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Etudes précédentes

Une étude préliminaire menée au LERMAB en collaboration avec ’'UNGDA avait pour
objectif de trouver une utilisation possible aux coproduits de la filiere vitivinicole, plus
particulierement les marcs de raisin, produits en grandes quantités.

Une méthode d’extraction des tanins condensés contenus dans les marcs a €té mise au point
selon un procédé respectueux de 1’environnement. Ainsi, des extraits riches en tanins ont été
isolés. Un premier panneau de particules dont 1’adhésif était principalement constitué¢ de
tanins de raisin a été congu (Gambier F., 2011).

Ces résultats ont encouragé ’'UNGDA et LERMAB a continuer leur collaboration, afin
d’optimiser encore plus, le procédé d’extraction, dans le but d’une valorisation des marcs a
I’échelle industrielle. Cet objectif nécessite une optimisation du procédé ainsi qu’une
meilleure compréhension des mécanismes d’extraction et une meilleure connaissance
concernant la composition des extraits isolées
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Liste des abréviations
pH : Potentiel hydrogene
LERMARB : Laboratoire d'Etudes et de Recherche sur le MAtériau Bois
UNGDA : Union Nationale des Groupements de Distillateurs d'Alcool
MPa : Mega pascal
nm : Nanometre
UV : Ultra Violet
B¢ : carbone 13
RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
p-MDI : Polyméthylénediisocyanate, résine commerciale
ppm : Partie par million

HPAEC-PAD : Chromatographique Haute Performance Echangeuse d’Anions
Détection Ampérométrique Pulsée

SEC : Chromatographie d’Exclusion Stérique
THEF : Tetrahydrofuranne

UDM : Union de la distillerie de la méditerranée
DMSO : Diméthylsulfoxyde

DMF : Diméthylformamide
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1. Généralités
1.1 Introduction

L'agriculture génere des quantités importantes de sous-produits qui ne sont généralement pas
intrinsequement dangereux, mais la forte teneur en matiére organique, et le fait que la
production soit concentrée dans une période particuliere de l'année pose des problemes
potentiels de pollution. Ainsi l'utilisation efficace des déchets de I'industrie agro-alimentaire
est d'une grande importance non seulement pour minimiser l'impact environnemental, mais
aussi pour une meilleure rentabilité (Ping et al., 2011).

L'industrie du vin constitue un €élément important de 1'é¢conomie en plusieurs régions du
monde, et la vigne est I'une des plus importantes cultures de fruits, avec plus de 60 millions de
tonnes produites chaque année (FAO STAT base de données).

Le marc de raisin est constitu¢ de peau, de pulpe, de pépins et de rafles et est obtenu apres
pressurage du raisin. Il représente environ 20% en masse du raisin récolté (Laufenberg et al.,
2003). La production annuelle de marc de raisin en France est actuellement d’environ 700 000
tonnes. Les voies de valorisation actuelles des marcs (alimentation animale et fertilisant) ne
sont pas satisfaisantes et posent des problémes économiques et environnementaux. En effet,
les taux élevés de polyphénols (Torres et al., 2002 ; Kammerer et al., 2004) de cette ressource
sont un désavantage pour leur utilisation en alimentation animale et entrainent une inhibition
de la germination des plantes (Morthup et al., 1998).

Le développement et I’utilisation des matieres renouvelables suscitent actuellement un intérét
important. De nombreuses recherches menées sur I’intégration de produits naturels dans les
procédés industriels ont vu le jour. Ce flt le cas notamment dans 1’industrie du panneau de
bois avec un objectif précis de diminuer voire de remplacer intégralement les résines a base de
dérivés pétroliers utilisées actuellement (Pizzi, A, 2006).

Malgré des recherches qui se développent de jour en jour autour de cette thématique de
«colles vertes», les applications industrielles restent peu développées pour plusieurs raisons:
les colits qui doivent défier la rude concurrence de ceux engendrés par 1’utilisation de colles
synthétiques, 1’aspect technique pour obtenir des performances au moins égale a celles
utilisées actuellement (Navarrete Fuentes, 2011), et la disponibilité des matiéres premieres.

1.2 Objectifs de I’étude

Suite a une étude préliminaire réalisée a 1’échelle laboratoire au LERMAB, il a été mis au
point une méthode d’extraction des tanins en vue d’une application « adhésif vert » pour
I’industrie du bois, et plus particulicrement des panneaux de particules. L’utilisation
d’adhésifs verts, notamment a base de tanins condensés, a déja été mise au point pour
certaines écorces d’arbres comme le mimosa ou le quebracho (Gambier, 2011).

Bien que de nombreuses méthodes d'extraction des tanins de matiere végétale puissent étre
employées au laboratoire, les techniques industrielles sont des procédures simples, utilisant de
I'eau en tant que solvant, a température comprise entre 70 °C et 100 °C, généralement en
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présence d'une base (carbonate, bicarbonate) et de sulfite de sodium ou métabisulfite (Pizzi,
2003).
Le but de notre projet est double :

- Optimiser les conditions d’extraction dans 1’optique d’un développement industrie.
= Définir une méthode de suivi chromatographique du procédé d’extraction permettant
de mieux caractériser les extraits.

Dans ce travail, nous nous proposons d’agir sur trois (3) facteurs :

-1° faire varier les proportions de base afin de déterminer les quantités optimales;

-2° remplacer Na,CO; par NaOH, une base plus facilement accessible au niveau industriel;
-3° étudier ’effet de I’ajout d’urée dans le milieu réactionnel.

Les extraits seront ensuite analysés par des techniques utilisées au laboratoire (Temps de gel,
RMN...). Nous nous intéresserons également au développement d’une méthode d’analyse par
Chromatographie d’Exclusion Stérique.

1.3 Organismes

1.3.1 UNGDA

L'Union Nationale des Groupements de Distillateurs d'Alcool a été créée le 10 juillet 1946 par
les professionnels impliqués dans la production d’éthanol agricole par distillation.
Aujourd’hui, ’'UNGDA représente 1’ensemble des producteurs frangais d’éthanol utilisant
comme matieres premieres la betterave, les céréales, des produits viniques ou encore de la
canne a sucre pour les territoires d’outre mer.

L’UNGDA, centre technique de la profession, est impliquée dans les programmes de R&D
stratégiques pour la filicre sous le contrdle d’un Conseil Scientifique et d’un Comité de
Pilotage. Une activité de controle des produits sortant des distilleries ou contenant de
I’éthanol est également réalisée en routine par le laboratoire.

Enfin, des missions de services (études, conseils, formation, Kamoran...) sont réalisées aupres
de la profession mais également avec ses clients et ce dans le monde entier.

L’UNGDA est également I’interface de la profession aupres des instances administratives
frangaises ou européennes pour tous les problémes d’ordre technique, sécuritaire,
réglementaire ou normatif liés a I’éthanol.

1.3.2 LERMAB

Créé en 1993, le LERMAB EA4370 est un laboratoire pluridisciplinaire localisé¢ en partie a la
Faculté des Sciences et Techniques a Vandoeuvres en partie & L’Ecole Nationale Supérieure
des Technologies et Industries du Bois (ENSTIB) a Epinal. Misant sur une approche cognitive
basée sur des compétences scientifiques dans des domaines tres variés tels que la biologie, la
chimie, la physicochimie, la physique, le génie des procédés, la mécanique ou le génie civil,
le laboratoire développe des recherches fondamentales et appliquées en relation avec le bois et
les fibres naturelles impliquant de considérer le matériau de 1’échelle macroscopique jusqu’au
niveau moléculaire. De par son positionnement particulier 1i¢ a la nature de son objet d’étude,
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le laboratoire joue un réle privilégié d’interface entre la recherche et les industries de la filiere
bois au travers de collaborations avec différents centres de transfert technologique.

D’une manicre générale, les recherches menées au laboratoire ont pour but de développer
I’utilisation de la ressource lignocellulosique en tant que matériau d’une part, et en tant que
source de matieres premicres pour des applications dans les domaines de la chimie et de
I’énergie au travers du développement d’écoproduits ou procédés s’inscrivant dans une
démarche de développement durable, d’autre part.

Le laboratoire compte un peu plus d’une quarantaine de permanents dont une trentaine
d’enseignants-chercheurs et une trentaine d’étudiants en moyenne, selon les années inscrits en
Master ou Doctorat. Il joue un role important tant au niveau de la formation par la recherche,
qu’au niveau de la formation initiale en participant activement aux enseignements dans le
domaine du bois dispensés a I’ENSTIB ou dans le cadre de la spécialité Bois Fibres Energie
Environnement (BF2E) du master FAGE. L’implication du laboratoire est également
importante dans des disciplines plus traditionnelles comme la chimie, la chimie physique ou
le génie des procédés au niveau Licence comme au niveau Master.

Ce stage s’est déroulé dans les locaux du groupe « valorisation chimique de la biomasse » de
I’axe de recherche Matériau dirigé par le professeur Nicolas Brosse au sein de la Faculté des
Sciences et Technologies de Vandceuvre-lés-Nancy. Les travaux menés par ce groupe de
recherche visent a la valorisation des ressources lignocellulosiques a travers la notion de
bioraffinerie. Le but est donc de trouver des procédés de fractionnement des composants de la
biomasse pour pouvoir la valoriser dans son ensemble. Ces recherches font appel a des
notions dans les domaines de 1’énergie, des matériaux, de 1’agro-alimentaire, de la chimie ou
de la biochimie.

1.4 Rappels bibliographiques

Les tanins de marc de raisin sont principalement composés de proanthocyanidines ou tanins
catéchiques. Ce sont des composés formés a partir d’unités monomériques ou polymériques
de flavan-3-ols (figure 1) (Haslam, 1980 ; Escribo-Bailon et al., 1992).

Les proanthocyanidines sont composées d’unités procyanidine et prodelphinidine qui sont
reliées entre elles par une liaison C4-C8 (Pizzi, 1993, voir figure 1). Ce contenu
polyphénolique élevé constitue un inconvénient pour une utilisation des marcs comme
aliments pour animaux. Ils pose des problémes de pollution potentielle lorsque il est utilisé
comme engrais pour le sol (Morthup et al., 1998).

R=H : procyanidine ; R=0OH : prodelphinidine
Figure 1 : Structure chimique de proanthocyanidines
(Pizzi, 1993).
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Les colles de bois issues de tanins condensés-formaldéhyde ont été utilisées industriellement
depuis les années 1970, pour le collage du bois intérieur et extérieur tels que les panneaux de
particules et de contreplaqué (Pizzi, 2003). Elles sont obtenues par durcissement des
polymeres flavonoides par polycondensation avec le formaldéhyde impliquant leurs cycles
réactifs comme le montre la figure 2.

Ainsi, 1l a ¢été démontré que les tanins condensés sont a la fois chimiquement et
économiquement intéressants pour la préparation d'adhésifs. Ils peuvent étre correctement
utilisés en tant que substituts pour le phénol dans la production de résines. Les tanins
condensés utilisés dans les études précédentes sont généralement extraits de 1'écorce de divers
arbres comme le mimosa, le quebracho ou le pin (Panamgama, 2007).

Les techniques industrielles d’extraction sont des procédés simples, utilisant de I'eau comme
solvant, a une température comprise entre 70 °C et 100 °C, généralement en présence d'une
base (carbonate, bicarbonate) et de sulfite de sodium ou métabisulfite (Tondi and Pizzi., 2009;
Lei et al., 2008; Pichelin et al., 2006, Pizzi, 2003).

OH OH
~OH HO S M OH
‘R B o OH HO 0 <
2
- HO™ CH; “OH
OH OH

R=H : procyanidine ; R=0OH : prodelphinidine
Figure 2 : Structure chimique de proanthocyanidines et sa réaction avec le formaldéhyde.
(Ping et al., 2011).

A chaud, et en présence d’acides minéraux forts, les tanins sont susceptibles de réagir de deux
manieres différentes :

= Une réaction de dégradation des polyméres qui méne a la formation de catéchine et
d’anthocyanidines (Navarrete Fuentes, 2011).

—-> Une condensation résultant de 1’hydrolyse des hétérocycles (liaisons p-
hydroxybenzyléther). Les ions p-hydroxybenzylcarbonium créés se condensent alors
avec les sites nucléophiles d’autres unités de tanin pour former les phlobaphenes
(Navarrete Fuentes, 2011).

Le rendement du tanin de pin extrait pour une utilisation comme adhésif pour le bois peut étre
considérablement augmenté en réduisant au minimum [’autocondensation des tanins en
phlobaphenes ce par 1’addition de petites quantités d'un nucléophile (figure 3) l'urée (Sealy-
Fisher et Pizzi., 1992).
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Figure 3: a - Mécanisme de clivage de la liaison du tanin de pin inter-flavonoide dans
l'acide et du blocage de la réaction de I’autocondensation du tanin de phloroglucinol ou de
résorcinol.

b - Mécanisme suggéré de [’action de ['urée dans le blocage dans la forme de carbocation

par le clivage de liaisons inter-flavonoide et de son blocage de I’autocondensation de tannin.
(Sealy-Fisher et Pizzi., 1992).

En autre, la sulfitation des tanins est I'une des réactions les plus anciennes et les plus utiles en
chimie des flavonoides et peut étre particulierement utile dans la préparation des adhésifs a
base de tanin. La sulfitation offre généralement une viscosité¢ des tanins plus faible et
augmente la solubilité (Pizzi, 1989).

Les deux effets sont dus aux quatre (4) facteurs ci-dessous décrits.

- L'élimination du groupe éther étherocyclic, qui est hydrofuge. En effet, les solutions
de tanins extraits dans I’eau ne sont pas de vraies solutions, mais des suspensions
hydrocolloides.

-  L'introduction d'un groupe sulfonique et un autre groupe hydroxyle, tous deux
hydrophiles.

- La diminution de rigidit¢é de polymeére, et une liaison hydrogéne intermoléculaire
obtenue par l'ouverture de I'hétérocycle.

-  Hydrolyse acide des gommes hydrocolloides et de la liaison entre des motifs

flavonoides.

Les études antérieures effectuées au LERMAB a partir de marcs de raisin ont démontré que
I’utilisation d’ions sulfites pouvait permettre d’une part d’augmenter les rendements
d’extraction et d’autre part, d’améliorer les propriétés adhésives des extraits de tanins. Les
conditions réactionnelles retenues étaient de 2.5% Na,CO3, 2.5% Na,SOs.
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De nombreuses méthodes chromatographiques ont été décrites dans la littérature pour
analyser les proanthocyanidines (Nonier et al., 2004). La méthode d’HPLC phase normale et
en phase inverse peut étre utilisée pour séparer les proanthocyanidines. Cependant, ces
méthodes sont limitées dans leur capacité¢ a fournir toutes les informations concernant les
distributions de masses moléculaires.

La Chromatographie d'Exclusion Stérique (SEC) est la méthode couramment employée pour
déterminer la masse moléculaire des polyméres (Nonier et al., 2004);

Cependant, la présence de groupes hydroxyles dans les molécules de tanin peut favoriser les
interactions par adsorption sur le gel de la phase stationnaire ou la formation de liaisons
intermoléculaires par liaison hydrogene, ce qui conduirait a I'estimation incorrecte de la masse
moléculaire (Nonier et al., 2004). Ces phénomenes peuvent étre minimisés par l'utilisation de
phases mobiles tres polaires, telles que le diméthylsulfoxyde (DMSO), diméthylformamide
(DMF), ou le tétrahydrofuranne (THF). Une autre procédure consiste a protéger les groupes
hydroxyles en tant que dérivés acétylés, dérivés méthylés ou dérivés silylés. L’utilisation
simultanée d'un ¢luant tel que le THF et de tanins acétylés donne de meilleurs résultats pour
I’¢tude des distributions de masses moléculaires des tanins et d'autres biopolymeres (Cadahia
et al., 1996).

Dans le cadre du présent travail, des expériences ont été menées, afin d’analyser 1’influence
des concentrations des réactifs et des variations de pH ainsi que I’ajout de I'urée sur le taux

d’extraction des tanins.

Les extraits obtenus ont notamment été analysés par Chromatographie d’Exclusion Stérique.

v



2 Matériels et méthodes

Dans un premier temps, suite a la mise au point des différentes conditions d’extraction des
tanins, nous avons procédé¢ a la séparation des tanins a partir des marcs de raisin puis dans un
second temps nous avons caractéris€ les tanins par différentes techniques expérimentales
telles que la spectrométrie ultra violet (UV), la résonance magnétique nucléaire du carbone
13, le dosage des sucres par (HPAEC-PAD), et enfin D’analyse des tanins par
Chromatographie d’Exclusion Stérique.

2.1 Matiere premiere
Trois types de marcs on été utilisés :

Des marcs de raisins provenant de la vendange de 1’année 2011, fournis par la distillerie
vinicole du Blayais, située dans le Bordelais en Gironde. Issus du vin rouge, les marcs sont
frais, non broyés, avec une humidité d’environ 70 %, composés d’un mélange de cépages.

Les marcs de raisins provenant de la vendange de I’année 2011 également, fournis par la
distillerie vinicole « UDM - Union de la Distillerie de la Méditerranéey, située a Vauvert dans
le département du Gard. Issus du vin rouge, les marcs sont secs et broyés, avec une humidité
d’environ 10 %.

Et enfin, les marcs de raisins provenant de la vendange de 1’année 2010, fournis par la
distillerie Jean Goyard, située a Ay dans le département de la Marne. Issus du vin blanc, les
marcs sont secs et broy¢s, avec une humidité d’environ 8 %.

2.2 Extraction des Tanins
On a utilis¢ dans cette partie d’étude, des marcs de raisins fournis par la distillerie Blayais

(figure 4). L’¢étude a été menée sur un seul type de marc pour éviter les variations dues aux
différences d’humidité, de masse seéche, et de caractéristiques de biomasse.

Figure 4 : Marcs de raisin frais et apres lyophilisation.

La figure 5 montre le procédé d’extraction des tanins étudiés : on a utilisé¢ de 1’hydroxyde de

sodium (NaOH), du sulfite de sodium (Na,;SOs3), du bisulfite de sodium (NaHSO3), et du




carbonate de sodium (Na,CO3) comme réactifs, selon les conditions données dans le tableau

2. Pour certains essais de I’urée a été ajoutée (voir tableau 2).

~ ~

Figure 5 : Schéma du procédé d’extraction des tanins de marc de raisin

Dans un ballon de 2 L, on introduit 150 g de marc de raisin, puis une solution aqueuse
contenant les réactifs d’extraction dont le volume d’eau est égal a 6 fois le volume de marc
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utilisé calculé sur la masse séche; la solution est mise dans un bain marie chauffé a 80 °C avec
agitation pendant 4 heures.

On procede ensuite a la séparation et la filtration qui se fait a I’aide d’un Biichner sous vide.
On a utilisé un entonnoir de Biichner avec une rondelle de papier filtre et une fiole a vide
reliée a une source de vide. On obtient alors un filtrat liquide noir rougeatre et un résidu
solide.

La fraction liquide récupérée est ensuite concentrée a 1’aide d’un évaporateur rotatif a une
température de 60 °C.

Deux procédés ont été adoptés pour le conditionnement du filtrat :

- 1°/la fraction liquide a été congelée a 1’azote liquide et lyophilisée (1’eau est sublimée
a basse température et trés basse pression) a I’aide du lyophilisateur présenté sur la
figure 6; une poudre de tanins a donc été obtenue, plus facile a utiliser pour les
analyses et conservable sans variation des propriétés.

Le rendement de 1’extraction a été calculé avec la formule :

Rendement = (masse lyophilisée / masse de marc sec) * 100

Figure 6 : Lyophilisateur.

- 2°/ Concentration a 30 % de la fraction liquide au niveau de 1’évaporateur rotatif.
L’avantage de cette technique est le gain de temps permettant de faire les analyses de
temps de gel et I’analyse des tanins par SEC en phase aqueuse sans rajout d’eau.

Rendement = (Masse seche*Masse totale/Masse de marc initial) * 100
2.3 Lignine de Klason

0,175 g de matiere a analyser (calculée sur masse séche) a été traitée avec 1,5 mL d’acide
sulfurique a 72 % pendant une heure dans un bain a 30 °C afin d’hydrolyser totalement les
polysaccharides. Le mélange a ensuite ét¢ dilu¢ jusqu'a une concentration en acide de 3 %
(par ajout d’eau distillée) afin de précipiter les composés insolubles (polyphénols). Cette
réaction a eu lieu dans un autoclave porté a 121 °C et 1,5 bar pendant une heure.




Les échantillons ont été refroidis a I’aide d’eau fraiche puis filtrés. Une fraction solide et une
fraction liquide ont alors été obtenues :

La fraction solide donne le taux de lignine de Klason, calculé en pourcentage de maticre
séche. Pour cela, la fraction solide est pesée aprés une nuit passée a 1’étuve a 105 °C. Cette
fraction contient les composés qui ne sont pas dissous avec une attaque acide (comme les
tanins). Il n’est pas judicieux d’utiliser cette méthode pour déterminer le taux de tanins de nos
¢chantillons, d’autres composés phénoliques ou non phénoliques (protéines, inorganiques)
pouvant €tre présents.

La fraction liquide contient les sucres hydrolysés sous forme de monomeres. Elle renseigne
donc le taux de polysaccharides (cellulose, hémicelluloses et pectines) contenu dans la
matiere via analyse de ces monomeres par chromatographie ionique (figure 7).

Figure 7 : Chromatographe ionique.

2.4 Temps de gel

Le temps de gel est défini comme I’intervalle de temps entre I’introduction du catalyseur dans
un adhésif liquide et la formation d’un gel. La solution de base de I’adhésif (une solution
aqueuse a 30 % de tanin en masse) a été placée dans un tube a essai. Apres ajout de 5 % de
paraformaldéhyde par rapport a la masse de tanin, ce tube a été maintenu dans un bain d’eau a
une température de 100 °C et le mélange a été agité de maniére réguliére a I’aide d’un fil
torsadé¢ (figure 8). Le temps de gel représente le temps nécessaire pour coller a compter du
moment ou I’ensemble a été placé dans le bain.

Cette analyse se fait a pH donné, celui-ci peut étre ajusté afin d’optimiser le temps de gel. 11
est ajusté a I’aide d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 33 % et d’acide chlorhydrique (HCI) a
4M.




Figure 8 : Fil utilisé pour la mesure du temps de gel.

Pour chaque série, deux essais ont été effectués. Le but de 1’étude était d’obtenir un temps de
gel de moins de 300 secondes.

2.5 Spectrophotométrie Ultraviolet (UV)

Une courbe standard a été préparée a partir d’une série de solutions de tanin de marc de raisin
de concentrations connues a l’aide d’un Varian 2550 UV-vis de numérisation
spectrophotométre (Figure 9). Cette méthode a été étendue afin de déterminer la teneur en
matiere polyphénolique des tanins extraits obéissant a la loi de Beer-Lambert. Dans une cuve
en quartz de 1 cm de largueur, on introduit environ 1 ml de la solution de tanin a analyser (0,5
mg d’extrait de tanin brute dilué¢ dans 10 ml d’eau distillée), aprés quelques minutes
l'absorbance est lue a une longueur d’onde a 280 nm au spectrophotométre UV-visible 2550.

280

y=10,983x
R?=0,9988

——280

——Linéaire (280)

Figure 9 : Courbe étalon avec la catéchine hydrate




2.6 Dosage des Sucres par : HPAEC-PAD analyses

Les sucres sont dosés et identifiés par HPAEC-PAD. Les analyses sont effectuées sur une
chaine chromatographique du type DIONEX ICS-3000 équipée de colonne Carboparc PA20
DIONEX. (3x150 mm) avec une colonne de garde (3x50mm) comme phase stationnaire
permettant de séparer et d’identifier les sucres selon leurs tailles. La phase mobile est préparée
par dilution d’une solution NaOH 46-48 % dans I’eau ultra-pure.

Monosaccharides et acides uroniques sont séparés respectivement en utilisant des conditions
isocratiques et un gradient d’¢lution linéaire.

Tous les ¢luants ont ét¢ dégazés avant utilisation a I’hélium pendant 20 minutes, ils ont
ensuite ét¢ maintenus sous une pression constante d’hélium (éluant module de dégazage,
DIONEX). La colonne a ¢été lavée avant le dosage pendant 10 min avec 250 mM de NaOH
dans le but de rééquilibrer le systeme de dosage.

Les échantillons ont été injectés dans une boucle complete de 25 pL et les séparations ont été
effectuées a 35 °C a une vitesse de 0.4 mL/min. La séquence d'impulsions pour la détection
ampeérométrique pulsée est composée d'un potentiel de +100 mV (0-200ms), +100 mV (200-
400 ms), -2000mV (410-420 ms), + 600 mV (430ms), et -100mV (440 -500ms).

Les étalons sont le thamnose, le galactose, 1’arabinose, le glucose, le mannose, le xylose,
I’acide galacturonique et 1’acide glucuronique.

2.7 Spectre BC-RMN

Me¢éthode utile pour déterminer la structure des composés, la spectroscopie de Résonance
Magnétique Nucléaire (figure 10) permet de préciser la formule développée, la stéréochimie
et dans certains cas la conformation du compos¢ étudi¢ (Navarrete Fuentes, 2011).

La RMN tire des informations de 1’interaction qui nait entre les noyaux des atomes et certains
¢léments présents dans I’échantillon étudié et le champ magnétique intense et constant,
produit par un aimant, auquel on le soumet. Le document de base fourni par tous les appareils
est le spectre RMN.

Le spectre RMN correspond a I’absorption par certains atomes de 1’échantillon, de certaines
des fréquences présentes dans la source électromagnétique. L’interprétation de ces signaux
(position, aspect, intensité) conduit & un ensemble d’informations d’ou I’on déduit des détails
de structure concernant 1’échantillon. Ces essais peuvent étre effectués en phase liquide ou
solide (Navarrete Fuentes, 2011).

Les spectres de RMN ont été réalisés sur un appareil Bruker 300 a une fréquence de 300 MHz
au service commun de RMN a I’Université de Nancy 1. Environ 1 (g) de tanins sont versés
dans un tube a essais additionnées de 0,5 ml de 1’eau lourde, Deutérium oxyde (D,0). On a
utilisé un échantillon de tanin issu de marcs de Blayais pour les analyses.




Vue en coupe

(b)

Figure 10 : Appareil (4) et Schéma de RMN (B).
(Navarrete Fuentes, 2011).

2.8 Analyse des Tanins par Chromatographie d’Exclusion
Stérique aprés I’acétylation en solvant organique (THF)

Les échantillons de tanins lyophilisés ont été acétylés (5-10 mg) dans un mélange pyridine -
l'anhydride acétique (1:1, 2 ml) pendant une nuit & température ambiante. Le précipité obtenu
en versant ce mélange dans de 1'eau distillée a été récupéré par filtration sous vide ou, pour les
¢chantillons pour lesquels aucun précipité n'était visible, par trois extractions successives avec
du diéthyle éther suivies d’une filtration.

L’analyse, en utilisant un solvant organique (THF) comme phase mobile a été envisagée apres
I’acétylation, (2-5 mg/mL) ont été ajoutés a chaque échantillon pour les analyser par
Chromatographie d’Exclusion Stérique de type (UltiMate 3000, Dionex) qui contient
différents modules :

Une pompe isocratique qui assure le débit et la pression. Des passeurs d’échantillons qui
garantissent des injections fiables, précises et exactes, les échantillons sont dissous dans
20mg/ml de solvant et le débit a été fixé a Iml/min). Un four a colonne formé d’une colonne
de garde et deux colonnes P4000 et P3000 (Polysep-GFC-P). Pendant 1’analyse la température
du four a colonne était fixé a 40 °C. Et enfin, des détecteurs qui sont disponibles pour la
détection d’une large gamme de composés, en UV 280 nm; et en indice de réfraction
(IOTA2).

Pour I’exploitation des données, le logiciel Chromeleon version 6.8 (Dionex corp, USA) a été
utilisé, une courbe d’étalon a été réalisée avec 1,5 ml de THF ajouté¢ a 4 a 5 mg de
polystyréne. Le mélange a ensuite été soumis a ultra sons pendant 5 min a 4000 RPM, a partir
de 5 poids moléculaires différents de : PS162, PS820, PS1920, PS3700, PS8620.




3 Résultats et discussion

3.1 Composition

La composition chimique des marcs utilisés dans cette étude a ét¢ définie en utilisant les
méthodes utilisées au laboratoire (Lignine de Klason, Dosage des sucres). Deux échantillons
de marcs issus de 3 distilleries (Blayais, Goyard et UDM) ont été analysés. Le tableau 1
donné ci-dessous présente les résultats des analyses

BLA:NS 41,86 0,2 0,57 0,71 7,14 3,05 1,17 1,26 0,18
BLA:NS 44,27 0,1 0,44 0,6 6,03 2,23 1,03 0,97 0,15
GO\;ARD 54,34 0,43 1,01 1,46 14,09 3,19 1,13 3,40 0,3
GOYZARD 56,34 0,42 1,04 1,48 14,25 3,43 1,13 3,37 0,3

Tableau 1 : Taux de Lignine de Klason et des sucres des trois types de marc (Blayais,
Goyard, et UDM)

La fraction de lignine de Klason représente le taux en composés insolubles dans 1’acide, elle
contient les tanins condensés ainsi qu’une grande quantité d’autres polyphénols, les protéines
et les composés inorganiques.

On note que, la reproductibilité¢ pour une méme distillerie est assez bonne, avec de faibles
¢carts obtenus. Par contre, on observe des différences assez importantes entre les distilleries.

On remarque que pour les tanins de Blayais (marcs frais et non broyés avec une humidité de
50 %), il n’y a pas uniquement des lignines de Klason et des sucres (taux de lignine de Klason
+ I’ensemble des sucres identifiés < 100 % de masse totale). Cela peut s’expliquer par la forte
présence des polyphénoles, des extractibles ou encore des huiles qui ne sont pas identifiables
par notre technique d’analyse.

Le taux de lignine de Klason présente dans les marcs de Goyard et d’UDM est presque
similaire de 1’ordre de (54+2 %), par contre, elle est beaucoup plus faible dans les marcs de
Blayais avec (41£3 %).

Le taux de lignine de Klason assez faible au niveau des marcs de Blayais, peut s’expliquer par
une extraction des polyphénols et des tanins plus importante en amont au cours de la




vinification. En effet, les marcs traités dans la distillerie du Blayais proviennent
essentiellement du vignoble bordelais qui produit des vins rouges plus tanniques.

Les teneurs en sucres dans les marcs de Blayais sont assez faibles, et représentent (11,50+3%)
d’extrait de tanins. Les glucanes (issus essentiellement de la cellulose) sont majoritaires (61
%). On observe également une teneur importante en xylane (hémicelluloses) et en acide
galacturonique, et acide glucuronique due a la présence de pectines.

Les taux de cellulose et d’hémicelluloses sont quant a eux remarquablement plus importants
au niveau des marcs de Goyard et UDM, de I’ordre de 21 % avec toujours, les glucanes
majoritaires (12£2 %). Cette composition est en accord avec les travaux précédents (Gambier,
2011).

La faible teneur en sucres au niveau du marc de Blayais peut s’expliquer par une hydrolyse
partielle plus importante des polysaccharides durant les étapes de vinification.

3.2 Extraction des tanins

L’extraction des tanins a été étudiée en se basant sur les conditions préalablement définies au
laboratoire a partir des marcs issus de la distillerie du Blayais. Nous nous sommes intéressés a
faire varier la nature de la base (NaOH ou Na,COs), le pH d’extraction, et la présence ou non
d’urée.

Le tableau 2 donné ci-dessous rassemble les conditions utilisées ainsi que les rendements
d’extraction et les temps de gel des extraits.

Ratio 1:6 masse seche : Eau MS = 0,61 %

1 2 % NaHSOs (3 g) 20's
pH 8 /NaOH (0,33 gr - 0,22 %) Rendement = 2,32 %
Ratio 1:6 masse séche : Eau MS = 0,69 %

2 2 % NaHSOs (3 g) 15s
pH 8 / Na,CO; (0,78 g - 0,52 %) Rendement = 2,39 %
Ratio 1:6 masse seéche : Eau + 2 % d’Urée MS = 0,86 % Pas de temps

3 2 % NaHSOs3 (3 g) de gel
pH 8 / NaOH (0,28 g - 0,18 %) Rendement = 2,69 %
Ratio 1:6 masse seéche : Eau + 2 % d’Urée MS= 1,1 %

4 Base : 2 % NaHSO; (3 g) 12s
pH 8 / Na,CO; (0,78 g - 0,52 %) Rendement = 3,25 %
Ratio 1:6 masse séche : Eau MS = 0,77 %

5 2 % NaHSO3 (3 g) 10s
pH 11,44 / NaOH (0,5 g - 0,33 %) Rendement = 2,58 %
Ratio 1:6 masse séche : Eau MS = 2,36 %

6 2 % NaHSO; (3 g) 9s
pH 10 / Na,COs (9,5 g - 14,25 %) Rendement = 8,18 %




Ratio 1:6 masse séche : Eau MS = 0,76 %
7 2 % NaHSOs (3 g) 8s
pH 10 / NaOH (0,4 g - 0,6 %) Rendement =2,12 %
Ratio 1 :6 masse séche : Eau MS = 0,88 %
8 2 % NaHSO; (3 g) 6s
pH 9,16 / Na,COs (1,1 g - 1,65 %) Rendement =2,76 %
Ratio 1:6 masse séche : Eau + 2 % d’Urée MS = 1,04 % Pas de temps
9 2 % NaHSOs3 (3 g) de gel
pH 11 /NaOH (0,7 g - 1,05 %) Rendement = 3,69 %
Ratio 1:6 masse séche : Eau + 2 % d’Urée MS = 1,84 %
10 2 % NaHSOs (3 g) 80 s
pH 10.30 / Na,CO; (4 g - 6 %) Rendement = 5,81 %

Tableau 2 : Récapitulatif des rendements et temps de gel issus de différentes conditions
d’extraction.

On note que les rendements d’extraction de I’ordre de 2,5 % sont faibles comparés aux études
antérieures « 5 % £1 (Haoua, 2010), 10 % %5 (Gambier, 2011) ».

Ces résultats confirment les observations précédentes concernant les taux de lignine de
Klason relativement faibles pour les marcs du Blayais.

Les temps de gel sont généralement trés faibles, inférieurs a 60 secondes, démontrant une
réactivité importante des extraits vis-a-vis du formaldéhyde. Ces résultats sont tres
prometteurs pour des applications de colles.

Les différents traitements avec les bases NaOH et Na,CO; pour un méme pH donnent des
résultats assez proches. Ces résultats permettent d’envisager une substitution des ions
carbonates par de la soude, qui est beaucoup moins chére, ce qui permet de faire des
€¢conomies conséquentes au niveau industriel.

Il apparait cependant que le temps de gel en utilisant le carbonate de sodium comme base est
légérement plus faible qu’en utilisant la soude. On note également qu’une augmentation du
pH semble avoir un effet positif sur le temps de gel.

Enfin, ’ajout d’urée semble avoir un effet négatif quant a la réactivité des extraits (temps de
gel éleve).

3.3 Spectrophotométrie Ultraviolet (UV)

En se basant sur la courbe étalon, faite sur la catéchine hydratée, nous avons obtenu I’indice
d’absorbance y, avec y = 10,983 * x. En se basant sur 1’équation :
[Polyphénols g / 1] = I’absorbance / 10,983. A noter, que le taux de polyphénols a été obtenu

avec la relation suivante :
Taux de polyphénols = masse de polyphénols / masse seche de tanins (0,05 g).

La concentration des polyphénols des extraits de tanins a été calculée selon leur absorbance
UV a 280 nm. Les résultats selon différentes conditions d’extraction sont donnés dans le
tableau 3 qui suit.




2% NaHSO3 /pH 8 /0,22 % NaOH 148 %

2% NaHSO3 /pH 8 /0,52 % Na,COs 0,58 105,6 %

2% NaHSO;3 / pH 8 /0,18 % NaOH + 2% d’urée 0,1382 25 %
2% NaHSO3 / pH 8 /0,52 % Na,CO; + 2% d’urée 0,6468 117,6 %
2% NaHSO3 /pH 11,44 /0,33 % NaOH 0,6329 115,2 %
2% NaHSO3 / pH 10,30/ 6 % NaOH +2 % d’urée 0,3731 67,8 %
Tableau 3 : Taux de polyphénols des extraits de tanins et leurs absorbance par le spectre UV
a 280 nm.

On note des taux de polyphénols dépassant parfois les 100 %. Ceci pourrait étre dii au fait que
la référence utilisée absorbe moins en UV que les polyphénols contenus dans les extraits de
tanins analysés.

On remarque que les échantillons traités avec de la soude contiennent, & pH égal, un taux de
polyphénols beaucoup plus élevé que ceux traités avec le carbonate de sodium.

De plus, le taux de polyphénols dans les extraits analysés a pH plus basique (11,44) est plus
faible qu’un pH de I’ordre de 8 dans le cas de la soude. Ce résultat est en accord avec les
travaux précédents (Gambier, 2011). Par contre 1’ajout de ’urée au carbonate de sodium
semble ne pas avoir un effet sur le taux de polyphénols.

On note également que I’association de la soude avec 1’'urée donne un taux de polyphénols
significativement faible.

Ces résultats confirment les observations précédentes obtenues a partir des temps de gel. 1l
semble donc y avoir une corrélation entre le temps de gel observé (et donc la réactivité des
extraits) et le taux de polyphénols déterminé par dosage UV.

3.4 Spectre RMN Bc

Le spectre RMN "°C d’une fraction de tanin lyophilisée a été effectué en solution dans
I’oxyde de deutérium (D,0). Le spectre est donné dans la figure 11. L’interprétation est basée
sur les études précédentes (Fu et al., 2007; Zhang et al., 2010).

L’échantillon montre des caractéristiques compatibles avec la présence d’unités
procyanidine. Plus précisément, C5, C7, et les carbones C8A de procyanidines apparaissent
de 160 a 150 ppm. Les signaux a 145,3 et 145,5 appartiennent a C3’' et C4’ d'unités
procyanidine. Une petite quantité de prodelphinidine est aussi détectée sous le pic de sa C4' et
apparait a 131 ppm, qui se chevauchent avec les déplacements chimiques de C1'.

Les attributions des numéros de carbones sont rapportées de la figure 1, page 6.
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Figure 11 : Spectre 13C- RMN de tanin de marc de raisin de Blayais.

Le groupe de pics entre 90 et 110 ppm est attribué¢ a C8, C6, C6’, et C2' de procyanidines.

Une teneur relativement élevée en hydrates de carbone pourrait également étre déduite par la
forte intensité des pics a 65-85 ppm, qui est une caractéristique des sucres dans les extraits de
tanin. Cette observation confirme les résultats décrits précédemment en ce qui concerne la
faible teneur en sucre dans le résidu solide.

Un large signal de 170 a 182 ppm est observé suggérant la présence des groupes carbonyle
qui peut étre rationalisés par le réarrangement d’acide catechinique survenant lors du procédé
d'extraction (Sears et al., 1974; Kiatgrajai et al., 1982).

La présence des signaux a 30 ppm, affectés au CH, de l'acide catechinique, pourraient
soutenir I’idée de la présence de 'acide catechinique dans les extraits de tanin.

3.5 Analyse par SEC

Les extraits de tannins ont ét¢ analysés par Chromatographie d’Exclusion Stérique apres
acétylation afin d’éviter les phénomenes d’agrégation, en utilisant le THF comme ¢luant, avec
utilisation d’un étalon.

Les chromatogrammes de la figure 12, représentent les chromatogrammes et le tableau 4
rassemble pour chaque échantillon, le temps de rétention ainsi que la masse molaire calculée
(courbe étalon établie avec standard de polystyréne, voir partie expérimentale).
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Figure 12 : Chromatogrammes de différentes conditions d’extraction de marc de raisin
caracterisés par SEC apres l’acétylation en solvant organique.




Les signaux a environ 19 mn de temps de rétention correspondent a la catéchine (injectée
seule apres acétylation, spectre non rapporté ici).

Grace a la courbe étalon, on peut attribuer les signaux présentant des temps de rétention de
17.02 mn, 17.51 mn, 18.40 mn et 19.16 mn respectivement aux tétrameres, trimeres, dimeres
et monomeres. La masse molaire de la catéchine étant de 290 g-molfl.

On constate que les extraits isolés sont composés de fragments de relativement faibles masses
molaires, la fraction dimere étant toujours majoritaire (fableau 4).

Eelramiiillon | | Tétraméres | Triméres | Diméres | Monoméres

17,12 17,87 18,40 19,12
1899 857 472 257
|
17,02 17,51 18,40 19,16
1827 1004 505 248
|
14,32 17,81 18,86 19,08
24916 1309 493 294
|
17,04 17,73 17,64 19,15
1817 959 496 246
|
17,03 17,55 18,41 19,12
1798 921 434 254
|
16,90 17,81 18,41 19,18
1731 939 438 262
|
17 17,70 18,41 19,17
1822 887 472 256
16,91 17,59 18,41 19,12
1968 929 479 257
|
14,23 16,01 17,64 18,42
24317 1758 859 487
|
17,03 17,57 18,41 19,16
1761 657 487 276

Tableau 4 : Masses des polyméres correspondantes aux conditions d’extraction.

La comparaison des échantillons 1 et 2 puis 5 et 6 montre qu’en présence de carbonates, la
concentration en monomeres est plus importante que celle obtenue en présence de soude. Ce
résultat est en accord avec les Temps de gel précédemment décrits (Temps de gel carbonate <
Temps de gel NaOH), les monomeres présentant toujours une réactivité supérieure aux
oligomeres vis-a-vis du formaldéhyde.

B



Les chromatogrammes ne montrent pas de différences significatives au niveau des
distributions de masse pour les essais réalisés avec et sans urée. La différence de réactivité
observée (temps de gel) ne semble donc pas étre liée aux masses molaires des tanins extraits.

L’essai 9 correspond a un chromatogramme présentant une allure différente des autres
extraits : un pic correspondant a de treés fortes masses molaires (14 mn) accompagnées de
molécules de faibles masses molaires 19-20 mn. Compte tenu de la faible réactivité de cet
extrait vis-a-vis du formaldéhyde, des réactions de dégradation des tanins dans les conditions
fortement basiques utilisées peuvent étre évoquées.




4 Conclusions et perspectives

Dans un premier temps, nous avons montré, en nous appuyant sur une étude bibliographique
ainsi que sur ’expérimentation de différentes conditions d’extraction des tanins de marcs de
raisin en milieu basique, respectueuse de I’environnement, qu'il était possible d’envisager une
substitution des ions carbonates par de la soude. Des temps de gel tres faibles, inférieurs a 60
secondes, ont ét€ obtenus démontrant une réactivité importante des extraits obtenus a partir de
marcs de la distillerie du Blayais (qui sont principalement des polyphénols déterminés par
dosage UV et confirmé par Spectre RMN 13 C) vis-a-vis du formaldéhyde. Ces résultats sont
trés prometteurs pour des applications de colles. L’ajout d’urée semble avoir un effet négatif
quant a la réactivité des extraits (temps de gel €élevé).

La deuxieme partie de notre travail consistait en la détermination de la composition chimique
des marcs. Il a été démontré un taux relativement faible de lignine de Klason et de sucre au
niveau des marcs de Blayais, cela pouvant s’expliquer par une extraction des polyphénols et
des tanins plus importante en amont au cours de la vinification et I’hydrolyse partielle des
polysaccharides durant le traitement d’extraction.

La troisieme partie de notre travail avait pour but de définir une méthode de suivi
chromatographique du procédé d’extraction permettant de mieux caractériser les extraits. Cela
a conduit a des résultats préliminaires encourageants qu'il conviendra de confirmer par des
études complémentaires. La Chromatographie d’Exclusion Stérique apres acétylation en
utilisant le THF comme éluant a été utilisée. On a noté, qu’en présence de carbonates, la
concentration en monomeres est plus importante qu’en présence de soude. Les
chromatogrammes ne montrent pas de différences significatives au niveau des distributions de
masse pour les essais réalisés avec et sans urée. La différence de réactivité observée (temps de
gel) ne semble donc pas étre liée aux masses molaires des tanins extraits.

Pour l'avenir, il serait intéressant d'utiliser d'autres techniques d’analyse, notamment la
chromatographie liquide haute pression. Il semble ¢galement intéressant de poursuivre ce type
de recherche sur d'autres types de marcs, l'objectif étant toujours d’optimiser les conditions
d’extraction et d’améliorer la caractérisation des extraits.
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7 Résumé

Aprés une étude préliminaire qui a aboutit a la conception d’un premier panneau de particules
dont 1’adhésif était principalement constitué de tanins de raisin, 'UNGDA et LERMAB ont
décidé de continuer leur collaboration, afin d’optimiser le procédé d’extraction, dans le but
d’une valorisation des marcs a I’échelle industrielle. Différentes conditions d’extraction ont
¢té expérimentées, et une substitution du Na,CO; par NaOH est envisageable, ce qui permet
de faire des économies conséquentes au niveau industriel. L’ajout d’urée semble avoir un
effet négatif quant a la réactivité des extraits (temps de gel éleve).

Les résultats de Spectrophotométrie Ultraviolet (UV) confirment la corrélation entre le temps
de gel observé (et donc la réactivité des extraits) et le taux de polyphénols déterminé par
dosage UV. Le spectre RMN °C d’une fraction de tanin lyophilisé effectué en solution dans
I’oxyde de deutérium (D,0), montre des caractéristiques compatibles avec celles des unités de
procyanidine.

Une méthode d’analyse par chromatographie d’Exclusion Stérique a été développée, en
utilisant le THF comme ¢€luant, avec utilisation d’un €talon pour la caractérisation des extraits
isolés. Il apparait que la fraction dimere est toujours majoritaire; en présence de carbonates, la
concentration en monomeres est plus importante que celle obtenue en présence de soude.

Mots clefs :

UNGDA, LERMAB, Na,COs;, NaOH, Tanins, Spectrophotométrie Ultraviolet, RMN °C,
procyanidine, D,0, chromatographie d’Exclusion Stérique, THF.

8 Abstract

After a preliminary study that leads to the production of a first panel of the adhesive particles
made primarily of grape tannins, UNGDA and LERMAB decided to continue their
collaboration to further optimize the extraction process, in order to increase the value of
marks on an industrial scale. Different extraction conditions were tested. It was demonstrated
that a substitution of Na,CO; by NaOH is possible, and allows significant savings at the
industry level. The addition of urea seems to have a negative effect on the reactivity of the
extracts (high gel time).

Results of Ultraviolet Spectrophotometry (UV) confirmed the correlation between the gel
time observed (and thus the reactivity of the extracts) and the rate of polyphenols determined
by UV assay. The C NMR spectrum of a fraction of lyophilized tannins, dissolved in
deuterium oxide (D,0), showed characteristics consistent with those of procyanidin units.

A method of analysis by size-exclusion chromatography was developed, using THF as eluent,
and using standards. The dimer fraction was found to be the more important. In presence of
carbonates, the concentration of monomers is greater than in presence of sodium hydroxide.

Keywords :

UNGDA, LERMAB, Na,CO; NaOH, Tannins, Ultraviolet Spectrophotometry, Bc NMR,
procyanidin, D,O, size-exclusion chromatography, THF.
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