatées entre les témoins positif et négatif, permettant 'interprétation des résultats
obtenus avec les quatre fractions issus de la séparation. Les traitements réalisés avec 'extrait
brut donnent des résultats similaires a ceux présentés dans les paragraphes précédents. En
effet, une MIC de maximum 1 mg.mL"' pour I'agent responsable du mildiou et d’environ
2 mg.mL" pour 'agent responsable de la pourriture grise sont ici, a nouveau confirmées. Les
résultats des traitements par les différentes fractions de I'extrait sont variables en fonction
du pathogeéne.

Pour Plasmopara viticola (Figure 60), les fractions 2 et 3 présentent une activité accrue,
avec une inhibition totale du développement du pathogene deés 1 mg.mL*. La fraction 1 ne
présente pas d’activité significative. La fraction 4 possede une activité modérée, avec une MIC
estimée a 1 mg.mL"* mais significativement différente du témoin négatif. Pour Botrytis cinerea,
seule la fraction 2 permet l'inhibition de sa croissance, avec une MIC estimée a environ
2 mg.mL*. Ces résultats sont en accord avec les observations de Schnee et al. (2013a), faites
pour des tests réalisés sur Plasmopara viticola et Botrytis cinerea a partir de fractions de
sarments de Pinot Noir. Bien que les extraits et les conditions de fractionnement différent
entre I’étude de la littérature et ces travaux de these, la fraction contenant le Rsv et la Vf
produite par Schnee et al. (2013a) présentait également des propriétés antifongiques vis-a-vis
des deux pathogenes. Les auteurs rapportent une MIC de 1 mg.mL' maximum pour
Plasmopara viticola et comprise entre 1 mg.mL" et 5 mg.mL" pour Botrytis cinerea pour cette
fraction. Contrairement aux résultats présentés sur la Figure 60, les travaux de Schnee et al.
(2013a) montrent que 'ensemble des fractions, au nombre de quatre également, de I'extrait
brut de sarments de Pinot Noir présente une activité antifongique contre Plasmopara viticola
a 1 mg.mL". Pour Botrytis cinerea, 'efficacité des fractions d’extrait brut de sarments de Pinot

Noir dépendait de la concentration utilisée.

166



CHAPITRE III - Valorisation chimique des sarments et des souches de vigne

50
a
40 4
- a
£
g
£ 30
;E a
-_5 a a
=
w20 4 ab
‘=
W
>
Q)
7]
104 b b
b
I b b,c
0 I c [& E_ c c c c c c C ¢ i—
Eau Fongicide | 1 2 5 10]1 2 5 10]1 2 5 10]1 2 5 10]1 2 5 10
Témoins EB F1 F2 F3 F4
(mg.mL*) (mg.mL") (mg.mL") (mg.mL") (mg.mL")

Des lettres (a,b,c) différentes pour les variables d'un méme groupe indiquent des écarts significatifs entre les
moyennes (p < 0,05).

Figure 60. Activités antifongiques des fractions d’un extrait brut de souches de Mondeuse contre
Plasmopara viticola.

En effet, avec des traitements a 1 mg.mL", le développement du pathogene a été observé
pour toutes les fractions alors que pour des traitements a 5 mg.mL", seule une fraction n’était
pas inhibitrice. Cette fraction correspondait approximativement a la fraction 1 des travaux
présentés dans ce manuscrit (Figure 59). De nombreuses raisons peuvent expliquer les
divergences entre ces résultats et ceux de Schnee et al. (2013a). D’'une part, les conditions de
séparation étant différentes, la composition des fractions résultantes, méme si elles étaient
issues du méme extrait brut, pourrait avoir varié. D’autre part, les extraits provenaient de
coproduits différents (souches de Mondeuse et sarments de Pinot Noir), conduisant a encore
davantage de variabilité. Néanmoins, 1'étude présentée dans ces paragraphes a permis
d’identifier les fractions responsables de I'activité inhibitrice de I'extrait brut de souches de
Mondeuse. Il a été démontré que l'une des fractions (F3), présente une activitié fongique
spécifique a Plasmopara viticola. 1’étude de Gabaston et al. (2017) a mis en évidence la
présence de stilbénes, notamment des tétrameres de Rsv, hautement toxiques pour ce
pathogéne dans les extraits de racines de vigne et qui pourraient étre présents dans la fraction
F3. Des travaux collaboratifs entre le Laboratoire EDYTEM et I’Agroscope sont actuellement en
cours pour identifier les principaux composés présents dans les fractions d’extraits bruts de
Mondeuse, porteuses d’activité contre Plasmopara viticola et Botrytis cinerea. A court terme,
la détermination de la composition des différents extraits, et en particulier des fractions
inhibitrices, pourrait permettre d’identifier de nouvelles molécules avec un fort potentiel
antifongique. Une axe de recherche supplémentaire consisterait a tester les effets des extraits

de coproduits viticoles savoyards sur d’autres pathogenes.
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Tableau 19. Activités antifongiques des fractions d’'un extrait brut de souches de Mondeuse contre
Botrytis cinerea.

Concentration de l(erlitgl‘e;:]il?;tlt et des fractions Témoins
1 ‘ PDA“ ‘ Fongicide
F1 - - - - R _
F2 + + + + -t R b e
F3 - - - - - -
F4 - - - - - -

9 PDA : milieu nutritif (potato dextrose agar), b présence de développement fongique, © absence de

développement fongique, 4 EB : extrait brut.

En effet, des travaux ont rapporté des effets insecticides des extraits de racines de vigne,
notamment sur les doryphores, ravageurs des cultures de pommes de terre (Gabaston et al.,
2018). A plus long terme, une réflexion pourrait étre engagée sur la mise en place d’essais a
plus large échelle, notamment en plein champ. En effet, 'utilisation d’extraits de sarments est
actuellement sérieusement envisagée comme alternative aux produits phytosanitaires
classiques, notamment pour la lutte anti-mildiou (Billet et al., 2020).

Au cours de ces travaux de these, il a été estimé que les extraits bruts testés comme
produits antifongiques représentaient environ 10 % de la masse de sarments ou de souches
extraits. Cela signifie que 90 % de la masse des coproduits demeurent non valorisés. Une
valorisation optimale de la biomasse exige I'utilisation de I’ensemble de ses composants. Pour
conclure ces travaux de doctorat, le dernier paragraphe de ce manuscrit propose des
perspectives de valorisation des résidus de sarments et de souches de vigne, d’apres les

données disponibles dans la littérature.

B. Perspectives de valorisation des résidus de sarments et de
souches de vigne apres extraction

B.1. Stratégie d’étude

B.1.1. Valorisation secondaire

L’étude bibliographique a décrit différentes voies de valorisation potentielles des
sarments et des souches de vigne basées sur les propriétés de leurs fibres (CHAPITRE I,
PARTIE 3, paragraphe A.1.2). Dans le cas de la mise en place d'une filiere de valorisation
chimique des extraits de coproduits viticoles, il serait intéressant de considérer 1'utilisation
de la biomasse résiduelle, pour permettre une valorisation des coproduits dans leur
intégralité. La détermination de la composition en polymeéres structuraux des principaux

coproduits viticoles des Pays de Savoie, avant et apres extraction, a donc été engagée.
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B.1.1. Conditions expérimentales

Cette étude a été menée en collaboration avec I'Institut Jean-Pierre Bourgin de 'INRAE-
AgroParisTech (78026 Versailles, Yvelines, France), pour caractériser la composition chimique
des sarments et des souches de vigne en polymeéres structuraux. Ce travail expérimental a été
réalisé sur des sarments et des souches de Jacquere et de Mondeuse (SECTION
EXPERIMENTALE, PARTIE 2, paragraphe C.3.1) mais également sur les résidus des mémes
coproduits apres extraction (SECTION EXPERIMENTALE, PARTIE 2, paragraphe C.3.2). La
composition en cellulose, en hémicellulose, en lignine et en extractibles de la biomasse a été
déterminée. Pour chaque coproduit (sarments et souches de vigne), six réplicats
expérimentaux ont été réalisés, permettant notamment d’effectuer des analyses statistiques.
Les coproduits avant extraction sont désignés « AVEX » dans le texte et les mémes coproduits
apres extraction sont désignés « APEX ».

La composition chimique des broyats de sarments et de souches de vigne obtenus apres
extraction sous ultrasons (30 °C, 120 W.L", fréquences de 20 kHz et 800 kHz) a également été

définie. Pour chaque condition, trois réplicats expérimentaux ont été réalisés.

B.2. Effet de I'extraction sur la constitution en polymeres
structuraux des coproduits

B.2.1. Effets des conditions silencieuses optimisées

Les résultats des analyses portant sur la caractérisation de la constitution chimique des
sarments et des souches de vigne de Jacquere et de Mondeuse sont présentés dans le Tableau
20 et sont exprimés en pourcentages massiques. Aucune différence significative n’a été
constatée pour un méme type de coproduit selon le cépage. Par conséquent, les teneurs
mesurées pour l'intégralité des sarments ont été moyennées et la méme démarche a été
effectuée pour les résultats des souches de vigne. A notre connaissance, la composition des
souches de vigne n’a, a ce jour, pas fait I'objet d’étude semblable, limitant les possibilités de
comparaison pour cette biomasse. Toutefois, 'analyse statistique des données présentées
dans le Tableau 20 souligne I'absence de différences significatives entre les compositions
moyennes des différents coproduits caractérisés, a I'exception des teneurs en lignine. Cela
signifie que les sarments et les souches de vigne ont une constitution chimique, en termes de
proportions de cellulose, de hémicellulose et d’extractibles, similaire. Les souches de vigne
contiennent significativement plus de lignine que les sarments et la contribution du polymeére
a la masse de deux coproduits AVEX est respectivement de 24,8 % et 17,0 %. Les souches étant
des sarments agés de plusieurs années, cette tendance est cohérente avec certaines
observations de la littérature ayant rapporté une lignification de la biomasse avec son

vieillissement (Meinzer et al., 2011).
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Tableau 20. Constitutions (pourcentages massiques) en cellulose, en hémicellulose, en lignine et en
extractibles des sarments et des souches des Pays de Savoie (mélange de Jacquére et de Mondeuse).

Sarments Souches
Avant Apres Avant Apres

extraction extraction extraction extraction
Cellulose (%) 29,3 £8,2 36,3 +11,0 31,1 +£3,2 37,5+3,1
Hémicellulose (%) 12,6 + 3,2 15,3 +4,8 13,3 +2,1 15,0 + 1,6
Lignine (%) 17,0 = 4,2° 19,2 + 5,34 24,8 + 3,147 26,7 + 3,6”
Extractibles (%) 35,6 +15,1 22,8 +21,3 23,8 +5,5 14,1 + 7,7

[ Des lettres (a,b) différentes pour les variables de la ligne « Lignine » indiquent des écarts significatifs entre les

moyennes (p < 0,05).

D’apres les données de divers travaux, la constitution chimique des sarments varie entre
33,2 % et 34,1 % de cellulose, entre 19,0 % et 27 % d’hémicellulose, entre 20,3 % et 27,1 % de
lignine et entre 2,8 % et 16,1 % d’extractibles (Ntalos et Grigoriou, 2002; Bustos et al., 2004;
Jiménez et al., 2006; Max et al., 2010; Davila et al., 2016). A I’exception des taux d’extractibles,
les résultats du Tableau 20 montrent que les contributions des différents polymeres a la
masse des sarments AVEX sont systématiquement plus faibles que les valeurs de la littérature.
La part d’extractibles est nettement plus élevée avec une proportion atteignant 35,6 %. Une
grande variabilité expérimentale a été observée lors de la mesure des extractibles pour cette
biomasse, expliquant peut-étre les écarts avec les valeurs de la littérature. D’autre part, les
méthodes employées pour définir le taux d’extractibles n’étaient pas identiques entre les
différentes études. En effet, pour ces travaux, des extractions successives de la biomasse, une
dans I'eau et I'autre dans de I’éthanol, ont été réalisées a 60 "C. Pour exemple, Jiménez et al.
(2006) ont estimé un taux d’extractibles a I'eau chaude a 16,1 % et un taux d’extractibles a
I’éthanol/benzéne de 4,9 % indiquant des variations importantes selon le solvant utilisé.

L’extraction, telle que réalisée au cours ces travaux de these, n’altéere pas
significativement la composition de la biomasse. Toutefois, les coproduits APEX présentent
toujours de fortes proportions d’extractibles alors qu’ils ont subi une extraction éthanol/eau
80:20 (v/v). Cependant, il est a noter que la part des extractibles des coproduits APEX est
systématiquement 10 % plus faible que celle des coproduits AVEX. Ces 10 % correspondent
tres certainement a la fraction massique extraite des coproduits viticoles grace au procédé
d’extraction développé au cours de ces travaux. Etant donné qu'une part des extractibles a été
enlevée, il est cohérent que les proportions en cellulose, en hémicellulose et en lignine soient
plus élevées pour les coproduits APEX que pour les coproduits AVEX. Un taux d’extractibles
important dans les coproduits APEX ne signifie pas nécessairement que le procédé
d’extraction est inefficace. En effet, la part d’extractible restante, méme apres extraction peut
résulter de la présence de composés non extraits car ayant une faible affinité pour le solvant

utilisé, en I'occurrence de I'éthanol/eau 80:20 (v/v).
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Tableau 21. Compositions des sarments et des souches des Pays de Savoie (mélange de Jacquére et
de Mondeuse) en unités structurelles de la lignine, de la cellulose et de I'hémicellulose.

Sarments Souches
Avant Apres Avant Apres
extraction extraction extraction extraction
TkzioaCi‘fOI,}/)se 1,46 + 0,02 1,46 +0,07 1,07+025 1,31 +0,26
Lignine mmoLg
S/G 1,68 + 0,12 1,66 + 0,12 1,66 + 0,14 1,68 + 0,17
Fucose 0,96 + 0,34 0,65 + 0,44 0,40 + 0,18 0,61 +0,19
Arabinose 7,69 + 2,97 7,88 + 2,02 7,86 + 2,84 9,16 + 2,06
Hémicellulose
Rhamnose 6,60 + 2,99 6,38 + 3,07 6,33 + 2,84 7,09 + 3,13
(contributions
relatives des Galactose 6,98 +1,97 6,87 +1,39 6,95 + 1,93 8,00 +1,19
monosaccharides, %)
Glucose 29,15+548 30,82+6,72 18,43+5,07 18,50+ 3,63
Xylose 48,61 + 8,35 47,39+ 7,42 60,02+ 11,44 56,64 + 10,04
Aucun écart significatif (p < 0,05) entre les moyennes d'un méme groupe n’a été mis en évidence.

Ces extractibles résiduels pourraient également provenir de composés libérés lors du
procédé d’extraction, notamment par déstructuration de la paroi de la lignine (Poletto, 2017).
Pour vérifier que la composition structurelle de la biomasse n’est pas altérée apres ’extraction
proposée dans ces travaux, il est également possible de mesurer la quantité d’unités
structurelles de I'hémicellulose et de la lignine libérées par coupure des différentes liaisons
structurant les polymeres. Si une diminution des quantités de ces unités est constatée pour
les biomasses APEX, cela signifie que le procédé d’extraction a permis la libération d’unités
structurelles, par dégradation de la biomasse et qui ont pu étre entrainées dans l'extrait. Les
protocoles expérimentaux utilisés pour la caractérisation de la constitution chimique des
coproduits ont permis la libération et la quantification des monosaccharides constitutifs de
I’hémicellulose (fucose, arabinose, rhamnose, galactose, glucose et xylose) par hydrolyse acide.
Pour la lignine, le protocole utilisé a permis la coupure spécifique des liaisons entre les unités
S, H et G (voir CHAPITRE I, PARTIE 3, paragraphe A.1.1 pour la description de ces unités) par
thioacidolyse (Lapierre et al., 1995). Cette démarche a permis de définir le rendement de
thioacidolyse, c’est-a-dire la concentration totale S+H+G. Le rapport S/G, spécifique de
Porigine botanique de la biomasse étudiée, a également pu étre déterminé (Bailleres et al.,
1995). L’ensemble des résultats est présenté dans le Tableau 21. Pour chaque unité
structurelle, aucune différence significative n’a été observée en fonction du coproduit ou de
la condition de traitement (AVEX ou APEX) de la biomasse. Cette constation suggere que les
constitutions chimiques des sarments et des souches de vigne sont identiques et que le
procédé d’extraction n’altére effectivement pas la composition de la biomasse. Cette absence
de différence peut également résulter d'une importante variabilité expérimentale lors de ces

analyses. Les coproduits viticoles présentent un rapport S/G compris entre 1,66 et 1,68. Ces
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résultats sont du méme ordre de grandeur que les valeurs déterminées pour d’autres
angiospermes (Lapierre et al., 1995). Les rendements de thioacidolyse sont cependant plus
faibles, suggeérant la présence d'unités H, S ou G en plus faibles quantités pour la lignine de la
biomasse viticole. De maniére intéressante, I’hémicellulose des sarments et des souches de
vigne se caractérise par une forte contribution du xylose, a hauteur de de 47-60 %. Cette
donnée est cohérente avec les résultats d’autres travaux portant sur la caractérisation de la
composition chimique des sarments et des angiospermes en général (Nitsos et al., 2016;
Berglund et al., 2020).

B.2.2. Effets des ultrasons

Les résultats (non affichés) de la composition chimique des broyats de sarments et de
souches de vigne apres extraction sous ultrasons indiquent qu’il n'y a pas de différence
significative par rapport aux biomasses brutes. Cette absence de différence est cohérente avec
d’autres études ayant porté sur les effets des ultrasons de basses fréquences sur la
composition de paille de riz (Yu et al., 2009). D’apres certains auteurs, la puissance électrique
et la durée d’irradiation sont des parametres primordiaux pour pouvoir observer un effet des
ultrasons sur la dégradation de la matiere lignocellulosique et, notamment, la libération de
monosaccharides constitutifs (Karimi et al., 2014). Dans le cas de ces travaux de theése, il est
possible que la puissance ultrasonore et la durée d’extraction n’aient pas été suffisamment

élevées pour générer une altération des broyats de sarments et de souches de vigne.

Ces derniers paragraphes ont permis de montrer que le procédé d’extraction utilisé pour
générer des extraits bruts de coproduits viticoles n’entrainait pas de modification de leur
composition en polymeres structuraux. Ces résultats sont encourageants car ils signifient qu’il
est possible d’utiliser le résidu apres extraction de la méme maniere que la biomasse brute.
Des travaux ont démontré que des matériaux composites élaborés avec des fibres de sarments
étaient davantage biodégradables si le coproduit avait été préalablement extrait au méthanol
(David et al., 2020). Les fibres de sarments sont d’ores et déja valorisées par la société Vitis
Valorem, notamment, pour la fabrication de matériel viticole biosourcé (Vitis Valorem, 2020).
D’autre part, la société Ecocep a inventé une caisse a vendanger dont le matériau est composé
de 30 % de bois de vigne ainsi qu'un coffret de bouteille de vin a base de 100 % de souches de
vigne (Ecocep, 2020). Tous ces exemples sont autant de possibilités a explorer pour valoriser

les résidus d’extraction.

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce chapitre a permis de mettre en évidence les conditions les plus optimales pour
extraire deux composés d’intérét, le (E)-resvératrol (Rsv) et la (E)-e-viniférine (Vf), a partir de
coproduits viticoles. Ces conditions ont été étudiées grace a la méthodologie des plans

d’expériences, qui a permis un gain de temps et d’énergie considérable par rapport aux
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méthodes usuelles. Davantage de précision a pu étre apportée a certaines tendances observées
dans la littérature. Pour I'extraction des deux composés d’intérét, les parametres les plus
impactants et leur niveaux optimaux sont la température : 84,5 °C, la proportion d’éthanol du
mélange éthanol/eau utilisé comme solvant : 80:20 (v/v), le ratio solvant/broyat : 30 mL.g" et
la granulométrie du broyat: 0,5 mm. Ces résultats sont cohérents avec les principes de
diffusion dans un systéme solide-liquide, décrits dans le CHAPITRE I. Le procédé résultant a
été comparé a une méthode d’activation non-conventionnelle impliquant les ultrasons. Aucun
effet significatif des parametres ultrasonores n’a été mis en évidence dans les conditions
testées. Contrairement a ce qui a été rapporté dans la littérature, 1'utilisation des ultrasons
n'entraine pas d’amélioration des rendements d’extraction. Les conditions d’extraction
optimales ont été utilisées pour déterminer les teneurs en Rsv et en Vf de sarments et de
souches de vigne des Pays de Savoie. Il a été mis en évidence que les coproduits de Jacquere
et de Mondeuse étaient une source intéressante pour 'obtention des deux stilbénes. D’'une
part, ces deux cépages présentent des teneurs en Rsv et en Vf du méme ordre de grandeur
que les valeurs hautes de la littérature. D’autre part, ils représentent plus de 50 % de la surface
viticole des Pays de Savoie, leur culture générant ainsi des quantités de biomasse
considérables sur le territoire. Les propriétés antifongiques des extraits de ces sarments et
souches de vigne ont pu étre mises en évidence sur deux pathogenes responsables de maladies
viticoles, et en particulier pour les souches de vigne. Des investigations sont en cours afin
d’identifier les composés responsables de ces activités. Les effets de différents parametres
indépendants du procédé d’extraction ont pu étre observés au cours de ces travaux. Entre
autres, la durée de stockage semble étre un moyen prometteur pour augmenter les teneurs en
Rsv et en Vf de sarments. Il est envisageable que les performances antifongiques des extraits
dépendent aussi de ce type de parametres. La durée de stockage n’étant pas le seul facteur
induisant la biosynthese des stilbénes, d’autres facteurs maitrisables en aval de la collecte des
coproduits pourraient étre étudiés, tels que la température et I'humidité relative de la piece
de stockage, ’exposition aux UV, etc. (Gorena et al., 2014; Houillé et al., 2015a; Guerrero et al.,
2016b; Billet et al., 2018b). D’autre part, davantage de recherches de ce type pourraient
également étre engagées sur les souches de vigne. Outre l'intérét porté aux propriétés
antifongiques de leurs extraits, elles demeurent moins bien renseignées dans la littérature et
sont, pour des raisons phytosanitaires qui nécessitent leur extraction des parcelles viticoles,
un gisement a valoriser pérenne contrairement aux sarments qui peuvent étre utilisés comme
amendement. Enfin, les proportions en cellulose, en hémicellulose, en lignine et en extractibles
des sarments et des souches de vigne demeurant inchangées avant et apres extraction, des
pistes de valorisations des résidus de biomasse post-extraction ont été proposées sur la base

des données disponibles dans la littérature portant sur la caractérisation de la biomasse brute.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

La France a été a plusieurs reprises saisie par la Cour de justice de I'Union Européenne
pour non-respect des normes en vigueur au niveau européen et pour non-respect de son
obligation de protéger ses citoyens contre la mauvaise qualité de l'air. Les émissions
polluantes proviennent de sources multiples, nécessitant, pour les réduire, de réglementer les
activités de nombreux secteurs. Actuellement, les circulaires interministérielles du 18
Novembre 2011 et du 11 Février 2014 autorisent partiellement le briilage a I'air libre des
coproduits agricoles en France pour des raisons sanitaires et agronomiques. Depuis fin 2017,
la réglementation en vigueur en Pays de Savoie interdit cette pratique sur ce territoire. En effet,
les vallées savoyardes concentrent de nombreuses activités anthropiques (urbanisation,
transport, agriculture...) et sont réguliéerement sujettes aux épisodes de pollution aux
particules fines en période hivernale, notamment en raison des conditions topographiques et
météorologiques de ces vallées.

Le premier objectif de cette these était d’évaluer I'impact du brialage a 'air libre des
coproduits viticoles sur la qualité de I’air en Pays de Savoie. D’aprés l'inventaire des gisements
réalisé au début de ces travaux, pres de 30 % de la masse de sarments générés sur le territoire
seraient brhlés a l'air libre. Cette proportion est du méme ordre de grandeur que celle
déterminée en Bourgogne (Atmo AURA, 2011). La part de souches de vigne briilées a I’air libre
serait inférieure a 10 % et celle des coproduits de pépinieres viticoles serait de I'ordre de 40 %.
A notre connaissance, cette enquéte est la premieére a donner une estimation de I'étendue de
la pratique de combustion a ’air libre pour ce type de résidus agricoles et pour ce territoire.

Les facteurs d’émissions (FE) des espeéces gazeuses et particulaires générées par cette
pratique ont été estimés pour trois types de coproduits viticoles : les sarments, les souches
de vigne et les écarts de tri des pépiniéres viticoles. Les prélevements ont été réalisés grace a
un pilote d’échantillonnage des fumées équipé d’'un systéme de dilution et qui était placé au
milieu des vignobles des Pays de Savoie, dans les conditions atmosphériques hivernales des
vallées pré-alpines. Les FE obtenus a partir de cette méthodologie de prélevements sont de
1203-1663 g.kg' pour le dioxyde de carbone (CO,), de 144-154 g.kg' pour le monoxyde de
carbone (CO), de 1,3-2,7 g.kg" pour les oxydes d’azote (NOx) et de 15,5-29,5 g.kg" pour les
particules totales (TSP). Les particules fines (PM,;) et ultrafines (PM,) représentent entre 66 %
et 99 % de la masse de TSP en fonction du coproduit viticole briilé.

L’analyse chimique des TSP a également permis d’accéder a la composition des
particules et de déterminer la part de la fraction carbonée (carbone organique et élémentaire),
de la fraction ionique inorganique, des monosaccharides anhydres, des méthoxyphénols, des
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et des alcanes. Des signatures chimiques
spécifiques au coproduit viticole briilé ont pu étre mises en évidence. L'ensemble des résultats
obtenus au cours de ces travaux est cohérent avec les valeurs générales d’émissions de

combustion a l'air libre de biomasse mais, face au manque de données comparatives pour ce
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type de coproduits, davantage d’investigations seraient nécessaires. L’aspect modulable du
dispositif d’échantillonnage, élaboré au laboratoire et utilisé pour ces travaux de these, offre
la possibilité de renouveler les essais dans des conditions variables (conditions climatiques,
nature de la biomasse, etc.) et de modifier relativement facilement le facteur de dilution des
fumées. Ainsi, de prochaines expérimentations pourront étre menées afin, notamment,
d’évaluer le devenir des émissions particulaires de la combustion a I’air libre des coproduits
viticoles avec la dilution et de compléter les résultats obtenus.

Il intéressant de noter que les FE déterminés au cours de cette theése, notamment pour
les TSP, les PM,, et le CO, sont du méme ordre de grandeur que ceux de briilage de bois dans
des appareils de combustion anciens (généralement en foyers ouverts) et dont les FE moyens
sont de 'ordre de 17-17,3 g.kg" pour les particules et de 126,3 g.kg" pour le CO (US-EPA, 1995;
ADEME, 2016b; Albinet et al., 2021). Cette comparaison est rendue possible car le foyer utilisé
pour ces travaux de thése est ouvert et les prélévements ont été réalisés en conditions
canalisées. Or, en France depuis 2000, la mise en place du label « Flamme Verte » promeut la
conception d’appareils de chauffage plus performants et donc moins polluants que les foyers
utilisés jusqu’au début du XXI* siecle. Les FE des appareils récents (depuis 2018) labélisés
Flamme verte 6 et 7 étoiles sont, de ce fait, trés largement inférieurs. Ainsi, la combustion a
I’air libre de coproduits viticoles est une source importante de pollution de I’air.

Suite a l'interdiction de briilage a 'air libre de cette biomasse en Pays de Savoie, la
valorisation chimique a été envisagée comme alternative a cette pratique. Le second axe de ces
travaux de thése a ainsi porté sur les premieéres estimations des teneurs de (E)-resvératrol (Rsv)
et de (E)-e-viniférine (Vf), deux composés a haute valeur ajoutée, dans les coproduits viticoles
les plus représentatifs du terroir savoyard : les sarments et les souches de Jacquere et de
Mondeuse. Le Rsv et la Vf sont des composés de type stilbénoide particulierement étudiés en
raison de leurs propriétés antioxydantes, anticancéreuses, antifongiques, etc., et présents dans
tous les coproduits de la vigne (Billard et al., 2002; Privat et al., 2002; Romain et al., 2012;
Schnee et al., 2013a). Les travaux présentés dans ce manuscrit montrent que les coproduits
viticoles des Pays de Savoie sont une source de Rsv et de Vf aussi intéressante que les sarments
de Pinot Noir, cépage connu pour étre particulierement riche en ces deux composés. En effet,
les teneurs mesurées dans les sarments et les souches de Jacquere et de Mondeuse sont de
I'ordre de 2500-4100 mg®Rsv).kg" et de 1700-5300 mg(vf).kg' en fonction du coproduit et du
cépage tandis que, d’apres la littérature, les sarments de Pinot Noir contiennent en moyenne
3200 mgRrsv).kg' et 1700 mgvf.kg"' (Karacabey et Mazza, 2008; Rayne et al., 2008; Vergara et
al.,, 2012; Lambert et al.,, 2013; Sdez et al., 2018). L’effet de la durée de stockage sur
Paccumulation de Rsv dans les sarments, connu de la littérature et confirmé par ces travaux
de these, montre qu’il est possible de multiplier par deux les teneurs en Rsv en quelques mois
(Gorena et al., 2014; Houillé et al., 2015b). La biosynthese des stilbénes par la vigne étant
activée en réponse a divers stress (UV, stress hydrique, infection, etc.), ce phénomeéne ouvre la

voie a de nombreuses pistes d’investigation, afin d’augmenter leurs teneurs, en particulier
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pour les souches de vigne pour lesquelles de telles expérimentations n’ont pas encore été
menées.

Ces travaux ont également permis, grace a la méthodologie des plans d’expériences, de
consolider les connaissances concernant I'impact de différents parametres d’extraction, tels
que la température, la composition du solvant, la granulométrie du broyat, etc., sur les masses
de stilbenes extraites. Ces conditions optimisées, ont été utilisées pour déterminer plus
précisément les teneurs en Rsv et en VI des sarments et des souches de vignes savoyardes.
Cette étude a aussi mis en évidence que l'utilisation d’ultrasons n’améliorait pas les
rendements d’extraction. Néanmoins, des expérimentations complémentaires pourront étre
menées, notamment en élargissant l'intervalle de puissances acoustiques étudiées, afin peut-
étre d’observer un effet des ultrasons sur la dégradation de la matiére végétale (Chemat et al.,
2017). Le cas échéant, des analyses de microscopie pourraient également permettre d’observer
ce phénomene.

Ces trois années de thése se sont terminées par une collaboration entre le laboratoire et
I’Agroscope, un centre de recherche suisse spécialisé, entre autres, dans la protection
phytosanitaire de la vigne. Les résultats qui en découlent ont mis en évidence la présence d’'un
ou plusieurs composés inhibateurs du développement des pathogenes responsables du
mildiou et de la pourriture grise chez la vigne, dans les extraits de sarments et de souches de
vignes savoyardes. Ces observations sont en accord avec divers travaux de la littérature mais
nécessitent davantage d’investigations pour déterminer si les propriétés antifongiques des
extraits sont dues a des composés connus, notamment certains stilbénes, ou a des molécules

non identifiées a ce jour (Schnee et al., 2013a; Gabaston et al., 2017).

En combinant 'intégralité des résultats obtenus au cours de cette thése, un bilan annuel
des retombées de I'interdiction de la pratique du briilage a I’air libre des coproduits viticoles,
propre aux Pays de Savoie a pu étre dressé. Avant son interdiction sur le territoire, il a été
estimé que le briilage a l'air libre concernait 1110 t de coproduits viticoles. Cette pratique
générait ainsi pres de 17 t de particules ultrafines (PM,), ayant la capacité de pénétrer les voies
respiratoires profondes et constituées d’especes cancérogenes, telles que le benzo[a]pyréne.
De plus, 1600 t de CO., un des gaz a effet de serre, et des quantités considérables d’autres
composés néfastes pour la santé et I’environnement, tels que du CO ou des NOx, étaient
également émises. Les sarments contribuent a hauteur de 76 % de la masse de coproduits
viticoles briilés a I'air libre. Les souches de vigne sont trés peu concernées par cette pratique
mais, pour des raisons sanitaires, elles nécessitent tout de méme d’étre extraites des parcelles
viticoles apres leur arrachage. En ne considérant que la part de sarments et de souches de
Jacquere et de Mondeuse briilée a l'air libre, ces deux coproduits permettraient cependant
d’obtenir potentiellement au moins 2,5 t de stilbénes (Rsv et Vf) chaque année. Ces estimations
correspondent a des masses brutes et une évaluation des pertes engendrées par les étapes de

purification des deux composés serait a prendre en considération pour évaluer plus
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précisément les quantités de Rsv et de Vf récupérables. D’autre part, les extraits obtenus a
partir des sarments et des souches de vigne pourraient, a terme, permettre d’élaborer de
nouveaux produits phytosanitaires bio-sourcés et utilisables en viticulture. Le résidu obtenu
aprés extraction pourrait, quant a lui, entrer dans la composition de matériaux bio-sourcés,
utilisables comme fourniture viticole notamment (Ecocep, 2020; Vitis Valorem, 2020).

Ce bilan, s’inscrivant dans une démarche d’économie circulaire, pourra étre présenté a
la filiére viticole locale afin d’engager une réflexion commune sur la mise en place d'une filiere
de valorisations en cascade des sarments et des souches de vigne sur le territoire. Ainsi, un
modeéle économique, auquel la profession viticole pourrait éventuellement participer
financierement et humainement, pourra également étre discuté. D’autre part, une analyse de
cycle de vie (ACV) pourra étre conduite afin d’évaluer la viabilité économique et
environnementale de la filiére mise en place. A ce titre, les facteurs d’émissions du brilage a
I'air libre des coproduits viticoles définis au cours de ces travaux de theése viendront compléter
la base de données utilisées par les spécialistes en ACV.

Il est envisageable que les résultats présentés dans ce manuscrit puissent étre utilisés
par les agences de qualité de I'air pour dresser des bilans de I'impact du briilage a I'air libre
des coproduits viticoles et ainsi motiver les politiques publiques a prendre des mesures plus
restrictives sur le territoire francais a I'égard de cette pratique. En effet, les FE utilisés jusqu’a
présent pour caractériser ses émissions étaient largement sous-estimés par rapport aux

valeurs obtenues au cours de ces travaux (Atmo AURA, 2011).

La valorisation des coproduits de pépiniéres viticoles n’a pas été envisagée au cours de
ces travaux en raison des problématiques liées a la présence de paraffine et de terre résiduelle.
Toutefois, dans le cadre du projet VITIVALO, une étude a été menée en collaboration avec la
plateforme de compostage de Grand Chambéry en Savoie afin de déterminer la validité, d'un
point de vue réglementaire, du compost produit a partir des différents coproduits viticoles.
Les résultats montrent que l’ensemble de cette biomasse, y compris les coproduits de
pépinieres viticoles, est utilisable en mélange avec d’autres résidus végétaux pour 1’élaboration

de compost industriel.

De maniere générale, un retour au sol de la matiére organique est préconisé, lorsque cela
n’est pas contre-indiqué pour des raisons sanitaires, afin de préserver la qualité du sol de
culture. Toutefois, I'utilisation importante de produits phytosanitaires, et notamment du
cuivre, en viticulture pose la question de leur accumulation dans le sol. Une étude menée dans
le cadre du projet VITIVALO sur la commune de la Motte-Servolex (73290, Savoie, France) a
montré que des parcelles amendées avec du broyat de coproduits viticoles présentaient des
teneurs importantes en cuivre par rapport a celles ou de la paille ou du fumier avaient été
incorporés. La valorisation de la biomasse, dont les coproduits agricoles, est par ailleurs

vivement encouragée par 1'Union Européenne (Directive Européenne 2009/28/CE). Les
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résultats obtenus dans le cadre de cette these pourraient inciter a développer davantage de

filieres de valorisation des résidus de la vigne et contribuer au changement progressif des

pratiques viticoles.
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SECTION EXPERIMENTALE

PARTIE 1 - POLLUTION ATMOSPHERIQUE EMISE PAR LE BRULAGE
A L’AIR LIBRE DES COPRODUITS VITICOLES

A. Prélevement des émissions

A.1. Dispositif d’échantillonnage

A.1.1. Présentation générale

Le dispositif d’échantillonnage utilisé dans ces travaux pour prélever les émissions de
combustion a l'air libre des coproduits viticoles a été concu au Laboratoire EDYTEM. Sa

représentation schématique est donnée sur la Figure 61.

Zone de feu fHV s
[=—n
L I Zone primaire (ZP) o
Colonne de dilution (CD)
CO,, CO, NOx,
Zone secondaire (ZS) O_ PM, TSP et BC
T dilution
Analyseurs en ligne

Anémomeétre a fil chaud

Débit

FO [

fCD

COet O,

T fumee

T : température, PM : particules fines, TSP :

HVS : préleveur haut débit, LT : ligne de transfert,
particules totales, BC : black carbon

Figure 61. Schéma du dispositif d’échantillonnage des fumées utilisé dans ces travaux.

Davantage d’informations sur ses dimensions sont disponibles en ANNEXES (Figure
Al). Une publication scientifique relatant la caractérisation du dispositif est actuellement en
cours de rédaction. Son fonctionnement global est le suivant :
1) Les fumées émises par la combustion dans la zone de feu sont canalisées dans la zone
primaire (ZP) grace a 'aspiration d’une turbine située en sortie de la ZP. Un analyseur en
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ligne de CO et un anémomeétre, placés dans la ZP, permettent de connaitre la
concentration en CO et la température des fumées primaires ;

2)  Une fraction de ces émissions primaires est transférée dans la zone secondaire (ZS) grace
a une ligne de transfert entre la ZP et la ZS ;

3) Dans la ZS, les fumées primaires sont diluées 26 fois en moyenne grace a 'apport d’air
ambiant par une colonne de dilution (CD). Cet apport est possible grace au flux imposé
par un préleveur haut débit (HVS), relié a I'extrémité de la ZS.

Les émissions diluées sont alors analysées grace a des analyseurs en ligne de CO,, de

CO, de NOx et de particules fines (PM). Leur température est également connue grace a un

anémometre. Un filtre en fibre de tissu quartz placé au sommet de la ZS permet de collecter

les particules totales (TSP). Le dispositif a été élaboré et optimisé par une approche associant
la modélisation des phénomeénes d’écoulement et la réalisation en parallele d’essais réels. Sa
conception devait satisfaire plusieurs parametres :

- Un fractionnement des fumées vers la zone de dilution réalisé dans des conditions
isocinétiques afin d’assurer un échantillonnage correct des particules émises ;

- Un temps de résidence (2 s) des émissions dans la ZS et un abaissement de la
température (proche de la température ambiante) avant leur prélevement suffisants
pour obtenir des échantillons représentatifs de conditions ambiantes ;

- Un facteur de dilution stable et maitrisé entre les essais de combustion successifs.

A.1.2. Eléments essentiels pour les calculs des facteurs d’émissions

Plusieurs éléments propres au dispositif d’échantillonnage sont a prendre en
considération pour permettre les calculs des divers facteurs d’émissions (FE) des polluants
analysés. Les termes essentiels sont :

- Le facteur de dilution Fj, : il permet d’accéder a la composition gazeuse (CO, et NOx en

I'occurrence) des fumées primaires en I’absence d’analyseurs dans la ZP ;

- Le facteur de prélevement F,, 4., a partir duquel peuvent étre estimées les émissions
particulaires totales ;

- Le débit de la colonne de dilution fj, : il permet de corriger les émissions particulaires
avec les concentrations ambiantes.

Ces valeurs sont calculées a chaque essai de combustion et permettent d’accéder aux facteurs

d’émissions des gaz et particules analysés.

Pour la suite, les débits sont exprimés en m’.min’ et dénommés "f," ou x est la partie du
dispositif ou a été estimé le débit. Les abréviations utilisées sont celles indiquées sur la Figure
61.

Le débit des analyseurs en ligne dans la ZS est négligeable par rapport au débit de la CD
(fanatyseurs/ fep < 1%). Ainsi :

fuvs =Fep + fir (11)
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Et,
FD _ |C0|mass.zp _ fH_VS (12)

|C0|mass.zs fir

Avec F, le facteur de dilution défini comme étant le ratio des concentrations massiques
de CO corrigées en température (d’apres la loi des gaz parfaits) entre la ZP et la ZS. F, est
calculé pour chaque minute et moyenné pour chaque essai. En raison des incertitudes liées
aux mesures de CO a faibles concentrations, les valeurs F, des trois premieéres et des trois
derniéres minutes de chaque essai ont systématiquement été écartées. F, représente aussi le
ratio entre les débits du HVS et dela LT. f;, est connu grace a un compteur volumétrique placé
au début de la CD alors que fyy5 et f,r sont inconnus. Cependant, la combinaison des équations
(11) et (12) donne :

fur = L2 (13)

T Fp-1
Et enfin,

F = for (14)

prélev. fLT

fzp €st connu grace a la calibration de la turbine générant le flux dans la ZP.

Par ces méthodes, le facteur de dilution et le facteur de prélévement ont pu étre évalués
systématiquement a chaque essai. Les valeurs moyennes obtenues sont de 26 + 3 et 288 + 34
pour Fj, et F,;, respectivement.

A.2. Localisation et période de prélevement

Le site de prélevement se situait a Saint-Pierre-d’Albigny (73250, Savoie, France,
45°33'37.3"N 6°09'38.5"E) en milieu rural et a proximité des vignes et des montagnes. La

campagne de prélevement s’est déroulée en Février 2020.

A.3. Coproduits viticoles testés

Les coproduits viticoles ont été généreusement donnés par les viticulteurs et
pépiniéristes viticoles aux alentours. Trois types de biomasses ont été testés : des sarments
avec un taux d’humidité de 40-50 %, des souches de vigne a 20 % d’humidité et des écarts de
tri de pépiniéres viticoles (ETPV) a 50 % d’humidité. Les taux d’humidité ont été vérifiés a
chaque journée d’essais grace a un hygrometre. Il a été estimé, par mesure gravimétrique, que

les ETPV étaient constitués de 6 % massiques de paraffine résiduelle.
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A.4. Protocole de mise a feu

Pour chaque essai de combustion, 1 kg (masse fraiche) de coproduits a tester a été taillé
au dimension du contenant accueillant le foyer (60 x 60 cm) et déposé sur sa charge
d’allumage respective. Le feu a ensuite été initié par le bas du foyer, a ’'aide d'un briquet ou
d’un chalumeau.

La charge d’allumage n’1 (pour les sarments et les ETPV) est constituée de : quatre briquettes
(~ 50 g) de bois compressé (marque Domédia) + 200 g de sarments secs (10 % d’humidité) +
~ 5 cL de bioéthanol (marque Domédia).

La charge d’allumage n’2 (pour les souches de vigne) est quant a elle constituée de : quatre
briquettes (~ 50 g) de bois compressé (marque Domédia) + 200 g de sarments secs (10 %
d’humidité) + 800 g de souches de vigne seches (10 % d’humidité) + ~ 5 cL. de bioéthanol
(marque Domédia).

A.5. Mesures en ligne

A.5.1. Emissions gazeuses

Les concentrations en CO., en CO et en NOx ont été mesurées en continu sur une journée
d’essais. Un analyseur ThermoFisher Scientific, modele 42i, a été utilisé pour la mesure des
NOx dans la ZS, un analyseur Testo, modele 330, a été utilisé pour mesurer le CO et la
température dans la ZP et un analyseur Envea, modele CO12e, a été utilisé pour la mesure
CO/CO, dans la ZS. Un anémometre a fil chaud placé dans la ZS a permis de connaitre la
température des fumées diluées. La température et la pression ambiantes ont été données par
la station météo la plus proche (73800 Montmélian, Savoie, France), située a 13 km du site de

prélevement.

A.5.2. Emissions particulaires

A.5.2.1. Particules totales (TSP)

Le prélevement des particules totales (TSP) a été réalisé avec des filtres en fibre de tissu
quartz (PALLFLEX, @ 150 mm, surface impactée 153,9 cm?), préalablement calcinés (5 h a
525 °C) et pesés. Les filtres ont été conservés dans des feuilles d’aluminium dans un sac
plastique fermé jusqu’a leur utilisation.

TSP de combustion de biomasse. Pour chaque essai de briilage, un filtre a été place au sommet
de la ZS et retiré a la fin de I’essai.

TSP de l'air ambiant. Trois prélevements des TSP de l'air ambiant, de deux a quatre jours
chacun, ont été réalisés afin de connaitre sa composition et pouvoir déduire a chaque essai la
part des émissions particulaires provenant de l'air de dilution. Un préleveur haut-débit de type
DH-77 (30 m*h"') muni d’un filtre en fibre de tissu quartz a été utilisé pour échantillonner les
TSP de I'air ambiant. La concentration ambiante en TSP du site de prélevement a été estimée

al2,8 +1,4pg.m?* en moyenne.
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A.5.2.2. Particules fines (PM)

Le suivi des concentrations massiques des particules fines émises (PM,;, PM,,, PM,, PM,;
et PM,) a été effectué grace a un analyseur photométrique TSI EDT-DRX Environmental de type
Dust-Trak™ relié a la ZS. Trois prélevements de I’air ambiant, de deux a quatre jours chacun,
ont également été réalisés pour déduire a chaque essai la part des émissions particulaires
provenant de I'air de dilution. La concentration moyenne en PM de I’air ambiant a été estimée
a10,6 + 1,9 pg.m? pour les PM;;, 10,3 = 1,8 pg.m* pour les PM,,, 9,6 + 1,7 ng.m? pour les PM,,
9,3 + 1,7 ng.m? pour les PM,; et 8,9 = 1,7 ng.m* pour les PM,.

B. Caractérisation chimique des particules totales

B.1. Solvants et solutions standards

Tous les produits chimiques ont été utilisés sans purification préalable et tous étaient
de grade analytique. Des solutions de standards commerciaux composées des différents
congéneres ont été préparées pour doser les especes chimiques. De l'eau ultrapure a

systématiquement été utilisée pour les analyses.

B.2. Mesure gravimetrique des particules totales

La masse de TSP collectées pour chaque essai de combustion a été estimée par mesure
gravimétrique des filtres en fibre de tissu quartz. Avant et apres utilisation, tous les filtres ont
été laissés au dessiccateur 24 h afin d’éliminer 'exces d’humidité. Chaque filtre a été pesé
trois fois (avant et apres utilisation) a I'aide d'une microbalance (précision 0,00001 g) a
température et humidité relative constantes (20 °C, 33 %) avec au moins 24 h passées au
dessiccateur entre chaque pesée. La variabilité expérimentale liée a la pesée a été estimée a
3 %. La différence entre les masses d’un filtre avant et apres son utilisation a été considérée
comme la masse totale de TSP impactée sur le filtre pendant 'essai (notée mTSP,) et utilisée
pour 'estimation des facteurs d’émissions des TSP. Aprés la derniére pesée, des poincons des
filtres de 1 cm? et 1,5 cm? ont été prélevés en vue des différentes analyses de spéciation
chimique des TSP, incluant des poincons de réserve pour la réalisation d’analyses

complémentaires, dont celle des métaux. L’ensemble a été conservé a -20 °C jusqu’a utilisation.

B.3. Traitement des filtres collecteurs de TSP
B.3.1. Détermination de la fraction carbonée

Les poincons de 1 cm’ des filtres collecteurs de TSP ont été envoyés a I'IGE pour la
détermination simultanée du carbone organique (OC) et du carbone élémentaire (EC) par
mesure thermo-optique avec un analyseur EC/OC Sunset Lab. Le programme de montée en
température, EUSAAR?2 (Cavalli et al., 2010), est présenté dans le Tableau 22.
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Tableau 22. Programme de montée en température utilisé pour la détermination du carbone
organique (OC) et du carbone élémentaire (EC).

Durée totale de I’analyse : 19 min 25 s

Analyse de I'OC, 100 % d’hélium

Palier 1 120's, 200 0°C
Palier 2 150 s, 300 °C
Palier 3 180 s, 450 °C
Palier 4 180 s, 650 °C

Analyse de ’EC, 100 % d’oxygéene

Palier 5 120 s, 500 °C
Palier 6 120 s, 550 °C
Palier 7 70 s, 700 °C
Palier 8 80 s, 850 °C

B.3.2. Extraction de la fraction soluble dans I’eau

Les poincons de 1,5 cm® des filtres collecteurs de TSP ont été envoyés a I'IGE pour
extraction et analyses de la fraction des TSP soluble dans 1'eau. Pour obtenir cette fraction, les

poincons ont été vortexés 30 min dans 15 mL d’eau ultrapure puis filtrés (Acrodisc, 0,22 pm).

B.3.3. Extraction de la fraction insoluble dans I’eau

Le reste des filtres a été traité au Laboratoire EDYTEM pour en extraire la fraction des
TSP insoluble dans I'eau. L’extraction a été réalisée a ’aide d'un extracteur sous pression et
température Dionex, modele ASE 200 selon les programmes présentés dans le Tableau 23. A
la fin des programmes, les différentes fractions d’'une méme extraction ont été rassemblées et
Pextrait total a été évaporé sous flux d’azote. Son volume a ensuite été complété jusqu’a 1 mL

avec de 'acétone avant filtration (PTFE, 0,22 pm).

Tableau 23. Programmes d’extraction des filtres collecteurs des TSP a I'aide d’un extracteur sous
pression et température (ASE).

‘ Parametres ‘ 1¢ programme ’ 2¢™ programme
Solvants (v/v) Méthanol/dichlométhane 1:9 Acétone/dichlorométhane 1:1
Pression (bar) 100 100
Température (°C) 100 100
Chauffage (min) 5 5
Phase statique (min) 5 5
Volume de rincage (% de la cellule) 10 10
Purge (s) 60 60
Nombre de cycles 2 1
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B.4. Protocoles d’analyses des extraits

B.4.1. Analyse des monosaccharides anhydres et des polyols

Les monosaccharides anhydres issus de la fraction des TSP soluble dans I'’eau, ont été
analysés a I'IGE par chromatographie liquide a haute performance Dionex, modeéle ICS5000+,
équipée d'un détecteur ampéromeétrique pulsé du méme modele. Leur séparation a été réalisée
sur une colonne Metrostep Carb2 en mode isocatrique avec 30 mM d’hydroxyde de sodium et
0,6 mM d’acétate de sodium (Waked et al.,, 2014; Chevrier, 2016). Les monosaccharides

analysés sont le 1évoglucosan, le mannosan et le galactosan.

B.4.2. Analyse des HAP non-substitués

Les HAP non-substitués, issus de la fraction des TSP insoluble dans I’eau, ont été
analysés au Laboratoire EDYTEM par chromatographie liquide a haute performance Perkin
Elmer, modeéle Série 200, équipée d'un détecteur par fluorescence, modele Série 200a. L’élution
des composés a été réalisée sur colonne en phase inverse (Macherey Nagel Nucleosil 100-5 C18
PAH, 250 x 4,6 mm, 5 pm).

Avant analyse, chaque extrait a été évaporé sous flux d’azote et complété avec 1 mL de
méthanol. Les solvants d’élution étaient du méthanol (A) et de I'eau (B). Le programme
d’élution était comme suit : 80 % A 1 mL.min" (0-2 min), de 80 %$a 83 % A 1 mL.min" (2-17 min),
de 83 % a 90 % A 1 mL.min" (17-22 min), de 90 % a 100 % A 1 mL.min" (22-32 min), 100 % A
1,6 mL.min"* (32-77 min) et de 100% a 80 % A 1 mL.min"' (77-82 min). Le programme du

détecteur de fluorescence et la liste des HAP analysés sont présentés dans le Tableau 24.

Tableau 24. Programme de détection utilisé lors de 'analyse des HAP en HPLC-fluorescence.

Temps de rétention (min) A d’excitation (nm) A d’émission (nm) HAP détectés
12,1 250 362 Phe
15 244 400 Ant
18,5 286 460 Fla
20,8 333 382 Pyr
24 265 380 Tri, BaA, Chr et Ret
32,4 261 415 BbF et BeP
35,2 296 405 BKF, BaP, BghiP et DbahA
46 300 500 P
58 300 444 Cor

B.4.1. Analyse des autres composés organiques

Les autres composés issus de la fraction insoluble dans l'eau ont été analysés au
Laboratoire EDYTEM par chromatographie gazeuse Perkin Elmer, modele Clarus, 580 équipée

d'un détecteur a spectrométrie de masse Perkin Elmer, modeéle MS 560.
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Tableau 25. Parameétres d’analyses des composés analysés en GC-MS.

Alcanes et HAP méthylés

Méthoxyphénols

Mode d’injection Splitless Splitless
Injecteur Volume d’injection (L) 1,0 1,0
Température (°C) 300 280
Débit d’hélium (mL.min™") 1 1
Gradient 2 min a 65 °C 5 min a 60 °C
GC 65-340°C, 6,5 *C.min" 60-200°C, 10 ‘C.min"
340 °C pendant 20 min 200-340 °C, 100 *C.min"
340 °C pendant 10 min
Température de la
200 230
source ("C)
MS
Energie d’ionisation (eV) 70 70
Intervalle de masses (uma) 35-400 35-470

La colonne utilisée était une colonne semi-polaire (Macherey-Nagel Optima 5 MS, 30 m x
0,25 mm x 0,25 pm). Avant analyse, les composés polaires (méthoxyphénols) ont été
dérivatisés : 100 nL de N,0-bis(triméthylsilyl)-trifluoroacétimide (BSTFA) ont été ajoutés a
100 pL d’extrait et le mélange a été incubé a 50 ‘C pendant 2 h sous vortex. Les programmes
d’élution sont présentés dans le Tableau 25 et la liste des composés analysés et leurs

parametres de détection dans le Tableau 26.

Tableau 26. Composés analysés en GC-MS et conditions de détection.

m/z de
quantification

m/z de
quantification

Composés Composés

Alcanes (acquisition SCAN) HAP méthylés (acquisition SIR)
Ci11-Cy, pristane et 85 >-MethNa 142
phytane
6,10,14-riméthyl-2- 58 1MethFlu 165
pentadécanone

Méthoxyphénols (acquisition SCAN) 2MethAnt, 1MethPhe, 2MethPhe, 192
Vanilline 194 3MethPhe et 4/9MethPhe
i‘fggﬁmlbne = 196 143MethFla, 2MethFla, ol6
, . 223 7+8MethFla, 1MethPyr et 4MethPyr
acétosyringone
Acide vanillique 297 MethChr/MethBaA et 3MethChr 242
4-Méthylsyringol 210
Coniféraldéhyde 220
Guaiacylacétone 209
Acide homovanillique 326
4-Propenylsyringol 236
Acide syringique 327
Sinapyladéhyde 222
Syringylacétone 239
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B.4.2. Analyse de la fraction ionique

La fraction ionique a été analysée a partir de la fraction des TSP soluble dans I’eau a I'IGE
par chromatographie ionique Dionex, modele ICS-3000. Pour les anions, I’élution a été réalisée
sur une colonne AS11HC en mode gradient avec de I'hydroxyde de potassium et pour les
cations sur une colonne CS16 en mode isocratique avec de 'acide méthanesulfonique a 27 mM
(Waked et al., 2014; Chevrier, 2016).

Les composés ioniques inorganiques analysés sont les suivants : chlorure (CI), nitrate
(NOy), sulfate (SO,*), sodium (Na‘), ammonium (NH,"), potassium (K*) magnésium (Mg*) et

calcium (Ca*).

C. Expression des résultats

C.1. Masse des combustibles

La masse des combustibles a été systématiquement convertie en masse seche en tenant
compte des taux d’humidité (mesurés sur le terrain a l'aide d’un hydrometre) et des
proportions respectives des coproduits a tester et de leur charge d’allumage. La masse de bois

résiduelle apres combustion a également été déduite de la masse initiale.

C.2. Facteurs d’émissions et efficacité de combustion

C.2.1. Particules totales

Les facteurs d’émission des TSP ont été déterminés a partir de la masse totale de TSP
par filtre, mTSP,,, estimée par mesure gravimétrique. mTSP,; résulte de la collecte des TSP
totales dans la ZS et a donc été corrigée par la masse de TSP apportée par I'air de dilution. La
masse de TSP apportée par la colonne de dilution (CD), mTSP-p exprimée en g, a été estimée

selon I'’équation (15) :
MTSPcp =[TSPlampiant X Apritage X fcp (15)

Avec [TSP]ampianss €XpPrimée en g.m* et estimée a partir des analyses des filtres de
prélevement de I'air ambiant (SECTION EXPERIMENTALE, PARTIE 1, paragraphe A.5.2.1),

dppijage 1a durée totale du bralage exprimée en min et f -, le débit de la colonne de dilution

(CD), exprimé en m®>.min’, et connu grace a un compteur volumétrique a I'’entrée de la CD.

La masse de TSP résultant uniquement des émissions primaires des fumées, mTSPy, g,

devient alors :

MTSPya1a90 =MTSP 5 - MTSPcp (16)
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MTSPy, 4144, correspond a la masse de TSP issues de la fraction des émissions primaires

des fumées prélevées par le dispositif de prélévement. Ainsi, le facteur d’émissions des TSP,
FE rsp exprimé en g.kg', a été déterminé d’apres I’équation (17) :

mTSP, briilage

FETSP= XF (17)

rélev.
M combustible prete

Avec F ¢, déterminé selon I'équation (14) et M, pusinie 12 masse seche de combustible

bralé exprimée en kg.

C.2.2. Particules fines

Les facteurs d’émissions des PM ont été déterminés a partir des mesures du Dust-Trak™
installé en ligne sur le dispositif de prélevement. Les résultats donnés par 'appareil étaient
d’abord exprimés en mg.min.m”, notés [PM],,,,- mPMys, exprimée en mg, a été estimée selon

I’équation (18) :

d rilage
mPMj = 3, "1 ([PM] i, % fcp) (18)

Avec dy, ;140 1a durée totale du bralage exprimée en min et fp exprimé en m’.min’
connu grace a un compteur volumeétrique a I’entrée de la CD.
Le facteur d’émissions des PM, FEp,, exprimé en g.kg', a ensuite été déterminé selon la

méme démarche que pour les TSP et en prenant en compte les équations (16) et (17).

C.2.3. Gaz

Les facteurs d’émission des gaz ont été déterminés a partir des mesures de gaz données
par les analyseurs de CO,, de CO et de NOx installés en ligne sur le dispositif de prélevement.
Les mesures réalisées par les appareils étaient initialement données en concentrations
volumiques, [gaz],,, exprimées en ppmv.min'. Ces concentrations ont été corrigées en
déduisant les concentrations en gaz de l’air ambiant. Elles ont également été converties en
concentrations massiques, [gaz],,,.., €Xxprimées en g.m*.min’, en tenant compte des variations
du volume molaire des gaz en fonction de la température de prélévement.

Deux analyseurs de CO, placés dans la ZP et la ZS, ont permis de calculer le facteur de
dilution F, selon I’équation (12). La concentration en CO des émissions primaires était donc
directement accessible grace a I'analyseur de CO dans la ZP. En revanche, les concentrations
en CO; et en NOx ont été mesurées uniquement apres dilution des émissions primaires, dans
la ZS. Les concentrations massiques moyennes en CO, et en NOx dans la ZP au cours de I’essai

ont été estimées selon I'équation (19) :
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[gaz]mass.zp = [gaz]muss.zs X Fp (19)

Tout comme pour le calcul du facteur de dilution F,, les trois premieres et des trois
derniéres minutes de chaque essai ont systématiquement été écartées pour calculer la
moyenne.

A partir de la concentration massique des gaz dans la ZP, le facteur d’émissions, FE,,,

exprimé en g.kg', a pu étre déterminé selon I'équation (20) :

9azlmass.zp*fzPXdpralage
FE .= ' - (20)
gaz M combustible

Avec dy, ;144 1a durée totale du bralage exprimée en min, f7p le débit dans la ZP exprimé

en m’min" et M ympustivie 1@ masse séche de combustible briilé exprimée en kg.

C.2.4. Efficacité de combustion

L'efficacité de combustion (MCE) moyenne de chaque essai a été déterminée d’apres les
calculs de Ward et Radke (1993). Les concentrations volumiques moyennes de CO et CO, dans

la ZP au cours de l'essai, [CO] et [CO,] ont ainsi permis d’estimer la MCE selon

vol.zp vol.zp

I’équation (2) :

MCE — [COZ]vol.Zp (2)

[€CO2]vo1.7p+[CO)vol1.zp

C.3. Composés des particules totales

Les résultats des analyses chimique présentées précédemment (SECTION
EXPERIMENTALE, PARTIE 1, paragraphe B) étaient initialement donnés en masse de composé
extrait par filtre collecteur de TSP.

Grace a l'analyse de filtres de prélevement d’air ambiant, la concentration de I'air
ambiant en chaque composé analysé, [Composé] gmpian: €XPrimée en mg.m>, a pu étre estimée.
La masse de composé impactée sur le filtre provenant de I'air de dilution a été déterminée en
appliquant I’équation (15).

L’équation (16) a alors permis de trouver la masse de composé issue des émissions

primaires des fumées, mCompose, . . ge' La concentration du composé par rapport a la masse
de TSP impactée sur le filtre, [Composé] ¢p exprimée en ng.g' ou mg.g"', a été déterminée selon
I’équation (21) :

mComposébmmge

[Composé]rsp (21)

mTSPy1age
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C.4. Tests statistiques

Les tests statistiques utilisés pour identifier des signatures chimiques particulaires
spécifiques au coproduit viticole bralé ont été réalisés a I'aide du logiciel Ellistat 6.21 (Pillet,
74000 Annecy, Haute-Savoie, France). La normalité et ’homoscédasticité des données ont été
vérifiées avec les tests appropriés (ANOVA, Kruskal-Wallis, t test) et a = 0,05 comme niveau

de significativité.

PARTIE 2 - VALORISATION CHIMIQUE DES SARMENTS FT DES
SOUCHES DE VIGNE

A. Analyses chimiques

A.1l. Solvants et solutions standards

Tous les produits chimiques ont été utilisés sans purification préalable et tous étaient
de qualité analytique, a 'exception de I’éthanol (Acros, 96 %). En particulier, le (E)}resvératrol
(> 98 %) a été fourni par Evolva et la (E)-e-viniférine (= 95 %) par Extrasynthese. L’étalon interne
utilisé pour la quantification des deux composés, le 2-hydroxybenzothiazole (> 98 %) a été

fourni par Alfa Aesar. De I’eau ultrapure ou a minima distillée a systématiquement été utilisée.

A.2. Correction des masses de stilbénes extraites d’apres le
taux d’humidité des coproduits viticoles

Toutes les masses de coproduits viticoles sont exprimées en masses seches. Celles-ci
ont été estimées par mesures gravimétriques de la masse d'un échantillon du coproduit testé
avant et apres séchage a 50 ‘C pendant 48 h dans une étuve. La perte entre les deux masses a
permis de définir le taux d’humidité de la biomasse étudiée et les masses extraites ont

systématiquement été corrigés en tenant compte du taux d’humidité de la biomasse utilisée.

A.3. Identification et quantification du (E)resvératrol et de la
(E)-e-viniférine
Apres extraction et filtration (0,22 pnm, PTFE) les extraits bruts ont été analysés au
Laboratoire EDYTEM par chromatographie liquide a haute performance Waters, équippée d'un
détecteur a barrettes de diodes (DAD), modéle 996. L’élution des extraits a été réalisée sur
colonne en phase inverse (Macherey Nagel Nucleosil 100-5 C18 PAH, 250 mm x 4,6 mm, 5 um).
Les solvants d’élution étaient du méthanol acidifié avec 0,1 % d’acide acétique (A) et de 'eau
(B). Le débit a été fixé a 1 mL.min". Le programme d’élution était comme suit : de 25 % a 50 %
A (0-30 min), de 50 % a 99 % A (30-30,5 min), 99% A (30,5-45 min), de 99 % a 25 % A (45-
45,5 min) et 25 % A (45,5-50 min).
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La longueur d’onde de détection était de 290 nm. Le (E)resvératrol (Rsv) et la (E)-¢-
vinférine (Vf) ont été identifiés a partir de solutions standards et leurs caractéristiques sont
présentées dans le Tableau 27. Les limites de détection (LD) et de quantification (LQ) ont été
déterminées pour chaque composé d’apres les directives du Conseil International
d’harmonisation (ICH) : LD = 3,35/s et LQ = 105/s, avec § I’écart-type du bruit de fond et s le
coefficient directeur des droites de calibration. La quantification des deux composés a été
réalisée d’apres les droites de calibrations, faites a partir de solutions standards de Rsv et de
Vf et d'un étalon interne, le 2-hydroxybenzothiazole (temps de rétention = 24,6 min), ajouté
juste avant analyse pour éliminer les potentielles dérives dues a I'appareil analytique.

Tableau 27. Caractéristiques analytiques des deux stilbénes étudiés au cours de ces travaux par

HPLC-DAD.
i Temps de
Composeés ) .
détecté rétention Spectres UV-VIS
étecteés
(min)
0,06
% 0,04
(E)- %
. 19,8 0,4 0,6 . 304, 320
resvératrol i
0,00
22‘0 Z-IO 2(;0 28’0 SDrO 32‘0 3-1[0 36:0 33‘0 400
Longueur d'onde (nm)
0,03
E 0,02
(E)-¢- & 285, 310,
. 29,3 0,5 0,8 E
viniférine A o0 322
0,00
22‘0 2;0 26‘0 23‘0 3{‘»0 350 34‘:0 36‘0 3&0 400
Longueur d'onde (nm}

9 LD : limite de détection, b LQ : limite de quantification

A.4. Constitution chimique de la biomasse en polymeres
structuraux

La caractérisation de la constitution chimique des différents coproduits en extractibles,
en cellulose, en hémicellulose et en lignine a été réaliée a l'Institut Jean-Pierre Bourgin,
UMR1318 INRAE-AgroParisTech (78026 Versailles, Yvelines, France). Le taux d’extractibles a
été estimé par mesure gravimétrique apres extraction de la biomasse, a 60 'C dans de I'’eau
puis dans de I’éthanol a I'aide d'un extracteur sous pression, et séchage a 50 ‘C pendant 48 h.
Les compositions en cellulose, en hémicellulose et en monosaccharides ont été évaluées
d’apres les protocoles de Updegraff (1969) et de Harholt et al. (2006). La composition en
lignine a été estimée apreés l'extraction des extractibles d’apres le protocole de Dence (1992)
et de Lapierre et al. (1999).
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B. Etude préliminaire des teneurs en (E)resvératrol et en (E)-¢-
viniférine des coproduits viticoles des Pays de Savoie

B.1. Biomasse viticole

L’ensemble des coproduits utilisés pour I'étude de I'impact des parametres
indépendants du procédé d’extraction a été collecté au cours de I’hiver 2017-2018 dans deux
exploitations viticoles différentes. Les coproduits viticoles étaient constitués de sarments et
de souches de Jacqueére et de Mondeuse. Une fois récupérée, la biomasse a été stockée dans

un local fermé, a température ambiante et a 'abri de la lumiére directe.

B.2. Impact de la durée de stockage

L’impact de la durée de stockage a été évalué sur des sarments de Jacquere et de
Mondeuse issus de la méme exploitation viticole. Au cours du stockage de la biomasse, des
prélevements d'une dizaine de sarments ont été opérés a deux, six et neuf mois de stockage.
La biomasse a ensuite été broyée a une granulométrie inférieure a 0,2 mm a I'aide d'un broyeur

Fritsch, modele pulverisette 19.

B.3. Impact de I’age de la vigne

L’impact de ’age de la vigne a été évalué a partir de sarments de Jacquéere provenant de
deux exploitations viticoles différentes. Pour chacune des exploitations, des sarments ont été
collectés sur une vigne agée de cing ans environ et sur une vigne agée de vingt ans environ. La
biomasse a ensuite été stockée six mois avant d’étre broyée a une granulométrie inférieure a

0,2 mm a l'aide d’un broyeur Fritsch, modele pulverisette 19.

B.4. Procédé d’extraction

Le protocole d’extraction utilisé est inspiré des travaux de Romero-Pérez et al. (2001).
Le procédé mis en place consistait en une extraction de 1 g de broyat de sarments ou de
souches de vigne, de granulométrie 0,2 mm, dans 30 mL d’éthanol/eau 80:20 (v/v) pendant
60 min a 60 °C sous agitation modérée. Chaque extraction a été réalisée au moins en triplicat.
A la fin de 'extraction, I’extrait obtenu a été filtré (PTFE 0,22 pm) puis analysé en HPLC-DAD.

C. Optimisation du procédé d’extraction du (E)resvératrol et
de la (E)-s-viniférine a partir de coproduits viticoles

C.1. Méthodologie des plans d’expériences

C.1.1. Biomasse viticole

La biomasse utilisée pour étudier les effets de divers parameétres sur I'extraction du Rsv

et de la Vf était constituée de sarments et de souches de Mondeuse collectés au cours de I'hiver
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2018-2019 dans trois exploitations viticoles différentes des Pays de Savoie. Apres leur collecte,
les coproduits ont été stockés pendant huit mois a température ambiante et sans acces direct
a la lumiere du soleil. Chaque coproduit a ensuité été broyé a deux granulométries différentes,
inférieure a 0,5 mm et inférieure a 4 mm, a I'aide d'un broyeur Fritsch, modéle pulverisette
19. Les broyats de 4 mm ont été tamisés pour former trois granulomeétries supplémentaires :

inférieure a 1,6 mm, inférieure a 2,2 mm et inférieure a 3 mm.

C.1.2. Construction et validation du plan d’expériences

La conception du plan d’expériences a surface de réponse composite centré (RSM) a été
assistée par le logiciel Ellistat 6.21 (Pillet, 74000 Annecy, Haute-Savoie, France). Les
diagrammes de surface de réponse ont été réalisés avec le logiciel OriginPro 8 (OriginLab). La
matrice d’expériences du plan RSM est présentée dans le Tableau 28. Les points
expérimentaux oranges et verts clairs correspondent aux points issus du plan factoriel tandis
que le reste des points correspondent aux points centraux et axiaux ajoutés pour obtenir un
plan RSM composite centré. Les régressions polynomials obtenues a I'issue du plan RSM

étaient de la forme suivante :
y=ag+ X aX; + X0 auXy" + X7 YhiayXiX; (10)

Avec y la réponse mesurée, a, le terme constant, a; le coefficient du facteur i, X; le niveau
du facteur i, a; le coefficient quadratique du facteur i et a; le coefficient résultant de
I'interaction entre les facteurs i et j. Les modélisations ont été validées d’apres les valeurs de

leurs coefficients de corrélation ajustés, R2aj > 0,84.

C.1.3. Reéalisation des essais

Chaque essai a été réalisé selon les conditions indiquées dans le Tableau 28, directement
dans un ballon placé dans un bain thermostaté et équipé d’un agitateur magnétique régulant
la vitesse d’agitation. Aprés chaque extraction, ’extrait obtenu a été filtré (PTFE 0,22 nm) puis
analysé en HPLC-DAD. Les masses de Rsv et de Vf extraites calculées pour chaque essai sont
détaillées en ANNEXES (Tableau A2).
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niveaux, utilisé pour étudier 'impact des principaux parametres d’extraction sur Pextraction du (E)-
resvératrol et de la (E)-s-viniférine a partir de coproduits viticoles.

Ethanol Ratio Durée Agitation Température Granulométrie
Pv/v) (gmlL’) (min) (rpm) (Y] (mm)
Terminologie 1 2 3 4 5 6
Niveau -2,38 (-a) 0 5 5 200 20 0,5
Niveau -1 30 15 21 400 37 1,6
Niveau 0 50 23 33 550 50 2,2
Niveau +1 70 30 44 700 63 3
Niveau +2,38 (+a) 100 40 60 900 80 4
Facteurs Facteurs
Ordre Ordre
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
standard standard
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 25 -1 -1 -1 1 1 =1l
2 1 -1 -1 -1 -1 1 26 1 -1 -1 1 1 1
3 -1 1 -1 -1 -1 1 27 -1 1 -1 1 1 1
4 1 1 -1 -1 -1 -1 28 1 1 -1 1 1 =1l
5 -1 -1 1 -1 -1 1 29 -1 -1 1 1 1 1
6 1 -1 1 -1 -1 -1 30 1 -1 1 1 1 =1l
7 -1 1 1 -1 -1 -1 31 -1 1 1 1 1 =1l
8 1 1 1 -1 -1 1 32 1 1 1 1 1 1
9 -1 -1 -1 1 -1 1 33 0 0 0 0 0 0
10 1 -1 -1 1 -1 -1 34 0 0 0 0 0 0
11 -1 1 -1 1 -1 -1 35 0 0 0 0 0 0
12 1 1 -1 1 -1 1 36 0 0 0 0 0 0
13 -1 -1 1 1 -1 -1 37 0 0 0 0 -2,38 0
14 1 -1 1 1 -1 1 38 0 0 0 0 2,38 0
15 -1 1 1 1 -1 -1 39 0 0 0 -2,38 0 0
16 1 1 1 1 -1 -1 40 0 0 0 2,38 0 0
17 -1 -1 -1 -1 1 1 41 0 0 -2,38 0 0 0
18 1 -1 -1 -1 1 -1 42 0 0 2,38 0 0 0
19 -1 1 -1 -1 1 -1 43 0 -2,38 0 0 0 0
20 1 1 -1 -1 1 1 44 0 2,38 0 0 0 0
21 -1 -1 1 -1 1 -1 45 -2,38 0 0 0 0 0
22 1 -1 1 -1 1 1 46 2,38 0 0 0 0 0
23 1 1 1 -1 1 1 47 0 0 0 0 0 2,38
24 1 1 1 -1 1 -1 48 0 0 0 0 0 2,38
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C.2. Etude de I'impact des ultrasons sur l'extraction du (E)-
resveratrol et de la (E)-s-viniférine a partir de sarments
et de souches de vigne

C.2.1. Biomasse viticole

La biomasse utilisée pour étudier I'effet des ultrasons sur I’extraction du Rsv et de la Vf
était constituée de sarments et de souches de Jacqueére collectés au cours de ’hiver 2018-2019
dans trois exploitations viticoles différentes des Pays de Savoie. Aprés leur collecte, les
coproduits ont été stockés pendant huit mois a température ambiante et sans acces direct a
la lumiere du soleil. Chaque coproduit a ensuité été broyé a une granulométrie inférieure a

0,5 mm ou inférieure a 4 mm a I’aide d'un broyeur Fritsch, modéle pulverisette 19.

C.2.2. Equipement ultrasonore

C.2.2.1. Ultrasons de basses fréquences
Les extractions sous ultrasons de basses fréquences, 20 kHz, ont été menées grace a un
générateur d'ultrasons de 20 kHz Branson, modele Digital Sonifier. La source émettrice était
une sonotrode de 45 mm de diametre placée au fond d'un réacteur a double enveloppe en
Pyrex® de dimensions 45 mm x 205 mm. La température du milieu a été mesurée grace a une
sonde de température a résistance de platine (Pt100). La température a été régulée en
alimentant la double enveloppe de liquide de refroidissement lorsque la température du milieu

dépassait la température désirée de 2 °C.

C.2.2.2. Ultrasons de hautes fréquences

Les extractions sous ultrasons de hautes fréquences, 800 kHz, ont été menées grace a
un générateur d’ultrasons de 800 kHz concu au Laboratoire EDYTEM. La source émettrice était
composée d’'une céramique P1-89 de 470 mm de diametre fixée a un disque en Pyrex® de
3,5 mm d’épaisseur. Des lames de contact e88n cuivre (6 pm x 35 pm d'épaisseur) ont été
soudées sur la céramique pour fournir le contact électrique avec le générateur. Une résine
époxyde a faible pression de vapeur a été utilisée pour coller les disques de protection a la
céramique. La source émettrice était placée au fond d'un réacteur a double enveloppe en
Pyrex® de dimensions 45 mm x 205 mm. La température du milieu a été mesurée grace a une
sonde de température a résistance de platine (Pt100). La température a été régulée en
alimentant la double enveloppe en liquide de refroidissement lorsque la température du milieu

dépassait la température désirée de 2 °C.

C.2.2.3. Détermination de la puissance acoustique volumique par mesures
calorimétriques
Pour chaque générateur ultrasonore, la puissance acoustique volumique a été

déterminée, selon I'équation suivante (Mason et al., 1994) :
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aT
— — 22
Pie=mxC,x <at>t0 (22)

Avec P,. représentant la puissance acoustique exprimée en W, m la masse de solvant

irradiée exprimée en kg, C,, la capacité calorifique massique du solvant exprimée en J.kg'K"

et (ﬂ) exprimé en K.s™. (ﬂ) représente la variation de la température du solvant pendant
0t/ 10 9t/ 10

et apres irradiation ultrasonore.

La capacité calorifique massique C, du mélange éthanol/eau 30:70 (v/v)

(Costhanol/eau 30:70 (v/v) ) @ €té déterminée selon I’équation suivante :

Mgthanol + Mgy

—gthanol__ , ¢ x——ea (23)
Mgthanol T Meay ean  Methanol t* Meau

Céthanol/eau 30:70 (v/v) = Cpél”lﬂnﬂl

Avec Cpéthanol et Cpeau représentant les capacités thermiques massiques de I’éthanol et de
. mg; . . -
I'eau respectivement et éthanol Teau les fractions massiques de I'éthanol et 'eau
MgthanoltMeau Mgthanol *Meau

respectivement, dans le mélange éthanol/eau 30:70 (v/v).

(Z—D ) a été déterminée par des mesures calorimétriques dans 180 mL d’éthanol/eau
t

30:70 (v/v) et grace a une sonde de température a résistance de platine (Pt100), durant 5 min
d’irradiation ultrasonore et 5 min de refroidissement en conditions silencieuses (Koda et al.,
2003). Toutes les mesures ont été réalisées en triplicats. La puissance acoustique volumique a

ensuité été obtenue en tenant compte du volume de solvant irradié.

C.2.3. Extractions en conditions ultrasonores

Les extractions sous ultrasons ont été réalisées dans le réacteur a double enveloppe en
Pyrex® associé a I’équipement ultrasonore testé. 6 g de broyat de coproduits viticole ont été
incorporés dans 180 mL d'un mélange éthanol/eau 30:70 (v/v) et le milieu a été irradié
pendant 30 min en maintenant sa température a 30 ‘C (+ 2 "C). Chaque extraction a été réalisée
au moins en triplicat. A la fin de I'extraction, I’extrait obtenu a été filtré (PTFE 0,22 pum) puis
analysé en HPLC-DAD.

C.2.4. Extractions en conditions silencieuses

Les conditions silencieuses d’extraction étaient identiques a celles des extractions sous
ultrasons correspondantes, a I’exception de l'irradiation ultrasonore qui a été remplacée par
une agitation a 550 rpm. Chaque extraction a été réalisée au moins en triplicat. A la fin de

Pextraction, I'extrait obtenu a été filtré (PTFE 0,22 m) puis analysé en HPLC-DAD.
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C.3. Estimation des teneurs du gisement 2018-2019

C.3.1. Biomasse viticole

La biomasse utilisée pour évaluer les teneurs en Rsv et en Vf des coproduits viticoles
des Pays de Savoie était constituée de sarments et de souches de Jacquere, de Mondeuse, de
Gamay et d’Altesse collectés au cours de 'hiver 2018-2019 dans trois exploitations viticoles
différentes du territoire. Apres leur collecte, les coproduits ont été stockés pendant huit mois
a température ambiante et sans acces direct a la lumiere du soleil. Chaque coproduit a ensuité
été broyé a une granulométrie inférieure a 0,5 mm a I'aide d'un broyeur Fritsch, modéle

pulverisette 19.

C.3.2. Procédé d’extraction

Le conditions du procédé d’extraction utilisé pour estimer les teneurs en Rsv et en Vf
des coproduits viticoles des Pays de Savoie ont été définies d’apres les résultats du plan
d’expériences. 1 g de broyat de sarments ou de souches de vigne, de granulométrie inférieure
a 0,5 mm, a été extrait dans 30 mL d’éthanol/eau 80:20 (v/v) pendant 30 min a 84,5 °C (sous
reflux) sous agitation (550 rpm). Chaque extraction a été réalisée en un réplicat. A la fin de

Pextraction, I'extrait obtenu a été filtré (PTFE 0,22 1um) puis analysé en HPLC-DAD.

D. Tests des propriétés antifongiques

Ces essais ont été réalisés en collaboration avec le Groupe Mycologie et Biotechnologie
de ’'Agroscope (1260 Nyon, Vaud, Suisse) d’apres les protocoles mis en place par le laboratoire
(Schnee et al., 2013a).

D.1. Essais a partir d’extraits bruts
D.1.1. Préparation des extraits bruts

Les extraits bruts de sarments et de souches de Jacquere et de Mondeuse ont été obtenus
a partir de la biomasse viticole et du procédé d’extraction présentés dans les paragraphes
C.3.1 et C.3.2 (SECTION EXPERIMENTALE, PARTIE 2). A la fin des extractions, I’éthanol des

extraits a été évaporé et la suspension restante lyophilisée.

D.1.2. Essais sur Plasmopara viticola

D.1.2.1. Préparation des solutions de traitement
Pour chaque extrait, une solution stock a 20 mg.mL"' a été préparée en dissolvant 20 mg
d’extrait dans 40 nL de méthanol et 960 1L d’eau. Des solutions diluées (10, 5, 2 et 1 mg.mL")
ont ensuite été préparées par dilution de la solution stock dans de l'eau. Deux solutions
témoins, composées d’eau ou de fongicide commercial (Cuprofix®, 7.5 mg.mL"') ont également

été réalisées.
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D.1.2.2. Procédure de traitement et d’inoculation
Chaque solution précédemment préparée a été vaporisée sur la face abaxiale de
10 poincons de feuilles de Cabernet Sauvignon issus de plants de vigne élevés sous serre a
I’Agroscope. 24 h aprés le traitement, les feuilles ont été inoculées avec une suspension de
zoospores de Plasmopara viticola (1,5.10° zoospores.mL"). Les feuilles ont ensuite été laissées
a température et lumiére ambiantes jusqu’a ’apparition de sporulation visible sur les témoins.
Les feuilles ont alors été analysées visuellement pour déterminer le pourcentage de surface

foliaire infectée.

D.1.3. Essais sur Botrytis cinerea

D.1.3.1. Préparation des solutions de traitement
Pour chaque extrait, une solution stock a 50 mg.mL" a été préparée en dissolvant 350 mg
d’extrait dans 700 pL de méthanol et 6,3 mL de milieu nutritif liquide (PDB pour Potato
Dextrose Broth). Deux solutions témoins, composées d’eau ou de fongicide commercial

(Switch®, 1 mg.mL") ajoutés au milieu nutritif liquide, ont été également été réalisées.

D.1.3.2. Procédure de traitement et d’inoculation
Chaque solution stock a été distribuée dans les 24 puits d'une microplaque de maniere
a obtenir six dilutions (20, 15, 10, 5, 2 et 1 mg.mL", trois réplicats pour chaque concentration)
apres ajout du milieu de nutritif gélosé (PDA pour Potato Dextrose Agar). Apres solidification
du milieu de culture, 50 pl. d’'une suspension de conidies de Botrytis cinerea (1,0.10°
conidies.mL"’) ont été ajoutés a chaque puits. Les microplaques ont ensuite été incubées (80 %
d’humidité relative, température constante de 20 °C, alternance jour/nuit 12h/12h) jusqu’a

I’apparation d’'un développement de mycélium visible sur le témoin eau.

D.2. Essais a partir des fractions d’un extrait brut de souches
de Mondeuse

D.2.1. Fractionnement de ’extrait brut de souches de Mondeuse

L’extrait brut de souches de Mondeuse a été préparé selon les conditions des
paragraphes C.3.1 et C.3.2 (SECTION EXPERIMENTALE, PARTIE 2) puis lyophilisé. Il a ensuite
été divisé en quatre fractions a 'aide une chromatographie liquide préparative Interchim,
modele PuriFlash XS420, équippée de trois colonnes en phase inverse branchées en série
(puriFlash C18-HQ, dimensions totales: 252 mm x 21 mm, 15 pm) et d'un détecteur UV.
Environ 500 mg d’extrait brut ont été injectés a chaque essai par dépot solide sur célite. Les
solvants d’élution étaient de 1'acétonitrile acidifié avec 0,1 % d’acide acétique (A) et de I'eau
(B). Le débit a été fixé a 17 mL.min". Le programme d’élution était comme suit : 20 % A (0-3
min), de 20 % a 55 % A (3-35 min), de 55 % a 100 % A (35-38 min), 100 % A (38-43 min), de 100 %
a0%A (43-46 min) et 0% A (46-58 min). Apres élution, les différentes fractions ont été
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rassemblées pour former quatre fractions principales : F1 (0-11 min), F2 (12-21 min), F3 (22-
30 min) et F4 (31-58 min). Le fractionnement de 1 g d’extrait brut a donné 430 mg de F1,
252 mg de F2, 153 mg de F3 et 71 mg de F4.

D.2.2. Essais sur Botrytis cinerea et sur Plasmopara viticola

Les tests d’activité antifongique sur Botrytis cinerea et sur Plasmopara viticola ont été
réalisés selon les protocoles des paragraphes précédents. Seules les concentrations testées sur
Botrytis cinerea ont été modifiées : 10, 8, 6, 4, 2 et 1 mg.mL" et réalisées en microplaques 96

puits.

E. Tests statistiques

Les tests statistiques utilisés ont été réalisés a I’aide du logiciel Ellistat 6.21 (Annecy). La
normalité et I'homoscédasticité des données ont été vérifiées avec les tests appropriés
(ANOVA, Kruskal-Wallis, t test) et a = 0,05 comme niveau de significativité. Les données en

pourcentages ont été transformées pour les normaliser avant d’effectuer le test.
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ANNEXES

ANNEXES DU CHAPITREII
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Figure Al. Schéma du dispositif d’échantillonnage des fumées utilisé dans ces travaux avec les
dimensions de chacune des parties.
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Tableau Al. Bilan des données collectées au cours de la campagne de prélevement des émissions de
combustion de coproduits viticoles.

Ecarts de tri de pépinieres

Sarments Souches de vigne viticoles
Humidité (%) 40-50 20 50
MCE 080° * o002 a2f 079 + 001 @ 08 =+ 001 “
Gaz (gkg") Co, 13746 + 57,2 (12) 12034 = 1884 (4 16630 + 1625 (4
co 1541 + 90 (12) 1440 = 357 @ 1457 + 185 @
NOx 19 + 01 ) 13 + 02 @ 27 o+ 02 @
Particules (g.kg")  1gp 167 + 14 (13) 155 + 79 @ 295 + 49 @
PMi; 125 + 25 ® 108 + 128 @ 298 + 67 @
PM 125 + 25 (8 108 + 128 @ 298 + 67 @
PM, 124 + 25 (8 108 + 128 @ 298 + 67 @
PM.; 124 = 25 (8 108 + 128 @ 298 = 66 @
PM, 123 + 24 (8 107 + 127 @ 283 + 61 @
EC (gkg") 07 = 00 (13) 08 = 01 “@ 06 = 01 )
4 HAP (mgkg’) Benzolblfluoanthéne 10 = ol (13) 07 = 01 “) 10 + 02 “
Benzolk|fluoranthéne 06 =+ 01 (13) 05 =+ 01 4) 07 =+ 02 4)
Benzo[alpyréne 18 + 02 (13) 13 = 03 @ 20 = 05 @)
Indénof1,2,3-cd]pyréne 08 = 01 (13) 06 = 01 @ 09 = 02 @
Total 43 + 04 (13) 31 = 04 “ 47 = 06 )
giﬁggge oC 6452 = 194 (13) 5906 + 17,5 4) 6443 = 27,1 4)
(mg.g"rsp)
OM 902,8 + 7,3 (13) 903,3 + 17,6 “4) 961,1 + 6,7 (4)
EC 455 = 41 (13) 698 = 204 @ 203 = 61 @
TC (EC + OC) 690,7 =+ 19,8 (13) 6605 + 269 @ 664,7 =+ 27,8 @
Ions (mg.g" ) cr 92 = 09 (13) 66 + 09 ) 48 = 09 @
NOy 20 = 04 (13) 38 = 10 @ 12+ 01 @
$0;? 141 = 11 (13 86 = 13 @ 64 = 13 @
Na' 21 = 02 (13 14 = 01 @ 06 = 01 @
NH, 10 £ 02 (13 15 = 08 @ 05 = 03 @
K’ 187 = 18 (13 42 + 05 @ 42 + 05 @
Mg 03 = 01 (13) 02 =+ 00 @ 01 = 00 @
Ca* 27 = 09 (13) 14 = 02 @ 08 = 02 @
f?wdsie) méthanesulfonique 70 + 10 (13) 66 + 10 “@ 32 = 11 “@
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Tons (Mg.g"rs»)

Oxalate 10 + o1 13) 10 =+ o1 @ 05 + 01 @
Total - MSA - oxalate 50,1 + 2,5 (13) 27,9 + 21 4) 185 =+ 1,6 4)
Total 581 + 26 13) 355 + 23 @ 222 = 20 @
f;‘:’glw) Anthracéne (Ant) 17,1+ 40 (13) 122 = 67 @) 85 + 04 )
Phénanthréne (Phe) 1057 + 206 13) 740 362 @ 485 + 35 @
Fluoranthéne (Fla) 3171+ 327 (13 2613 + 934 ) 2258 = 208 )
Pyréne (Pyr) 3504 17,2 13) 2739 + 903 “@ 2370 + 290 (4
Benzola]anthracéne (BaA) 1974 + 139 (13) 184,1 + 288 “) 118,9 +  12.2 “)
Chryséne (Chr) 11,0 = 95 13) 1103+ 132 @ 588 + 6,1 “)
Triphényléne (Tri) 683 + 49 13) 482 = 149 @ 364 + 13 “)
Benzolb]fluoranthéne (BbF) 623 + 48 (13) 633 + 7,7 4) 35,2 + 42 “)
Benzo[K]fluoranthéne (BKF) 393+ 29 (13) 397 + 36 “) 233 = 27 )
Benzo[alpyréne (BaP) 1108 = 81 a3 1079 + 96 “ 675 + 80 “
Benzolelpyréne (BeP) 741 + 38 (13) 885 + 86 “ 470 o+ 37 @
Benzolghilpéryléne BghiP) 747 + 54 (13) 726+ 45 @ 465 + 59 @
Indénol1,2,3-cdlpyréne (IP) 497 = 40 (13) 490 = 32 @ 319 + 38 “
%‘;;EZ‘;[ah]amhr“é“c 46 + 04 (13) 40 + 06 @ 54 = 32 @
Coronéne (Cor) 313+ 23 (13) 284 & 43 @ 194 = 21 @
Réténe (Ret) 598 + 99 (13) 447 + 64 @ 258 & 22 @
Total 16737 + 487  (13)  1461,9 + 1407 (4 10360 + 405 (4
HAP méthylés et éﬁgﬁﬁ‘fphthdém <LD 13) <1D @ <1D @
s axgg‘ﬁgl"rém <1D 13 <1D “) <1D “)
féxgzﬁﬁgthr“em 1390 = 174 13) 1036 + 198 “) 125 + 96 @
3{33&%{’3““‘}‘@“ 1464 + 17,7 (13) 1096 =+ 227 @ 1242+ 151 @
éﬁgﬁﬁf’e};énmméﬂe 2187 + 289 (13) 1570 + 343 @ 1738+ 185 @
fﬁgﬁﬁf’e};énmmme 1366 + 201 (13) 997 + 215 @ 121+ 108 @
:i/ /%mézﬁﬁf’e};énanthréne 1374+ 187 (13) 1120 + 225 @ 1130 =+ 130 @
(11133'3552}’%5“““‘“““ 1079 + 41 13) 759 + 153 @ 649 = 109 @
éﬁggﬁg‘wraﬂthéﬂe 1376 + 56 13) 1150 + 199 @ 932 =+ 121 @
o Séxgﬁﬁguoramhénes 2159 + 59 13) 1484 256 @ 1125 + 149 @
1-Méthylpyréne (1MethPyr) 4170 & 146 13) 3391 + 515 @ 2742+ 298 @
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HAP méthylés et

HAF mé 4-Méthylpyréne (4MethPyr) 3635 + 122 (13) 3035 + 348 “@ 2236 =+ 278 “@
(1g-g"rse) Méthylchryseéne/Méthylben
zola]anthracéne 17,5 + 1,0 (13) 19,2 + 2.2 “) 9,1 + 1,2 “)
(MethChr/MethBaA)
?éﬁiﬁ%ﬁrysene 335 + 16 13) 3,1+ 36 @ 179 + 26 “@
Dibenzothiophéne (DBT) <LD (13) <LD “4) <LD “4)
gi‘gﬁi?ggﬁ’é[ﬁ'fgp[ 45bdelT) 21+ 05 13) 16 + 14 “@ 69 + 32 “@
‘ST&ZISLEEL‘SE%E‘EE&]n <LD (13) <D “@ 07 + 10 “@
gT&f;’gﬂgﬁg%g‘[’géT) <1D (13) <LD @ <1D “@
gT&f;’gﬂgﬁgi‘ég‘[’%gm <1D (13) <LD @ <1D “@
gT&fgﬁgg:?g&?{g]%l <1D (13) <LD @ <1D “@
Total 20731 + 515 (13 16157 =+ 90,7 “@ 14385 + 557 (4
Alcanes C11 <LD (13) <LD ) <LD (4)
(ng.g"rse)
c12 <LD (13) <LD “@ <1D “@
13 <LD (13) <LD “@ <1D “@
cl4 <LD (13) <LD “@ <1D “@
c1s <LD (13) <LD “) <1D “@
16 <LD (13) <LD “) <1D “@
c17 <LD (13) <LD “) <1D “@
c1s 41 = 30 (13) <LD “) 113 + 57 “@
19 261+ 29 13) 146 =+ 78 “) 446 = 109 “
€20 257 o+ 32 13) 173 = 29 “) 848 + 134 “
c21 727 + 80 13) 401 = 84 “) 1546 =+ 161 “
c22 556+ 49 13) 508 + 57 “) 1900 + 187 “@
c23 408 =+ 38 13) 3,0 + 60 “) 2248 + 283 “
c24 308 + 30 13 156 + 32 “) 2270 = 396 “
c2s 880 + 97 13 176+ 40 “) 1989 = 445 “
26 279 + 32 13 61 = 1,9 “) 1370 = 361 “
c27 2365 + 266 13 350 = 78 “) 1232 = 293 “
c28 493 = 57 13) 71 o+ 21 “) 664 <+ 168 “@
c29 2456  + 316 13) 347 + 94 “) 741 = 161 “@
€30 450 = 58 13) 117 = 26 “) 329 =+ 74 “@
31 521 = 51 13) 167 + 31 “) 325 + 55 “@
32 36 + 14 13) L5 o+ 13 “@ 47 = 23 “@
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Alcanes €33 L0+ 1,1 (13) <LD (4) <LD (4)
(ng.g"rse)
34 05 + 05 13) 85 = 118 @ <1D )
35 <1D 13) <1D ) <1D )
€36 <1D 13) <1D “) <1D )
37 <1D 13) <1D “) <1D )
38 <1D 13) <1D ) <1D )
39 <1D 13) <1D “@ <1D “)
40 <1D 13) <1D @ <1D “)
Pristane <1D 13) <1D @ <1D “)
Phytane <1D 13) <1D @ <1D “)
Séh?él_ﬁggigﬁ;}}zg’;“mdé' 332 + 38 (13) 139 + 72 @ 210 + 50 @
cPr 31 = 02 (13) L6 = 02 “ L1+ 01 @
Total 10385 + 454 (13 3221 + 246 @ 16278 + 900 @
:‘1‘1';1’;{:3 Trisnorneohopane <LD (13) <LD ) <LD “)
17a(H)-Trisnorhopane <LD (13) <LD “4) <LD “)
17a(H)-21B(H)Norhopane <1D (13) <1D @ 14+ 11 @)
17a(H)-21(H)-Hopane <1D (13) <1D @ 08 + 11 @
Iﬂgﬁ‘g;ﬁ;ﬁg{c"zm <1D (13) <1D @ <1D @)
ll{f)‘:fl]({)iliy;g{c)zzs <1D (13) <LD 4) <LD 4)
éf;ﬁg&iﬂg;{a’ffk <1D (13) <1D @ <1D @
llgfs‘ﬁg;ﬁl‘gga’ffs' <1D (13) <1D @ <1D @
gg%ﬂ;})gggaiz} <1D (13) <1D @ <1D @
%fgfg;éﬁg{p’aizes <1D (13) <1D @ <1D @
Total <LD (13) <LD 4) 21 =+ 1,5 4)
:‘ffg‘_g‘;’gphé“"ls Vanilline 5861 = 430 13 4151 = 2035 @ 3270 = 57,7 “
Syringol 6063 + 1002  (13) 4176 + 1984 (4 2432 242 @
Acétovanillone 3505 + 208 (13) 4561 + 2056 (4 2594 = 417 @
Acide vanillique 5753 & 469 (13 10268 + 2096 (4 4256 = 751 @
4-Méthylsyringol 10537 + 940 13) 6867 + 2147 (4 6372 + 589 @
Coniféraldéhyde 682 + 82 13) 9,1 + 385 @ 215 + 48 @
Guaiacylacétone 8086 + 501 13) 8227 + 2740 (&) 6926 + 1865 (4
Acide homovanillique 59,0 + 3,3 (13) 117,3 + 12,5 “4) 68,3 + 29,1 “4)
4-Propenylsyringol 33097 + 2253  (13) 26491 = 11553 (4 26230 <+ 5464 (&)
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i‘flé‘_fg‘_?:s’l’hém's Acétosyringone 9982 + 77,6 (13) 2182,0 = 4123 (4 9064 = 1349 (@)
Acide syringique 374,7 + 34,0 (13) 791,1 + 87,9 “) 264,7 + 46,7 “)
Sinapylaldéhyde 807,3 + 1152 (13) 1179,7 + 5984 4) 278,5 + 458 4)
Syringylacétone 11739 =+ 799 (13) 2003,0 = 4343 4 1100,1 + 2579 4
Total 10834,4 +  321,7 (13) 12837,4 +  1532,6 4) 7847,5 + 6618 4)
g"n‘;l‘:/"dsj‘::harides Galactosan 35252 = 2383  (I13) 43055 + 7516 (4 22579 = 2207  (4)
(ng.g"rse)
Lévoglucosan 62099,5 = 3027,7 (13) 57731,7 = 9480,6 4) 55409,5 + 6591,0 4)
Mannosan 3562,7 + 1920 (13) 44734 = 8596 4) 2458,9 + 3699 4)
Total 69187,4 + 3043,1 (13) 66510,7 + 9549,2 4) 60126,3 + 66050 (4)
Autres COmposés , .aq0] <LD (13) <LD ) <LD )
organiques
(mg.g"rs)
m-crésol <LD (13) <LD “) <LD “)
p-crésol <LD (13) <LD “) <LD “)
3-Méthylcatéchol 22458 += 186,5 (13) 16556 = 5464 4) 2460,5 + 650,0 4)
4-Méthylcatéchol 966,0 =+ 1220 (13) 8354 = 4145 4) 961,3 =+ 1852 4)
Arabitol 3080 + 249 (13) 3799 =+ 60,1 4 2780 + 45,1 4
4-Nitrocatéchol <LD (13) <LD 4) <LD 4)
3-Méthyl-5-nitrocatéchol <LD (13) <LD “4) <LD “4)
3-Méthyl-6-nitrocatéchol <LD (13) <LD “4) <LD “4)
4-Méthyl-5-nitrocatéchol <LD (13) <LD “4) <LD “4)
Glucose 2744 = 232 (13) 2050 =+ 64,1 4 1229 = 52,0 4
Mannitol 230,5 =+ 175 (13) 221,3 = 46,7 4 213,5 + 164 4
Sorbitol <LD (13) <LD 4) <LD 4)
4-Nitroguaiacol <LD (13) <LD “) <LD “)
Cholestérol <LD (13) <LD 4) <LD 4)
Total 3997,7 + 2262 (13) 3297,2 + 6930 4) 4036,3 *+ 6796 4)
Total des composés caractérisés (mg.g*s») 147,0 =+ 4,1 (13) 121,5 =+ 10,0 4) 98,3 =+ 7,0 4)
Total des composés organiques caractévisés 96,8 =+ 32 (13) 93,7 + 97 @ 798 + 68 @

(mg.g'se)

a PN . . N b, .o .. _
Moyenne calculée a partir des N essais de briilages, ~Variabilité expérimentale : &,

= iﬁ X t avec o représentant I'écart-type, N le nombre d’essais de briilages
N

et t le coefficient multiplicatif de Student correspondant a N-1 degrés de liberté pour un intervalle de confiance a 68,8 %, nombre N d'essais de brilages.
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Annexes

Tableau A2. Détail des réponses mesurées pour chaque essai du plan d’expériences, selon les
conditions présentées en section expérimentale.

Réponses (mg.kg")

Réponses (mg.kg™")

Sarments Souches Sarments Souches
Ordre Rsv Vf Rsv Vf Ordre Rsv \%i Rsv \%3
standard standard
1 699 404 465 893 25 998 631 981 1686
2 1276 316 780 1259 26 2531 639 1562 1828
3 154 247 513 651 27 1226 533 1007 1298
4 2073 940 2175 2808 28 3196 1561 2332 3238
5 369 228 397 805 29 1172 424 808 1080
6 1621 827 1300 1979 30 2133 1002 2095 3164
7 839 542 559 1009 31 1780 1075 1584 2541
8 1430 500 868 1378 32 2549 851 2085 2499
9 522 194 332 535 33 1283 477 1054 1966
10 1771 882 1288 1993 34 1328 555 1340 1899
11 972 468 589 968 35 1427 522 1447 2376
12 1531 402 952 1298 36 1605 567 1117 2141
13 318 289 396 893 37 141 96 577 911
14 1406 449 1147 1453 38 3151 863 1516 2585
15 511 199 440 799 39 1499 653 1348 2104
16 1859 991 1369 2226 40 1273 500 1362 2199
17 853 445 635 1062 41 1214 337 871 1307
18 3001 1215 1863 2756 42 1196 537 1734 2445
19 1531 1138 1375 2047 43 664 381 741 1359
20 2663 581 1808 2017 44 1807 634 1199 2029
21 1116 674 1072 1776 45 76 <LD 126 <LD
22 2590 518 1769 2594 46 1745 402 1512 1288
23 1572 565 1126 1557 47 1815 1256 1652 3353
24 2925 1245 2349 2974 48 1169 467 765 1183
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Figure A4. Diagrammes de surface de réponses des masses de (E)-resvératrol (Rsv) extraites a partir
de sarments (mg.kg*) en fonction des niveaux des principaux paramétres d’extraction.

246



Annexes

2000 5000
B )
1000
-E 1000 “;é
= g
St el
> >
2000 2000
1000 E 1000 E’
g £
S S
> >

2000

1000

VI (mg.kg?)
Vi (mg.kg?)

Gy, -1
Qa"lloln éb) -2
e

Vf (mg.kg?)
[ I R S B |
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

Figure A5. Diagrammes de surface de réponses des masses de (E)-c-viniférine (Vf) extraites a partir
de sarments (mg.kg*) en fonction des niveaux des principaux paramétres d’extraction.
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Figure A6. Diagrammes de surface de réponses des masses de (E)-resvératrol (Rsv) extraites a partir
de souches de vigne (mg.kg') en fonction des niveaux des principaux paramétres d’extraction.
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Figure A7. Exemples de microplaques obtenues pour les essais contre Botrytis cinerea.
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Résumé

Le secteur agricole est actuellement marqué par d’'importants changements dont le but est d’abaisser son empreinte
environnementale. Entre autres, la pratique du brllage a l'air libre des coproduits agricoles, est de plus en plus
prohibée, en faveur de la mise en place de voies de valorisation de cette biomasse. Ces travaux de thése ont été
menés dans le cadre du projet VITIVALO dont les objectifs sont d’évaluer I'impact du brllage a l'air libre des
coproduits viticoles sur la qualité de I'air du territoire des Pays de Savoie en France et de proposer des alternatives
a cette pratique. Dans un premier temps, les émissions particulaires et gazeuses du brllage a I'air libre des
sarments, des souches de vigne et des écarts de tri paraffinés de pépiniéres viticoles ont été estimées et
caractérisées chimiquement a partir d’échantillonnages réalisés sur le terrain. Un inventaire des gisements des
coproduits correspondants a également permis de quantifier les émissions générées par cette pratique sur
I'ensemble du territoire. Dans un second temps, la valorisation chimique de la biomasse viticole a été envisagée
comme alternative au brllage a l'air libre. Ainsi, les teneurs en deux composés a haute-valeur ajoutée, le (E)-
resvératrol (Rsv) et la (E)-e-viniférine (Vf), ont été mesurées dans les coproduits viticoles les plus représentatifs
des Pays de Savoie. De plus, plusieurs facteurs influencant les teneurs en Rsv et en Vf ont été mis en évidence et
les conditions d’extraction des deux composés ont été optimisées. Enfin, les propriétés antifongiques des extraits
de sarments et de souches de vignes savoyardes, ont été explorées sur Plasmopara viticola et Botrytis cinerea, les
deux pathogénes responsables de deux des maladies les plus courantes chez la vigne : le mildiou et la pourriture
grise respectivement. Ces résultats, prometteurs, sont une premiére étape vers le développement de produits
phytosanitaires formulés a partir d’extraits de sarments et de souches de vigne des Pays de Savoie.

Mots clés : éco-extraction, stilbénes, valorisation de biomasse, brllage a I'air libre, facteurs d’émissions, coproduits
viticoles.

Abstract

The agricultural sector is currently undergoing major changes to lower its environmental footprint. Then, some
practices, such as the open-air burning of agricultural by-products, are increasingly prohibited in favor of the
establishment of valorization ways of this biomass. This thesis work is a part of the VITIVALO project which aims
to evaluate the impact of viticultural by-products open-air burning on the air quality of Pays des Savoie territory in
France and to propose alternatives to this practice. Then, the particulate and gaseous emissions of open-air burning
of grape canes, grapevine stocks and waxed defective plants of grapevine nurseries were estimated and chemically
characterized thanks to fields samplings. An inventory of corresponding by-products deposits burned allowed to
guantify the emissions generated by this practice on the territory. In a second part, the chemical valorization of
grapevine biomass was considered as an alternative to the open-air burning. Thus, the contents of two compounds
with high added-value, (E)-resveratrol (Rsv) and (E)-e-viniferin (Vf), were measured in the most representative
viticultural by-products of the Pays de Savoie. Moreover, several factors impacting tRsv and Vf contents were
highlighted and extraction yields of these compounds were optimized. Finally, the antifungal properties of the
extracts of grape canes and grapevine stocks of Savoyard vine varieties were investigated on Plasmopara viticola
and Botrytis cinerea, the two pathogens responsible for two of the most common diseases in grapevine: the downy
mildew and gray mold, respectively. These promising results are the first step of the development of phytosanitary
products formulated from Savoyard grape canes and grapevine stocks extracts.

Keywords: eco-extraction, stilbenes, biomass valorization, open-air burning, emissions factors, viticultural by-
products.
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